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INFLUENCIA DA VAGOTOMIA E/OU ESPLENECTOMIA SOBRE A
ESTRUTURA MORFOLOGICA RENAL EM RATOS OBESOS-MSG

Resumo

A doenca renal crénica (DRC) € um dos mais importantes problemas de saude
publica em todo o mundo, e suas principais implicagbes envolvem danos as
estruturas do néfron e perda da funcao renal. Estudos evidenciam que a obesidade
€ um fator de risco independente para DRC. A obesidade provoca diversas
alteracdes estruturais, hemodinamicas e metabdlicas no rim. A maioria dessas
alteracbes podem ser de respostas compensatdrias ao aumento sistémico da
demanda metabdlica observada na obesidade. No entanto, em alguns casos a
lesdo renal torna-se clinicamente afetada em consequéncia da falha
compensatoéria. A glomerulopatia relacionada a obesidade (GRO) é o mais
conhecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar a relagéo das atividades esplénica
e autondmica vagal sobre aspectos histomorfométricos renais em roedores obesos-
MSG. Trinta ratos Wistar machos foram utilizados, destes, vinte e quatro receberam
durante os primeiros 5 dias de vida injecdes subcutdneas de Glutamato
monossodico (Grupos MSG) (4g/Kg de peso corporal), e seis animais receberam
injecdes subcutaneas de solucao salina (grupo controle). Considerando a inducao
de obesidade com MSG, a esplenectomia e a vagotomia, foram organizados 5
grupos experimentais (n=6/grupo), conforme segue: Controle falso operado (CON-
FO); obeso falso operado (MSG-FO); obeso vagotomizado (MSG-VAG); obeso
esplenectomizado (MSG-ESP); obeso vagotomizado e esplenectomizado (MSG-
VAG-ESP). Aos 150 dias os animais foram pesados e eutanasiados. O rim foi
retirado, pesado e submetido a técnicas histologicas de fixacdo, desidratagédo e
emblocamento. Os cortes foram corados pela técnica de HE e submetidos a anélise
histomorfométrica. Os animais do grupo MSG-FO apresentaram reducao
significativa de peso corporal e comprimento naso-anal quando comparados com
os animais do grupo CON-FO (P<0,05). A dupla cirurgia de vagotomia e
esplenectomia (MSG-VAG-ESP), apresentaram reducg&o significativa da maioria
dos parametros biométricos associados a obesidade. Na analise histomorfométrica

dos parametros renais, os animais MSG-FO apresentaram reducao significativa do



peso renal e dos didmetros de area de tufo glomerular, area da capsula e espaco
de Bowman quando comparados com os animais do grupo CON-FO (P<0,05). Na
analise dos parametros renais dos grupos MSG-VAG, MSG-ESP, MSG-VAG-ESP
observou-se reducao significativa no diametro, area de tufo glomerular, area da
capsula e espaco de Bowman quando comparados com o grupo MSG-FO.
Concluimos que a vagotomia associada ou ndo a esplenectomia induz a reducao

da adiposidade e causa alteracdes histologicas nos rins de ratos obesos.

Palavras-chave: Obesidade hipotalamica, Vagotomia, Esplenectomia, Rim.



VAGOTOMY OR SPLENECTOMY INFLUENCE IN THE RENAL

MORPHOLOGICAL STRUCTURE OF OBESE-MSG RATS

Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is one of the most important public health problems
worldwide, and its main implications involve damage to nephron structures and loss
of kidney function. Studies show that obesity is an independent risk factor for CKD.
Obesity causes several structural, hemodynamic and metabolic changes in the
kidney. Most of these changes can be compensatory responses to the systemic
increase in metabolic demand observed in obesity. However, in some cases, kidney
damage becomes clinically affected as a result of compensatory failure. Obesity-
related glomerulopathy (GRO) is the best known. The aim of the work was to
evaluate the relation of autonomic vagal and splenic activities on renal
histomorphometric aspects in MSG-obese rodents. Thirty male Wistar rats were
used, of which, twenty-four received subcutaneous injections of monosodium
glutamate (MSG group) during the first 5 days of life (4g/kg body weight) and six
animals received subcutaneous injections of equimolar saline solution (control
group). They were assigned to five experimental groups (n = 6/group): False
operated control (CON-FO); false operated obese (MSG-FO); vagotomized obese
(MSG-VAG); splenectomized obese (MSG-ESP); vagotomized and splenectomized
obese (MSG-VAG-ESP). At 150 days, the animals were weighed and euthanized.
The kidney was removed, weighed and subjected to histological techniques for
fixation, dehydration and embedding. Sections were stained with HE and subjected
to histomorphometric analysis. MSG-FO group animals showed a significant

reduction in body weight and snout-anus length, and a significant increase in obesity



parameters when compared to CON-FO group animals (P<0.05). Vagotomy and
splenectomy surgeries, either alone or in combination, significantly reduced most of
the biometric parameters associated with obesity. The kidneys of MSG-FO group
animals showed altered histological structure, associated with a significant
reduction in renal weight and diameters of glomerular tuft area, capsule area and
the Bowman space when compared to CON-FO group animals (P<0.05). In the
analysis of renal parameters of the MSG-VAG, MSG-ESP, MSG-VAG-ESP groups,
there was a significant reduction in diameter, glomerular tuft area, capsule area,
Bowman's space area when compared to the MSG-FO group, mainly in groups
subjected to vagotomy alone or combined with splenectomy. We conclude that
vagotomy in associated or not with splenectomy induces a reduction in adiposity

and causes histological changes in the kidneys of obese rats.

Key words: Hypothalamic obesity, Vagotomy, Splenectomy, Kidney.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Sistema renal € composto por dois 6rgdos denominados de rins. Esse
sistema realiza a maior parte das funcdes de excrecéo, filtrando o sangue e
removendo as toxinas da corrente sanguinea, no entanto, conserva-se sais,
glicose, proteinas e 4gua, bem como susbtancias adicionais cruciais a saude. Os
rins possuem um sistema de tubos condutores do produto final deste filtrado, que
€ a urina, na qual denominamos de vias urinarias, que sdo compostas por pelve
renal, ureteres, bexiga urinéria e uretra (SILVERTHORN, 2010).

Considera-se os rins estruturas retroperitoneais, posicionados na regiao
abdominal, revestidos pelo peritbnio e envolvidos por um tecido areolar frouxo,
superficialmente revestido por uma tunica fibrosa, conhecida como cépsula fibrosa.
Apresentam coloracdo marrom escuro, formato de grdo de feijao e possuem,
aproximadamente, 12 cm de altura, de 5a 7,5 cm de largura e 2,5 cm de espessura,
com variagdo de peso entre 115 a 170 gramas (SILVERTHORN, 2010). Disp6em
de um apice, uma base, faces e margens distintas. Na face medial concava
encontramos fissura longitudinal designada de hilo renal. O hilo renal permite a
entrada e saida de estruturas dos rins, 0 seio renal, que contém a pelve renal,
calices, vasos, nervos e gordura (TSUBOI et al., 2017).

No rim encontramos duas estruturas essenciais, cortex renal e medula renal,
ambos compondo-se de segmentos de néfrons, apontado como principal unidade
funcional do rim. Encontra-se duas variedades de néfrons no rim de animais:
néfrons corticais e os néfrons justamedulares, da qual o corpusculo renal esta
localizado no cortex e as partes tubulares situadas na medula. O corpusculo renal
é formado pela capsula de Bowman e pelo glomérulo renal, tufo de capilares
fenestrados com polo vascular e o urinifero que € a regido de continuacéo entre o
corpusculo renal e o tabulo proximal, o qual drena o espaco de Bowman. Nesta
regido de junc¢do, o epitélio simples pavimentoso da camada parietal da cpsula de
Bowman se junta com o epitélio cubico simples do tubulo (TOBAR et al., 2013).

O filtrado derivado do glomérulo entra no espaco de Bowman por meio de
uma barreira de filtragdo formada por trés estruturas: parede endotelial do capilar,
lamina basal e camada visceral da capsula de Bowman, os poddcitos. O fluido
filtrado passa por um tabulo longo, no qual é transformado em urina a caminho do

rim, ureteres e, posteriormente, para a bexiga e uretra (JOYCE et al., 2018).
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A inervacao dos rins origina-se do plexo nervoso renal, formado por fibras
simpéticas. Essas fibras circundam e seguem 0s vasos arteriais por meio do cortex
e medula. O plexo nervoso renal é suprido por fibras do nervo esplancnicos
abdominopélvicos. Trabalhos cientificos expdéem a hipotese de inameros
mecanismos associados no desenvolvimento da insuficiéncia renal, envolvendo a
hiperatividade renal crbnica, hiperatividade simpatica renal, disfun¢éo autonémica,
estresse oxidativo, diferencas entre os sexos (SHARMA, 2015; TAIN; HSU, 2017).

