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Resumo

A Sindrome Metabdlica (SM) caracteriza-se por adamuwentral
de gordura, hipertensédo arterial e hipertrigliceméh. Estudos epidemiologicos e
clinicos tém confirmado que a SM esta relacionadaaamento da morbidade e
mortalidade em virtude de sua associacao ao poatsmatorio e a patologias como
a doenca cardiovascular, diabateellitus dislipidemias, doenca renal crbnica e
esteatose hepatica. Pela diversidade de fatoresmdanes ou contribuintes da SM o
tratamento farmacoldgico ideal ndo estd bem defimidquercetina por apresentar acédo
antioxidante, antiinflamatéria e vasodilatadora,dggta ser uma alternativa no
tratamento das comorbidades que compdem a SM.gemieetrabalho objetivou avaliar
o efeito da quercetina no figado e rim de ratostAWisom SM induzida por dieta
hiperlipidica. Ratos Wistar machos foram distrilmsidem trés grupos (n=10) que
receberam respectivamente: C-dieta padréo; SM-r&gaerlipidica e SMQ-racéo
hiperlipidica + 10mg/kg/ dia de solucédo de queneetvia oral, a partir dos dois meses
de idade. Receberam agua e ragdb libitum Avaliaram-se, semanalmente, peso
corporal e pressao arterial da cauda. Ao final xlteemento, aos seis meses, foram
realizados teste oral de tolerancia a glicose. fd®a@s foram anestesiados (xilazina:
10mg/kg e quetamina: 90mg/kg, i.p.) para medidataida PA. Em seguida, foram
exsanguinados e eutanasiados por deslocament@alemémoveram-se e pesaram-se
os rins, figado, gordura retroperitoneal e epidatim esquerda. Foi feita dosagem
sérica de Glicose, Triglicérides, Colesterol, ABLT e y-GT ; Creatinina urinaria,
Clearence e morfometria da area e volume glomepalaHematoxilina-Cromotrope. A
presenca de fibrose renal foi avaliada pela cofaragacrosirius sob luz polarizada. Por
andlises imuno-histoquimica quantificaram-se asula®l dos tecidos renais que
expressavam marcadores de fator pro-fibrético (PEFe miofibroblastoso-SMA).
Os procedimentos foram aprovados pelo CEUA-UFJBtgEolo n°010/2011). A dieta
hiperlipidica promoveu a SM, caracterizada por adoroentral de gordura, hipertenséo
arterial, hiperglicemia e hipertrigliceridemia. Heuaumento nos niveis de AST, bem
como na expressdao de T@E- e porcentagem de fibrose por picrosirius. A
administracao cronica diaria da quercetina em nooelgberimental de SM induzida por
dieta hiperlipidica ndo reduziu a pressao artendlp alterou o perfil nutricional,
metabodlico e histomorfoldgico renal dos animaisgsap de atenuar a expressdao dos
marcadores de fibrose.

Palavras chave: Sindrome metabdlica; Rato Wistagy€gtina; Figado; Rim.



Abstract

Metabolic syndrome (MS) is characterized by inceéas visceral
fat, hypertriglyceridemia and hypertension. Epidaoygical and clinical studies have
confirmed that MS is associated with increased iddgband mortality due to its
association with inflammation and diseases suchbaadiovascular disease , diabetes
mellitus dyslipidemia, chronic kidney disease and hepat&atosis. Based on the
diversity of factors causing or contributing to M ideal pharmacological treatment is
not well defined. Due to quercetin antioxidant, i-amlammatory and vasodilatory
properties, it could be an alternative for treatmehMS comorbidities. This