A doenca renal cronica (DRC) € um dos mais importantes problemas de
saude publica em todo o mundo, e suas principais implicacdes envolvem danos as
estruturas do néfron e perda da fungéo renal. Apresenta carater progressivo e esta
relacionada a elevada morbidade e mortalidade (KARIYANNA et al., 2010) A DRC
€ identificada pela destruicdo gradativa de néfrons provocado pelo aumento da
pressdo intraglomerular e hiperfiltracdo. Os mecanismos patogénicos que
influenciam & DRC convergem em um meio em comum, no qual resulta em fibrose
intersticial progressiva, perda capilar peritubular com hipdxia e destruicdo de
néfrons funcionais em consequéncia a atrofia tubular (EDDY, 2005; VIANNA et al.,
2011).

Atualmente, tem-se considerado o papel da inflamacdo subclinica na
evolucao das doencas cronico-degenerativas (DORR et al., 2015). A inflamacao é
apontada como processo fisioldgico, no qual ha presenca de resposta a diferentes
estimulos como infecgBes, alteracfes fisico-quimicas e antigénicas ou danos
traumaticos. A resposta inflamatéria precisa ser rigorosamente ordenada, visto que
deficiéncias ou excessos de resposta estao intimamente associadas a morbidade
e mortalidade. Por exemplo, a inflamacé&o que iniciou-se no glomérulo em virtude
de algum trauma, provoca inUmeros mecanismos lesivos através da ativacdo do
sistema imunoldgico de forma continua e acentuada, que pode ser capaz de afetar
0 espaco do tubulo intersticial. Nesse cenario, ha evidéncias de ativacdo do sistema
imune sobre etapas precoces e tardias da DRC. Em contrapartida, estudos revelam
a existéncia de relacdo negativa entre niveis circulantes de mediadores de
inflamacéo e o estagio da doenca (KIUCH et al., 2015).

Estudos evidenciam que a obesidade € um fator de risco independente para
DRC (AGRAWAL et al., 2009; BRATOEVA et al.,, 2017). Pesquisa mostra que
pacientes norte-americanos obesos apresentam risco quatro vezes maior de

desenvolver DRC que pacientes nao obesos. Acredita-se que a obesidade interfere
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nas alteragdes fisiopatoldgicas que favorecem a leséo renal. O aumento de lipideos
nos macrofagos € capaz de transformar o fendtipo das células e beneficiar o
aparecimento de um ambiente proé-inflamatério responsavel pelas alteracfes
fisiopatoldgicas do rim relacionados a obesidade. Ha evidéncias de associacao de
inmeras citocinas pro-infalamatorias produzidas pelo tecido adiposo e por células
inflamatorias as lesbes renais provocadas pela obesidade (HERING et al., 2013).
Outro mecanismo, supostamente, envolvido na manifestacdo da DRC em pacientes
obesos, € a producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio (DORR et al.,
2015).

Encontra-se em pesquisa, com animais experimentais, informagfes a
respeito de mecanismos ligados as alteracbes cardiovasculares e renais
relacionados a obesidade (HALL et al.,, 2014). A obesidade provoca diversas
alteracbes estruturais, hemodindmicas e metabdlicas no rim. A maioria dessas
alteracbes podem ser de respostas compensatérias ao aumento sistémico da
demanda metabdlica observada na obesidade. No entanto, em alguns casos a
lesdo renal torna-se clinicamente afetada em consequéncia da falha
compensatoéria. A glomerulopatia relacionada a obesidade (GRO) é o mais
conhecido de tais estados de doenca (WU et al., 2006).

Na literatura, encontramos a associacéo entre glomerulopatia e inflamacao.
Destaca-se que as doencas glomerulares indicam deterioracio com maior
velocidade da funcdo renal quando comparadas a outras etiologias de DRC. A
lesdo glomerular pode ser provocada por diversos mecanismos imunologicos.
Independente do mecanismo, a lesdo ocorre inicialmente com a producdo de
mediadores inflamatorios que favorecem a ativacao de leucdcitos, macréfagos e
células intrinsecas do glomérulo renal. Seguidamente, ocorre aumento da resposta
inflamatoria através da ativacdo dos linfocitos e macrofagos mediados pelo
aumento da producdo de citocinas e quimiocinas, provenientes das células
inflamatorias e células glomerulares intrinsecas. Simultaneamente, ocorre a
ativacdo das células mesangiais, estimulada pelo processo imunoldgico subjacente
e também pelo estimulo de mediadores locais liberados pelas células inflamatérias
e residentes (BRATOEVA et al., 2017).

Encontra-se evidéncias clinicas e experimentais qgue comprovam o papel das
citocinas e quimiocinas no desenvolvimento e progressao da DRC nas doencas

glomerulares (EDDY, 2005). Em modelo animal de glomerulopatia, estudos
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mostram que a citocina fibrogénica TGF-B1 estimula a proliferacdo celular
mesangial e em seguida a instalagao da fibrose. Outros estudos revelam que a
utilizacao de antagonista de receptor de IL-1 € capaz de melhorar a lesdo renal em
modelo experimental de glomerulopatia crescéntica (AGRAWAL et al., 2009;
BRATOEVA et al., 2017).

A atividade simpatica, através de diversos mecanismos, também pode estar
associada a evolucdo da insuficiéncia renal. Estudos evidenciam que com a
estimulacdo do nervo simpatico renal ocorre um aumento da producéo e liberacao
de noradrenalina, por outro lado, quando ha interrupcéo da estimulacdo nervosa
simpética, ocorre reducdo da sua producdo e liberagdo. No momento em que 0s
nervos simpaticos renais sdo estimulados, os receptores beta-1 aumentam a
secrecdo de renina e os alfa-1 aumentam a reabsorcdo renal, propiciando
vasoconstricao renal e reducao do fluxo sanguineo renal (GRASSI et al., 2012). Na
DRC, a hiperatividade simpatica é evidenciada na fase clinica mais precoce da
doenca, revelando associacao direta com a gravidade do estado de insuficiéncia
renal (SCHLAICH et al., 2013). O aumento do tbnus simpatico altera
significativamente a funcdo renal, em consequéncia de retencdo de volume,
reabsorcdo de sodio, reducdo do fluxo sanguineo renal e ativacdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (LUO et al., 2013).

Estudos tém evidenciado que a funcao renal comprometida € um fator de
risco cardiovascular independente. A atividade nervosa simpatica muscular basal
foi significativamente maior em hipertensos com insuficiéncia renal leve, em
comparacao com hipertensos com funcdo renal normal e com normotensos
(DOLTRA et al., 2014; BRANDT et al., 2012). Outro estudo recente, mostrou que
portadores de DRC apresentaram denervacao renal simpatica, consequentemente
alteracdes na estrutura renal (MAHMOODI et al., 2012).

Obesidade, Baco e atividade esplénica

A obesidade € uma doenca caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido
adiposo em um nivel que compromete a saude dos individuos, acarretando
alteracdes nas funcdes fisiologicas, hormonais, neurais e imunoldgicas, além de

constituir um fator de risco para enfermidades tais como dislipidemias, doencas
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cardiovasculares, diabetes melitus tipo Il e alguns tipos de cancer. Encontra-se na
literatura um consenso de que a etiologia da obesidade é bastante complexa,
apresentando um carater multifatorial, envolvendo, portanto, uma série de fatores
(COCKS et al.,, 2013; CUNHA et al., 2010). Atualmente, a obesidade tem sido
apontada como a mais importante desordem nutricional global que tem avangcado
nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, devido ao aumento significativo
da sua incidéncia (EGGERS et al., 2016).

Na obesidade, o aumento do tecido adiposo esta diretamente relacionado ao
desenvolvimento do desajuste metabdlico que relne alteragbes, principalmente,
cardiovasculares, renais e hepaticas, uma vez que se torna disfuncional
(MORCELLI et al., 2018; RAHMOUNI et al., 2005; TADA; MIURA, 2018). O tecido
adiposo € um dos principais focos das pesquisas em obesidade e ja esta claro que
o tecido adiposo branco que era visto apenas como um depdsito de energia €,
atualmente, reconhecido como foco principal do processo inflamatério que ocorre
na obesidade, capaz de produzir uma ampla variedade de fatores conhecidos como
adipocinas (LOBATO et al., 2011). Essas proteinas secretadas envolvem o Fator
Tumoral de Necrose(TNF-a), interleucinas (IL), adiponectina, resistina, leptina,
entre outras, as quais exercem inumeras funcdes, apresentando formas e
propriedades estruturais das citocinas e compreendem proteinas relacionadas ao
sistema imune (KORBUT, 2006; NAVARRO; ARDILES, 2015; GUZIK; MANGALAT;
KORBUT, 2006).

O baco é considerado o maior 6rgdo linfoide do organismo, situado no
hipocdndrio esquerdo, sob a protecéo da arcada costal. Varias funces de extrema
importancia sdo desempenhadas pelo baco: funcdo hematopoiética, funcéo
imunoldgica, funcdo de armazenamento de células sanguineas, funcdo de
hemocaterese, funcdo de regulacéo lipidica. Do ponto de vista hematoldgico,
podemos ressaltar que o 6rgado age como um filtro fagocitico, através da remocao
com destruicdo das células senescentes e defeituosas da circulagdo, particulas
sélidas a partir do citoplasma dos eritrécitos e microrganismos trazidos pelo
sangue, além de atuar na resposta imune, com a producdo de anticorpos
(SILVERTHORN, 2010).

Orgéo constituido de tecido mole, muito vascularizado, de colorag&o parpura
e com relativa mobilidade, o bago consiste em trés regibes funcionais a polpa

vermelha, a polpa branca e a zona marginal. A massa principal desse 6rgéo é
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formada pela polpa vermelha e os linfocitos envolvem as arteriolas que o penetram,
compondo &reas da polpa branca, da qual a regido mais interna € dividida em uma
camada linfoide periarteriolar, compreendendo principalmente células T e
revestidas por uma coroa de célula B. Apresenta duas faces, uma diafragmatica e
outra visceral, na qual esta presente o hilo, onde ocorre a passagem dos elementos
neurovasculares do 6rgdo. A artéria esplénica, que varia de 8 a 32 cm de
comprimento, passa pela superficie postero-superior do corpo e da cauda do
pancreas (OLIVEIRA et al., 2008; SILVERTHORN, 2010).

O baco é o unico 6rgao capaz de realizar hemocaterese, processo esse em
que as hemacias velhas ou parasitadas, por perderem a sua flexibilidade e por ndo
conseguirem penetrar nos sinusoides, sdo fagocitadas e destruidas pelos
macrofagos. Esse 6rgdo contém mais de 15% dos macréfagos de todo o
organismo, assim como um numero consideravel de linfécitos T (LT) e células
Natural Killer (NK), das quais produzem inumeras citocinas que atuam como
mediadores da comunicacao intercelular, regulando a resposta imunolégica por
meio da maturacao, proliferacdo, diferenciacéo, ativacéo ou inibicdo de diferentes
células do sistema imunoldgico (WU et al., 2014).

O Fator de Necrose Tumoral TNFa, foi descoberto em 1975 por Carswell et
al., sendo considerado uma das principais citocinas relacionadas aos processos
inflamatdrios e imunes. O bacgo é a fonte primaria na producao de TNFa durante a
endotoxemia letal. A literatura evidencia que em ratos esplenectomizados ha
reducgao significativa nos niveis de TNFa. Encontra-se, em estudos, consideravel
relacdo entre o tipo de citocina produzida pelo baco e a recirculacao dos linfécitos
TCD4 ou T helper (Th). Os linfécitos TCD4 podem se diferenciar em Thl, Th2, Th17
ou em outros subtipos, cada um deles apresentam distintos padrbes de citocinas
secretadas e diferentes respostas efetoras (NISHIMURA et al., 2009).

Os linfécitos de Thl produzem grandes quantidades de citocinas pro-
inflamatorias IL-2 e TNFa, que induz a proliferacdo de LT, citocinas essenciais na
ativacdo de macréfagos, as quais atuam na resposta imune celular. A segunda
populacdo Th tem papel fundamental nas respostas imunes humorais, anti-
inflamatorias, que produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 favorecendo a producdo de
anticorpos (CERUTTI et al., 2013). Dados na literatura apontam diferencas na
resposta imune entre individuos obesos e ndo obesos, em obesos ha modificagéo

nos perfis dos linfécitos Thl e Th2, acarretando aumento de citocinas pro-
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inflamatorias e diminuicdo das citocinas anti-inflamatérias (WU et al., 2014,
CERUTTI et al., 2013). A obesidade esta relacionada com maior contagem de
leucdcitos, neutrofilos e mondcitos e maior proliferacéo de linfocitos (NISHIMURA
et al., 2009).

O baco pode sofrer alteracdes por inUmeras condi¢des, em virtude de sua
ampla variedade de funcado, entre elas a obesidade. A literatura indica que o
aumento do baco pode ser um parametro que manifesta baixo grau de inflamacéao
cronica. Dessa forma, encontra-se a esplenomegalia na obesidade. Além disso,
dieta rica em gordura pode causar aumento do volume do baco. Os individuos
obesos, também, tém mostrado aumentada vulnerabilidade a infeccgbes,
bacteremia e fragilidade na regeneracdo a ferimentos (OSBORN & OLEFSKY,
2012).

Estudos mostram que a participa¢do do bacgo na inflamacgéo e obesidade é
evidenciado pela esplenectomia. A literatura releva que o bago € um dos principais
orgaos responsaveis pela producdo da citocina anti-inflamatéria a IL — 10. Nos
obesos encontra-se menores niveis dessa citocina (NISHIMURA et al., 2009;
VADASZ et al., 2013). Em estudo realizado por Gotoh et al., (2012) evidenciou-se
que ratos esplenectomizados apresentaram maior vulnerabilidade aos efeitos
deletérios da obesidade induzida por dieta rica em gordura e, também, alteracdes
no controle alimentar, na inflamac&o e morfologia do tecido adiposo.

A produgdo das citocinas, estdo em conformidade com o conceito de
modulacdo do estimulo neural, principalmente da intensificacdo de células imunes
gue estdo em movimentos no baco. Enquanto as citocinas movimentam-se pelo
baco, as células imunoldgicas passam pela matriz vascular na proximidade das
terminacgdes neuronais, resultante dos principais nervos que sustentam a inervagao
simpatica abdominal (VADASZ et al., 2013). Por consequéncia, impulsionar a
atividade do nervo vago, pode impactar na restauracdo e regulacdo anti-

inflamatdria neuro-imune no nivel do baco.
Inervacdo Autbnoma e Vagotomia

O Sistema Nervoso Auténomo (SNA) compreende trés componentes, 0
Sistema Nervoso Simpatico (SNS) o Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP) e o

Sistema Nervos Entérico (SNE). O SNA ou visceral eferente é a por¢édo do sistema
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nervoso responsavel pela funcdo de manutencdo da homeostasia, influenciando
desde a funcéo cardiovascular, respiratéria, gastrointestinal e renal até ao controle
dos niveis da temperatura corporal e sistema imunolégico (MESSINA et al., 2013).

Anatomicamente, é formado por neurénios e fibras pré e pés-ganglionares.
No SNS, os neurénios pré-ganglionares estdo localizados na medula toracica e
lombar, as fibras sdo curtas. Os neurbnios pds-ganglionares encontram-se
proximos da coluna vertebral e distantes das visceras, as fibras sao longas. No
SNP, os neurdnios pré-ganglionares estdo localizados no tronco encefélico e
medula sacral, as fibras sdo longas. Os neurbnios pés-ganglionares estao proximos
ou dentro das visceras, as fibras sdo curtas. Consequentemente, esses sistemas
oferecem homeostase para 0 organismo, garantindo o balanco entres as atividades
gue se integram e se complementam. Dessa forma, as desordens autonémicas em
eventos patoldgicos sdo mais complexas do que a funcéo antag6nica entre as duas
principais subdivisbes (AICHER, 2000).

Pesquisas revelam que ha importante associacdo entre a atividade
auton6émica e o funcionamento do sistema imune, afetando principalmente o baco
(NANCE & SANDERS 20012; STERNBERG, 2004). As vias eferentes,
responsaveis por transmitir o impulso nervoso até os 6érgaos efetuadores, sao
capazes de modular respostas imunes. As fibras simpaticas noradrenérgicas, em
diversas espécies de mamiferos, inervam orgaos linfoides. A inervacédo do SNS do
baco, na ontogénese, desenvolve-se em paralelo ao aparecimento das células T
maduras, resultando em contato entre fibras simpaticas e células T. Em
contrapartida, os produtos liberados pelas células imunes sdo capazes de
influenciar os mecanismos noradrenérgicos centrais e periféricos e ainda, estimular
alteracdes endocrinas importantes para a imunorregulacdo (MESSINA et al., 2013).
Pesquisas em roedores, mostram que o SNS modula diversos aspectos da funcéo
imune (ZHOU et al., 1993).

O nervo vago, maior nervo craniano, possui ampla distribuicdo
parassimpatica, conduzindo neurbnios pré - ganglionares para 0s musculos
involuntarios das visceras toracicas e abdominais e também, apresenta alguma
influéncia simpatica, no qual transmite informacgdes sensitivas desses 0rgaos para
SNC. Esse nervo € o principal nervo eferente, age como um nervo misto, contendo
tanto fibras aferentes, quanto eferentes (PAVLOV et al., 2006). Tracey, em 2007,

mostrou interacdo do SNP via nervo vago como eferéncia neural para o reflexo
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inflamatorio, no qual a acdo anti-inflamatéria do vago depende da presenca do baco
e de nervo esplénico, evidenciando a importancia dos mecanismos simpéticos na
modulacdo da resposta imune. Em estudo VIDA et al. (2011), sugeriram uma via
indireta de conexdo, em que 0s nheurbnios vagais pré-ganglionares realizam
sinapse com neurdnios pos-ganglionares simpaticos que suprem o 6rgdo. Todavia,
Bratton et al. (2012), ndo evidencia conexdes vagais com neurbnios esplénicos
simpaticos. Os estudos ainda demonstram duvidas a respeito do controle
autonémico da atividade esplénica.

Acredita-se, atualmente, que inumeros estimulos oriundos do Sistema
Nervoso Central (SNC) sao capazes de modular uma resposta imune (CRUVINEL
et al., 2010). Trabalho de Borovikova et al. (2000) mostraram que o SNC, por meio
do nervo vago € capaz de modular o nivel de TFNa induzido por endotoxina.
Mecanismo este, recentemente, identificado e denominado de via colinérgica anti-
inflamatéria, capaz de inibir a producdo de citocinas através da liberacdo da
acetilcolina (Ach). Huston et al. (2006) mostraram ao realizar ativacdo vagal em
animais esplenectomizados, falha em inibir a produgédo de TNFa, revelando que o
baco contribui significativamente para o efeito anti-inflamatério vagal. O nervo vago
€ capaz de monitorar as respostas imunes via citocinas. A injecao intraperitoneal
de citocinas pro-inflamatérias expressa aumento significativo na resposta de fase
agudo mediada pelo SNC. Resultados recentes mostram que 0 nervo vago € capaz
de identificar as alteracbes na producéo local de citocinas e gerar uma resposta
inflamatéria. Apesar de evidéncias significativas do papel dessas células na
ativacdo imune, por meio da sintese e liberacdo de citocinas, pouco se sabe a
respeito do papel do vago na modulagéo das respostas imunes.

Por meio da vagotomia, secg¢do cirdrgica do nervo vago, alguns
pesquisadores procuram analisar a atuacdo desse procedimento em linfocitos.
Evidencia-se significativa diminuicdo na ativacdo dessas células, assim como
diminuicdo de células T regulatérias nos animais submetidos ao procedimento.
Embora seja plausivel que o nervo vago consiga realizar interferéncia direta nas
células T regulatorias, uma hipotese é que outros intermediarios celulares estejam
envolvidos (BOROVIKOVA et al., 2000). A atividade simpatica, por meio de diversos
mecanismos, também pode estar associada a evolu¢do da insuficiéncia renal,

envolvendo a hiperatividade renal crbnica, hiperatividade simpatica renal e
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disfungéo autonémica (KIUCHI; MION, 2016). Dentre estes mecanismos, especial
atencao tem sido dada a disfuncdo autondmica (MARK et al., 2006).

Modelo MSG

Um modelo semelhante de SM pode ser obtido em ratos por administracédo
subcutanea de MSG, que, em doses elevadas, danifica as areas centrais
do hipotdlamo como o ARQ e neurdnios 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, 0 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 frequiéncia cardiaca, barorreflexo alterado e é hipertenso quando
adulto (KARLEN-AMARANTE et al., 2014). A ativacdo do SNS implica na
patogénese de componentes especificos da SM e esta associada ao aumento do
risco cardiovascular. Estudos em animais confirmaram que a ativacao 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 reabsorcéo tubular renal de Na+ (RAHMOUNI et al., 2005).

O aumento do sistema nervoso auténomo 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 comparag¢do com ratos controle (MACHO et al., 2000). A
leptina causa ativagcdo simpatica em outros leitos que ndo sdo geralmente
considerados termogénicos, como o rim e a glandula adrenal (MATTOS et al.,
2012).

Um estudo que se prop0s a investigar as caracteristicas de receptores de
angiotensina Il no tecido adiposo de roedores MSG, observou elevacgao de proteina

receptora angiotensisa 1 (AT1) e, menor ligacdo a angiotensina Il no tecido adiposo
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neste modelo. Os autores sugeriram que poderia ser um defeito geral na membrana
celular dos adipécitos para a obesidade MSG (PINTEROVA et al., 2001; ZORAD et
al., 2003).

Este modelo MSG também é caracterizado por hiperinsulinemia e maior
secrec¢do de insulina associada a hiperglicemia precoce. Todas as disfungfes 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 estd 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
liberac@o do hormdnio do crescimento nestes roedores é deficiente devido a perda
relativa do fator liberador do hormdnio do crescimento, embora a gordura
armazenada como o Indice de Lee 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 secrecao do horménio do crescimento pelos somatossomos da hipdfise
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 o estresse oxidativo é a principal causa de leséo 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 é delimitado
pela ligagdo 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 e producdo de NO. Recentemente, a presenca de NMDA foi

demonstrada no rim (LEUNG et al., 2002), onde exerce efeito tdnico vasodilatador
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na fluéncia do glomérulo e efeito proé-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 alteracfes
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 calcio, com subsequente hidronefrose e fibrose intersticial
(SHARMA et al., 2013).

Em relacdo a alteracBes histopatoldgicas 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 cortex, ha atrofia focal ou dilatacéo
dos tubulos com perda da borda em escova, deslocamento de ndcleos para o [imen
tubular e descamacédo 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 reducao da excrecao de NO
(CONTINI et al., 2017).

Portanto, identifica-se a necessidade de mais estudos que busquem
compreender os efeitos do modelo MSG, no que diz respeito as alteracdes 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 a relagdo das atividades esplénica e/ou autondmica vagal sobre
aspectos histomorfométricos renais em roedores obesos-MSG.

2.2 Especificos

e Caracterizar a estrutura renal de roedores obesos-MSG,;
¢ Investigar se a vagotomia associada a esplenectomia é capaz de alterar o
diametro do tufo glomerular, areas do tufo glomerular, da capsula glomerular

e do espaco de Bowman em ratos obesos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados trinta ratos Wistar machos, destes, vinte e quatro
receberam durante os primeiros 5 dias de vida injecdes de Glutamato monossoédico
(MSG) (4g/Kg de peso corporal) (OLNEY, 1969). No mesmo periodo seis ratos
(CON) receberam injecbes subcutaneas de salina equimolar. 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
Parana, UNIOESTE, Cascavel-PR, sendo acomodados em gaiolas coletivas de
polietileno (43x30x15), sob condi¢des controlada de temperatura, mantida entre 22°
+ 25° C, luminosidade-fotoperiodo de 12 horas (periodo de luz 7:00 ~19:00h). Os
procedimentos experimentais estiveram de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacéo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentag&o Animal
(COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA) da
UNIOESTE (em ANEXO).

3.2 Delineamento experimental

Considerando a inducdo de obesidade com MSG, a esplenectomia e a
vagotomia, foram organizados 5 grupos experimentais (n=6/grupo), conforme
segue: Controle falso operado (CON-FO); obeso falso operado (MSG-FO); obeso
vagotomizado (MSG-VAG); obeso esplenectomizado (MSG-ESP); obeso
vagotomizado e esplenectomizado (MSG-VAG-ESP).

3.3 Procedimentos Cirurgicos

3.3.1 Esplenectomia: Animais dos grupos MSG-ESP e MSG-VAG-ESP foram
submetidos a esplenectomia (ESP) aos 60 dias de vida. Para o procedimento
cirurgico, os animais foram anestesiados intraperitonealmente, com uma mistura
(v:v) de xilazina (0,2 mg/g) e cetamina 0,5 (mg/g) de peso de cada animal.
Posteriormente os animais foram laparotomizados, o bago localizado e os vasos
esplénicos amarrados com fio cirdrgico verde de poliéster de 3x3 mm da marca
PolySuture® , 0 baco foi retirado e pesado e a regidao do corte suturada com 0 mesmo

tipo de fio cirargico utilizado para amarrar 0s vasos e 0s animais devolvidos ao
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biotério. Grupos falso operados (FO),passaram pelos mesmos processos, exceto a
retirada do baco.

3.3.2 Vagotomia Subdiafragmética: Os animais dos grupos MSG-VAG e MSG-
VAG-ESP foram submetido a vagotomia (VAG) subdiafragmética aos 60 dias de
vida conforme protocolo de Balbo et al. 2007, com adaptacdes. Para realizacéo da
vagotomia, os animais foram anestesiados intraperitonealmente conforme descrito
anteriormente. Em seguida os animais foram submetidos a tricotomia na regiédo
ventral, realizando-se a antissepsia do campo cirargico com utilizacdo de PVPI
(polivinil pirrolidona-iodo) com incisao ventral cutanea de aproximadamente dois
centimetros, inferiormente ao esterno, na linha mediana do abdome. Inciséo similar
ocorreu na parede muscular abdominal. O intestino foi retraido caudalmente e o
figado cranialmente para expor o es6fago. Com o auxilio de uma lupa, os ramos
anterior e posterior do nervo vago, que se localizam junto a superficie do es6fago,
foram gentilmente manipulados e seccionados com tesouras e pingas de preciséo.
Em animais selecionados para a falsa-vagotomia ( grupos FO), apds a abertura da
cavidade peritoneal, foi realizada a exploracdo da cavidade, sendo o0 nervo vago
manuseado e afastado do eséfago, porém ndo seccionado. Ao final, a incisao
muscular foi fechada com sutura continua absorvivel e a incisdo cutdnea com

sutura simples néao absorvivel.
3.4 Eutanasia, peso de 6rgédos e adiposidade

Aos 150 dias de vida os animais foram pesados e eutanasiados por
decapitacdo em guilhotina. Os animais foram submetidos a laparotomia abdémino-
pélvica para remocao dos 6rgaos e tecidos, que foram pesados em balanca digital.
O peso dos o6rgaos e tecidos foi expresso em unidades normalizadas
correspondentes ao grama de 6rgdo/100g de peso corporal (peso relativo= peso
do Orgao ou tecido/peso corporal X 100).

Para avaliar o desenvolvimento da obesidade no grupo MSG foi mensurado
0s pesos de depésitos de gordura da cavidade abdominal (retroperitoneal,
mesentérica e perigonadal) e subcutanea (inguinal) e realizado o célculo do indice
de Lee em todos os animais, utilizando a relacdo entre a raiz cubica do peso
corporal em gramas (g) pelo comprimento naso-anal (cm), seguindo procedimento

descrito por Novelli et al. (2007).
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3.5 Andlise morfoldgica e morfométrica dos Rins

Os rins foram fixados em ALFAC (alcool, formol e acido acético) por 24
horas, lavadas em agua corrente e mantidas em alcool 70°. Posteriormente foram
processados com metodologia adequada para microscopia de luz, com inclusdo em
Paraplast Plus® (Sigma-Aldrich). Para as analises morfolégicas, foram realizados
cortes semi-seriados com 5um de espessura, utilizando micrétomo 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 com hematoxilina e eosina (HE) para andlise.

Para analise morfométrica, foi utilizada uma seccéo histolégica renal e
desprezadas outras trés subsequentes ao longo do 6rgdo, perfazendo-se uma
média de dez secc¢des/animal. Foram selecionados 50 glomérulos por rim e
mensurados: diametro do tufo glomerular, area do tufo glomerular, area da capsula
e do espaco de Bowman (Figura 1). Para saber a area do espaco de Bowman, foi
feito o calculo da éarea da capsula subtraindo a area do tufo glomerular
(WAGROWSKA-DANILEWICZ, 1998; DIXIT et al., 2014). Todos os cortes foram
observados por meio de microscopio Olympus BX61. As imagens de glomérulo
renal foram observadas em aumento de 400X. 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

micrometros (um).
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Figura 1 — Fotomicrografia representativa mostrando a medida de diametro do tufo glomerular

(a), area do tufo glomerular (b), area da capsula de Bowman (c) e area do espaco de Bowman (*).

3.6 Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo, sendo utilizado
o0 teste estatistico para analise de variancia - ANOVA, com pés-teste de Tukey. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As
analises estatisticas foram realizadas no programa Sigma Plot (versdo 11.0; Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA).
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo das atividades esplénica e
auton6mica vagal sobre aspectos histomorfométricos renais em roedores obesos.
Trinta ratos Wistar machos foram utilizados, destes, vinte e quatro receberam
durante os primeiros 5 dias de vida inje¢cdes subcutaneas de glutamato
monossadico (Grupos MSG) (4g/Kg de peso corporal), e seis animais receberam
injecbes subcutaneas de solucdo salina (grupo controle). Os animais foram
organizados em 5 grupos experimentais (n=6/grupo), Grupos: falso operado (CON-
FO); obeso falso operado (MSG-FO); obeso vagotomizado (MSG-VAG); obeso
esplenectomizado (MSG-ESP); obeso vagotomizado e esplenectomizado (MSG-
VAG-ESP). Aos 150 dias os animais foram pesados e eutanasiados, 0s rins foram
retirados, pesados e submetido ao processamento histolégico. Os animais do grupo
MSG-FO apresentaram reducéo significativa de peso corporal e comprimento naso-
anal quando comparados com os animais do grupo CON-FO (P<0,05). Os animais
submetidos a dupla cirurgia de vagotomia e esplenectomia (MSG-VAG-ESP),
apresentaram reducdo significativa da maioria dos parametros biométricos
associados a obesidade. Na analise histomorfométrica dos parametros renais, 0s
animais MSG-FO apresentaram reducdao significativa do peso renal e dos diametros
de éarea de tufo glomerular, area da capsula e espaco de Bowman quando
comparados com o0s animais do grupo CON-FO (P<0,05). Na analise dos
parametros renais dos grupos MSG-VAG, MSG-ESP, MSG-VAG-ESP observou-se
reducdo significativa no diametro, area de tufo glomerular, area da capsula e
espaco de Bowman quando comparados com o grupo MSG-FO. Concluimos que a
vagotomia associada ou ndo a esplenectomia induz a reducdo da adiposidade e

causa alteracdes histologicas nos rins de ratos obesos.

Palavras-chave: Obesidade hipotalamica, Vagotomia, Esplenectomia, Rim.
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Introducao

A doenca renal cronica (DRC) € um dos mais importantes problemas de
saude publica em todo o mundo, e suas principais implicacdes envolvem danos as
estruturas do néfron e perda da funcéo renal. Apresenta carater progressivo e esta
relacionada a elevada morbidade e mortalidade!. A DRC é identificada pela
destruicdo gradativa de néfrons provocado pelo aumento da pressao
intraglomerular e hiperfiltracdo. Os mecanismos patogénicos que influenciam nessa
doenca convergem em um meio em comum, no qual resulta em fibrose intersticial
progressiva, perda capilar peritubular com hipoxia e destruicdo de néfrons
funcionais em consequéncia a atrofia tubular?2.

Atualmente, tem-se considerado o papel da inflamacdo subclinica na
evolucdo das doencas cronico-degenerativas®. A inflamacédo é apontada como
processo fisioldgico, no qual ha presenca de resposta a diferentes estimulos como
infeccbes, alteracdes fisico-quimicas e antigénicas ou danos traumaticos. A
resposta inflamatoria precisa ser rigorosamente ordenada, visto que deficiéncias ou
excessos de resposta estdo intimamente associadas a morbidade e mortalidade.
Por exemplo, a inflamac&o que iniciou-se no glomérulo em virtude de algum trauma,
provoca indmeros mecanismos lesivos através da ativacdo do sistema imunoldgico
de forma continua e acentuada, que pode ser capaz de afetar o espaco do tubulo
intersticial. Nesse cenario, ha evidéncias de ativacdo do sistema imune sobre
etapas precoces e tardias da DRC. Em contrapartida, estudos revelam a existéncia
de relacdo negativa entre niveis circulantes de mediadores de inflamagéo e o
estagio da doenca®.

Estudos evidenciam que a obesidade é um fator de risco independente para

DRC®’. Pesquisa mostra que pacientes norte-americanos obesos apresentam risco
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quatro vezes maior de desenvolver DRC que pacientes ndo obesos. Acredita-se
gue a obesidade interfere nas alteracfes fisiopatologicas que favorecem a lesao
renal. O aumento de lipideos nos macrofagos é capaz de transformar o fendtipo
das células e beneficiar o aparecimento de um ambiente pro-inflamatorio
responsavel pelas alteracdes fisiopatologicas do rim relacionados a obesidade. Ha
evidéncias de associacao de inUmeras citocinas pro-inflamatorias produzidas pelo
tecido adiposo e por células inflamatorias as lesdes renais provocadas pela
obesidade?.

A obesidade provoca diversas alteracdes estruturais, hemodinamicas e
metabdlicas no rim. A maioria dessas alteracbes podem ser de respostas
compensatdrias ao aumento sisttmico da demanda metabdlica observada na
obesidade. No entanto, em alguns casos a lesdo renal torna-se clinicamente
afetada em consequéncia da falha compensatoria. A glomerulopatia relacionada a
obesidade (GRO) é o mais conhecido®. Na literatura, encontramos a associacao
entre glomerulopatia e inflamacdo. Destaca-se que as doencas glomerulares
indicam deterioracdo com maior velocidade da funcéo renal quando comparadas a
outras etiologias de DRC. A lesdo glomerular pode ser provocada por diversos
mecanismos imunolégicos®. A atividade simpatica também pode estar associada
a evolucéo da insuficiéncia renal. Segundo estudo de Luo et al.'! o aumento do
tbnus simpatico altera significativamente a funcao renal.

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a relacdo das
atividades esplénica e/ou autondmica vagal sobre aspectos histomorfométricos

renais em roedores obesos-MSG.
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Materiais e Métodos
Animais

Vinte e quatro ratos Wistar machos receberam durante os primeiros 5 dias
de vida injecbes subcutaneas de Glutamato monossodico (MSG) (4g/Kg de peso
corporal)*?. No mesmo periodo seis ratos receberam inje¢cdes subcutaneas de
solucéo salina equimolar (Controle). Os animais foram adaptados e mantidos no
Biotério Setorial do Laboratorio de Fisiologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude — CCBS, Universidade Estadual do Oeste do Parana, UNIOESTE, Cascavel-
PR, sendo acomodados em gaiolas coletivas de polietileno (43x30x15), sob
condicdes controlada de temperatura, mantida entre 222 + 25° C, luminosidade-
fotoperiodo de 12 horas (periodo de luz 7:00 ~19:00h). Os procedimentos
experimentais estiveram de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
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).

Delineamento experimental

Considerando a inducdo de obesidade com MSG, a esplenectomia e a
vagotomia, foram organizados 5 grupos experimentais (n=6/grupo), conforme
segue: Controle falso operado (CON-FO); obeso falso operado (MSG-FO); obeso
vagotomizado (MSG-VAG); obeso esplenectomizado (MSG-ESP); obeso

vagotomizado e esplenectomizado (MSG-VAG-ESP).

Procedimentos Cirurgicos
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Esplenectomia: Animais dos grupos MSG-ESP e MSG-VAG-ESP foram submetidos
a esplenectomia (ESP) aos 60 dias de vida. Para o procedimento cirargico, 0s
animais foram anestesiados intraperitonealmente, com uma mistura (v:v) de xilazina
(0,2 mg/g) e cetamina 0,5 (mg/g) de peso de cada animal. Posteriormente os animais
foram laparotomizados, o baco localizado e os vasos esplénicos amarrados com fio
cirargico verde de poliéster de 3x3 mm da marca PolySuture®, o baco foi retirado e
pesado e a regido do corte suturada com o mesmo tipo de fio cirdrgico utilizado para
amarrar 0s vasos e 0s animais devolvidos ao biotério. Grupos falso operados (FO),
passaram pelos mesmos processos, exceto a retirada do baco.

Vagotomia Subdiafragmatica: Os animais dos grupos MSG-VAG e MSG-VAG-ESP
foram submetidos a vagotomia (VAG) subdiafragmatica aos 60 dias de vida
conforme protocolo de Balbo et al.® com adaptacbes. Para realizacdo da
vagotomia, os animais foram anestesiados intraperitonealmente conforme descrito
anteriormente. Em seguida os animais foram submetidos a tricotomizacao na regiao
ventral, realizando-se a anti-sepsia do campo cirargico com utilizacdo de PVPI
(polivinil pirrolidona-iodo) com incisdo ventral cutanea de aproximadamente dois
centimetros, inferiormente ao esterno, na linha mediana do abdome. Inciséo similar
ocorreu na parede muscular abdominal. O intestino foi retraido caudalmente e o
figado cranialmente para expor o es6fago. Com o auxilio de uma lupa, os ramos
anterior e posterior do nervo vago, que se localizam junto a superficie do eso6fago,
foram gentilmente manipulados e seccionados com tesouras e pincas de precisao.
Em animais selecionados para a falsa-vagotomia (grupos FO), ap0s a abertura da
cavidade peritoneal, foi realizada a exploracédo da cavidade, sendo o nervo vago

manuseado e afastado do esodfago, porém n&o seccionado. Ao final, a incisao
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muscular foi fechada com sutura continua absorvivel e a incisdo cutdanea com
sutura simples nao absorvivel.
Eutanasia, peso de 6rgaos e adiposidade

Aos 150 dias de vida os animais foram pesados e eutanasiados por
decapitacdo em guilhotina. Os animais foram submetidos a laparotomia abdémino-
pélvica para remocéao dos 0rgaos e tecidos, que foram pesados em balanca digital.
O peso dos oOrgaos e tecidos foi expresso em unidades normalizadas
correspondentes ao grama de 6rgdo/100g de peso corporal (peso relativo= peso
do 6rgao ou tecido/peso corporal X 100).

Para avaliar o desenvolvimento da obesidade no grupo MSG foi mensurado
0s pesos de depdsitos de gordura da cavidade abdominal (retroperitoneal,
mesentérica e perigonadal) e subcutanea (inguinal) e realizado o calculo do indice
de Lee em todos os animais, utilizando a relagdo entre a raiz cubica do peso

corporal em gramas (g) pelo comprimento naso-anal (cm)4.

Analise morfolégica e morfométrica dos Rins

Os rins foram fixados em ALFAC (alcool, formol e acido acético) por 24
horas, lavados em agua corrente e mantidos em alcool 70°. Posteriormente foram
processados com metodologia adequada para microscopia de luz, com inclusdo em
Paraplast Plus® (Sigama-Aldrich). Para as analises morfologicas, foram realizados
cortes semi-seriados com 5um de espessura, utilizando micrétomo rotativo manual
(Olympus 4060), equipado com navalha de ago descartavel. Os cortes obtidos
foram desparafinizados com xilol, hidratados com agua destilada e submetidos a

técnica de coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) para analise.
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Para analise morfométrica, foi utilizada uma seccado histolégica renal e
desprezadas outras trés subsequentes ao longo do 6rgdo, perfazendo-se uma
média de dez seccdes/animal. Foram selecionados 50 glomérulos por rim e
mensurados: diametro 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
calculo da area da capsula subtraindo a area do tufo glomerular>%. Todos os
cortes foram observados por meio de microscopio Olympus BX61. As imagens de
glomérulo renal foram observadas em aumento de 400X. 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 micrémetros (um).

Anélise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrao, sendo utilizado
o0 teste estatistico para analise de variancia - ANOVA, com pés-teste de Tukey. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As
analises estatisticas foram realizadas no programa Sigma Plot (versao 11.0; Systat

Software Inc., San Jose, CA, USA).

Resultados

Parametros biométricos associados a obesidade:

Ao final do periodo experimental (150 dias de vida) os animais do grupo
obeso MSG-FO apresentaram reducdo significativa de peso corporal e
comprimento naso-anal quando comparados com 0s animais do grupo néo-obeso
CON-FO (P<0,05). Com relacao aos demais parametros associados a obesidade
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(indice de Lee e depoésitos de gorduras), os animais do grupo MSG-FO
apresentaram aumento significativo dessas medidas quando comparados com 0s
animais do grupo CON-FO (P<0,05) (Tabela 1).

A cirurgia de vagotomia realizada nos animais obesos (MSG-VAG) nao
afetou o peso corporal e o comprimento naso-anal quando comparados com 0s
animais do grupo MSG-FO, porém, reduziu significativamente o indice de Lee e os
depdsitos de gorduras retroperitoneal, perigonadal e mesentérica. (P<0,05) (Tabela
1). A cirurgia de esplenectomia (MSG-ESP) reduziu significativamente o indice de
Lee e gordura retroperitoneal na comparacdo com os animais do grupo MSG-FO
(P<0,05), no entanto, a retirada do baco ndo afetou os demais depdsitos de
gorduras (Tabela 1). Os animais obesos submetidos a dupla cirurgia de vagotomia
e esplenectomia (MSG-VAG-ESP), apresentaram reducéo significativa da maioria
dos parametros biométricos associados a obesidade quando comparados com 0s

animais do grupo MSG-FO (P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros biométricos dos diferentes grupos ao final do periodo experimental.

Parametros CON-FO MSG-FO MSG-VAG MSG-ESP MSG-VAG-ESP

Peso corporal

©) 439,60+6,41 294,00+13,39*@ 292,005,972 306,80+10,182  262,20+3,60¢
Comprimento

23,25+0,12 19,30+0,27*@  20,20+0,302 20,40+0,24° 19,20+0,2030d
naso-anal (cm)

indice de Lee  327,00+1,49 343,79+2,11* 328,78+3,88" 330,37+2,02°¢  332,82+3,47bcd

Gordura
Retroperitoneal  1,53+0,10 1,70+0,26*2 0,68+0,02° 0,95+0,04¢ 0,74+0,02d
(g/100gPC)

Gordura
Perigonadal 1,54+0,07 2,5+0,09* 1,93+0,09bP 2,75+0,05a¢c 1,99+0,05¢kd
(g/100gPC)

Gordura
Inguinal 0,28+0,03 0,59+0,07*2 0,84+0,17° 0,57+0,022¢ 0,48+0,10acd
(g/100gPC)
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Gordura
Mesentérica 0,99+0,08 2,29+0,17* 1,53+0,18° 2,13+0,11bc 1,48+0,194
(g/100gPC)

Valores expressos em média * erro padrdo. N= 6 animais/grupo. PC = Peso Corporal. Analise de variancia —
ANOVA (One-Way), com pos-teste de Tukey, *=p<0,05 entre os grupos CON-FO e MSG-FO. Letras
minusculas diferentes 2P-¢4 =p<0,05, na comparacg&o entre 0s grupos obesos.

Andélise Histomorformétrica Renal:

Os animais do grupo CON-FO apresentaram estrutura renal preservada,
com regido cortical mais escura de aparéncia granulosa, contendo néfrons,
corpusculos renais, tubulos contorcidos e por¢des finas de alcas de Henle (Figura
1A).

Os rins dos animais do grupo MSG-FO apresentaram estrutura histolégica
alterada, apresentando glomérulos, tibulos e cartilagem imaturos circundados por
tecido mesenquimatoso indiferenciado e frouxo (Figura 1B), alguns glomérulos
levemente aumentados com espassamento difuso das paredes capilares (Figura
1C). Glomérulo com aumento proeminente da matriz mesangial, formando varias
lesbes nodulares, dilatacdo de capilares glomerulares e membranas basais
capilares espessadas (Figura 1D). Evidencia-se lobulacdo glomerular acentuada
com maior quantidade de células e de matriz no mesangio e espessamento de
paredes capilares (Figura 1E). Sdo evidentes, também, o espessamento da parede
capilar a hipercelularidade (Figura 1F). Encontra-se alguns glomérulos com
necrose glomerular focal e formacao de crescente (Figura 1G). Nos animais MSG-
VAG e MSG-VAG-ESP foram encontrados rins com multiplas areas de infarto renal
caracterizadas por palidez acentuada, se estendendo para a superficie subcapsular
(Figura 1H).

Na analise histomorfométrica dos parametros renais, 0s animais obesos
MSG-FO apresentaram reducdo significativa do peso renal e dos diametros de area

de tufo glomerular, area da capsula e espaco de Bowman quando comparados com
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os animais do grupo CON-FO (P<0,05) (Tabela 2). Na analise dos parametros
renais dos grupos obesos e operados (MSG-VAG, MSG-ESP, MSG-VAG-ESP)
observou-se reducao significativa no diametro, area de tufo glomerular, area da
capsula e espaco de Bowman quando comparados com o grupo MSG-FO,
principalmente nos grupos de vagotomia (MSG-VAG) e vagotomia associado com

esplenectomia (MSG-VAG-ESP) (P<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Histomorfometria glomerular dos diferentes grupos experimentais ao

final do periodo experimental.

Parametros CON-FO MSG-FO MSG-VAG MSG-ESP MSG-VAG-ESP
(Z?lsgo;e;g)l 0,30+0,009 0,23+0,01% 1,88+0,41°  0,23+0,005% 0,240,012
Diametro do

tufo 119,98+1,25 03,15+0,82*2  33,83+042°  3519+0,37% 34,240,375
glomerular

(um)

Area do Tufo
Glomerular 9176,39+106,32 8081,42+124,21*2 869,10+12,41° 917,96+18,33c 863,54+15,25bcd

(um?)

Areada
Cépsula de
Bowman

(Lm?)

7517,01+108,86 5620,90+101,96** 637,30+11,30° 672,48+15,44b¢ 599,52+12,20bcd

Area do
Espaco de
Bowman
(Hm?2)

119,98+1,25 93,15+0,82*a 33,83+0,42>  35,19+0,37°  34,20+0,37bcd

Valores expressos em média * erro padrdo. N= 6 animais/grupo. Andlise de variancia — ANOVA
(One-Way), com pos-teste de Tukey, *=p<0,05 entre os grupos CON-FO e MSG-FO. Letras minUsculas

diferentes 2b.cd =p<0,05, na comparacéo entre 0s grupos obesos.
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Figura 1 - Fotomicrografia de glomérulo renal de animais dos diferentes grupos experimentais. A.
Glomérulo com aspecto normal nos animais do grupo CON-S exibindo corpusculo renal, tibulos
contorcidos distais (TCD), por¢8es delgadas da alca de Henle (AHF), capilares sanguineos (C), tufo
glomerular (a), espaco de Bowman (b). B. Glomérulo reduzidos e com aspecto alterado nos animais
do grupo MSG-FO (setas), tabulos imaturos (cabe¢a de seta). C. Glomérulos com didmetros
aumentados (setas), espassamento difuso das paredes capilares (cabeca de seta). D. Aumento da
matriz mesangial (MM), lesdes nodulares (cabeca de seta), dilatacdo de capilares (seta fina),
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membranas basais capilares (seta grossa). E. Lobulacdo glomerular (cabeca de seta),
espessamento de paredes capilares (EC). F. Espessamento da parede capilar e hipercelularidade
(HP). G. Necrose glomerular (seta)e formagéo de crescente (FC). H. Infarto renal em animais MSG-
VAG-ESP (seta), células necréticas (CN), vaso sanguineo (cabeca de seta). Coloracdo =
Hematoxilina de Harris e Eosina.

Discussao

A obesidade esta associada a resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemia e
hipertenséo. Coletivamente, essas condicbes compreendem a sindrome
metabdlica, que envolve um estado pré-inflamatério crénico de baixo graul’. Além
disso, a obesidade € a principal causa de doenca renal crdnica, especialmente na
doenca renal terminal, sendo a glomerulopatia relacionada a obesidade (GRO) a
doenca renal mais conhecida associada a obesidade!81°,

Nossos resultados demonstraram que os animais do grupo obeso MSG-FO
apresentaram reducéo significativa de peso corporal e CNA quando comparados
aos animais do grupo nao-obeso. Essa reducdo pode ser atribuida ao efeito
colateral da aplicacdo de MSG, uma vez que, dentre as alteracbes endocrinas
encontra-se a reducdo dos niveis circulantes do horménio de crescimento (GH),
devido a destruicdo permanente dos neurdnios do nucleo arqueado do hipotalamo,
local de producédo do GH-RH. Verificamos em nosso estudo que, apesar do menor
peso corporal e CNA desses animais, ocorreu aumento significativo do indice de
Lee e depositos de gorduras. A menor secrec¢do de GH implica na reducéo e retardo
do crescimento do animal, devido ao inadequado crescimento do volume e do
namero de células. Esse horménio é considerado um horménio calorifero, que
produz lipdlise e anabolismo e, além de ser diabetogénico, a sua redugéo implica
na falha da mobilizagdo das gorduras, contribuindo, assim, para o aumento do

tecido adiposo desses animais?%2122, Entretanto, estudo realizado por Tordoffet et
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al.??, mostra ndo ter encontrado evidéncias de que o consumo de MSG influencia
no peso corporal.

Nos animais submetidos a vagotomia (MSG-VAG), houve reducéo
significativamente do indice de Lee e dos depoésitos de gorduras retroperitoneal,
perigonadal e mesentérica. Souza et al.?* mostra que esses efeitos sdo mais
evidentes em ratos com lesdo hipotalamica. O autor, também, evidencia e defende
gue a vagotomia promove perda do peso e reducdo de ingestdo alimentar de forma
mais importante nos primeiros dias pos-operatorio, uma das explicacdes para este
fato é que o procedimento bloqueia o efeito inibitério alimentar, consequentemente,
esses animais ingerem menores quantidades e mais frequentes porcdes de dieta
liguida, e maiores quantidades e menos frequentes porcdes de dieta solida,
possivelmente explicado pela reducdo do ténus do esfincter pilérico. King et al.?°,
evidencia que a reducdo do indice de Lee desses animais € devido a hipofagia,
consequentemente, reduz o peso e o percentual de depésitos de gorduras. Com
base nesses estudos, pode-se deduzir que a reducdo do indice de Lee e os
depdsitos de gorduras nesses animais ocorrem por dois possiveis mecanismos:
reducdo da ingestdo alimentar e interrupcdo do estimulo vagal ao pancreas,
reduzindo a hiperinsulinemia.

Observou-se, nos animais submetidos a esplenectomia (MSG-ESP),
diminuicéo significativa do indice de Lee e gordura retroperitoneal, ndo afetando os
demais depdsitos de gorduras. Segundo Gotho et al.?8 a esplenectomia diminui a
ingesta alimentar em animais MSG-ESP. No estudo de Maury & Brichard?’
constataram o aumento da gordura retroperitoneal, bem como aumento na area

dos adipdcitos. Evidenciaram, também, hipertrofia, hipdxia, infiltracdo de
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macrofagos, fibrose e resisténcia a insulina no tecido adiposo, condi¢cdes que
podem culminar na sindrome metabdlica.

O estudo de Carvalho?®, a fim de avaliar a influéncia do baco no
metabolismo, realizou a esplenectomia em camundongos e induziu obesidade com
a utilizacdo de dieta rica em gordura. Observou que em camundongos obesos e
esplenectomizados, houve diminuicdo dos depositos de gorduras e aumento na
sensibilidade a insulina, refletida por reducéo na glicemia. Também houve reducao
na infiltracdo de macréfagos no figado e no tecido adiposo dos camundongos
esplenectomizados. Segundo Montes?®, a esplenectomia reduz a obesidade, a
hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina em ratos MSG, alteracdes que podem
estar relacionadas a reducéo do processo inflamatério oriundo do baco.

Em nosso estudo, os animais obesos submetidos a dupla cirurgia de
vagotomia e esplenectomia (MSG-VAG-ESP), apresentaram reducéo significativa
da maioria dos parametros biométricos associados a obesidade quando
comparados com o0s animais do grupo MSG-FO. Nao ha dados na literatura
avaliando a dupla cirurgia. No entanto, existe uma possivel relacdo com a
diminuicdo dos parametros biométricos e a dupla cirurgia. Segundo estudo de
Furness et al.3% a vagotomia isolada ja é suficiente para reduzir a ingestdo da dieta
e levar a perda de peso em humanos e animais de laboratorio. Estes autores
mostraram que ratos apresentaram uma diminuicdo da ingestédo diaria de racao,
reduzindo peso e depdsitos de gorduras. Este efeito segundo o estudo é devido a
perda de vias eferentes vagais, que despertam o apetite e mudancas enddcrinas.

Os primeiros estudos realizados demonstrando a inervacdo parassimpatica
nas visceras abdominais é o estudo de Swan3! o qual demonstra terminacdes do

ramo vagal posterior no plexo celiaco. O plexo celiaco € responsavel pela inervacao
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de 6rgdos da porcao retrodiafragmatica do sistema digestorio, na qual contribui
para a inervacdo do baco®2. Assim como em nosso estudo, diversos trabalhos
sugerem ou demonstram a existéncia de conexdo nervo vago-ganglio
Ce|iaCO33‘34’35'36’37’38’39.

Nossos resultados demonstram que os animais do grupo CON-FO
apresentam estrutura renal preservada, diferentemente dos animais do grupo
MSG-FO, que apresentaram estrutura histolégica alterada, além de glomérulos,
tibulos e cartilagem imaturos circundados por tecido mesenquimatoso
indiferenciado e frouxo, glomérulos aumentados com espassamento difuso das
paredes capilares, proeminéncia da matriz mesangial e necrose glomerular focal.
Segundo Smeltzer et al.*°, a obesidade é uma das principais causas de alteracdes
na funcéo renal e representa um importante fator de risco para o desenvolvimento
de doenca renal cronica. Segundo Vianna et al.** a obesidade ocasiona uma
sobrecarga metabdlica e inicia uma série de alteracdes como hipertenséo arterial,
diabetes mellitus e metabolismo lipidico anormal, consideradas as principais
causas de doenca renal cronica.

Weisinger et al.*? levantou pela primeira vez, a relacdo direta entre
obesidade e lesdo renal, demonstrando a associa¢cdo entre obesidade morbida,
proteinuria, glomerulomegalia e glomerulosclerose segmental focal, afirmando que
a obesidade possui relacao direta na falha da funcédo renal. No estudo de Kambham
et al.*, foram encontrados glomerulopatia associada a obesidade e, ainda, de
acordo com os autores a lesdo renal associada a obesidade independe de doenca
hipertensiva ou diabética. Segundo Zhu & Scherer** a obesidade provoca
desordens metabolicas podendo afetar a funcdo renal, evidenciando

glomeruloesclerose segmentar focal perihilar associada a obesidade.

54



Na analise histomorfométrica dos parametros renais, 0s animais obesos
MSG-FO apresentaram reducédo do peso renal e dos diametros de area de tufo
glomerular, area da capsula e espaco de Bowman quando comparados com 0s
animais do grupo CON-FO. Segundo Schelb et al.*®>, a obesidade eleva as
necessidades metabdlicas basais, aumentando o fluxo sanguineo, débito cardiaco
e pressao arterial. Os autores defendem que parte do débito cardiaco é destinada
ao rim, ocorrendo vasodilatacdo da arteriola aferente, aumento do fluxo plasmatico
renal e hiperfiltracdo glomerular.

De acordo com Lee et al.*¢, as alter¢cGes dos depdsitos de gorduras que
acompanham a obesidade, encontram-se associadas a progrecdo da doenca
renal, por lesdo celular epitelial e mesangial. De Paula et al.*’, também, evidencia
a progressao da doenca renal e alteracfes glomerulares como vasodilatacdo da
arteriola aferente com aumento do fluxo sanguineo renal, hipertensdo e
hiperiltracdo glomerulares e espessamento das membranas basais glomerular e
tubular. Segundo esses autores, 0s mecanismos responsaveis pela vasodilatacdo
renal no obeso ndo estdo bem esclarecidos, todavia podem estar relacionados ao
mecanismo de “feedback” da macula densa, em que o aumento da reabsorgao de
sédio nos segmentos proximais do néfron acarretam reducdo da oferta de cloreto
de sbdio ao tubulo distal, estimulando a méacula densa a causar vasodilatacao
aferente e a secretar rerina, resultando em maior expansao do volume extrecelular.

De acordo com nossos resultados, foi observado reducgéo significativa no
diametro e area de tufo glomerular, area da capsula e espaco de Bowman nos
grupos obesos e operados (MSG-VAG, MSG-ESP, MSG-VAG-ESP) quando
comparados com o grupo MSG-FO, principalmente nos grupos de vagotomia

(MSG-VAG) e vagotomia associado com esplenectomia (MSG-VAG-ESP). No
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entanto, a vagotomia isolada (MSG-VAG) apresentou aumento significativo do peso
renal. A reducdo dos parametros renais nos grupos operados pode ser explicada
pela inervacdo renal, que se origina do plexo nervoso renal, formado por fibras
simpaticas dos nervos esplancnicos toracicos e parassimpaticas do nervo vago,
além de fibras dos nervos esplancnicos abdémino pélvicos, sugerindo que a falta
de inervacgéo resulta na atrofia renal*84°,

Até o momento ndo ha estudos relacionando vagotomia associado a
esplenectomia e modelo de obesidade induzida por MSG. Considerando que ha
presenca de alteracfes significativas nos parametros renais desses animais MSG-
VAG-ESP) quando comparados com o grupo MSG-FO, vale ressaltar que ha
pesquisas que revelam a importante associacdo entre a atividade autonémica e o
funcionamento do sistema imune, afetando principalmente o bago®°5,

A atividade simpatica, através de diversos mecanismos, também pode estar
associada a evolucdo da insuficiéncia renal. Estudos evidenciam que com a
estimulacao de fibras simpaticas renais ocorre aumento da producéo e liberacao
de noradrenalina, por outro lado, quando ha interrupcéo da estimulacdo nervosa
simpatica, ocorre reducdo da sua producéo e liberacdo. Na DRC, a hiperatividade
simpatica é evidenciada na fase clinica mais precoce da doenca, revelando
associacdo direta com a gravidade do estado de insuficiéncia renal®. Outro estudo
demostrou que portadores de DRC apresentaram denervacéo renal simpatica, com
consequentemente alteracdes na estrutura renal®s.

Sabe-se que o baco pode sofrer alteragbes por inUmeras condigdes, em
virtude de sua ampla variedade de funcdo, entre elas a obesidade. Estudos
mostram que a participacao do baco na inflamacao e obesidade é evidenciado pela

esplenectomia®*>°. Nosso estudo demonstrou que a esplenectomia influencia os
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parametros renais dos animais obesos. Segundo Kopple®® e Hall et al.’” a
esplenectomia diminui a ingesta alimentar nesses animais e, consequentemente
restricdo proteica, provocando o baixo peso e diminuicdo no tamanho renal,

resultando em leséo glomerular.

Conclusao

Concluimos que a vagotomia associada ou ndo a esplenectomia induz a

reducado da adiposidade e causa alteracdes histolégicas nos rins de ratos obesos.
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6. ANEXOS

ANEXO A - Certificado do comité de ética

U unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizacao

O protocolo intitulado “A interagdo bi-direcional entre atividade
autondmica e esplénica pode modular o controle secretor de insulina
em ratos obesos-msg?”, sob a responsabilidade de Sabrina Grassiolli
que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica encontra-se Aprovado para execugéo, estd de acordo com as
Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do UNIOESTE em reunido de 09/06/2017.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 20/06/2017 - 01/08/2018
Espécie/linhagem/raca Ratos Wistar

N. de animais 40

Peso/ldade 150 a 200g (Prenhas)

Sexo Feminino

Origem Biotério Central Unioeste — Campus Cascavel

Profa. Dra. Luciana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n° 3730/2016 - GRE
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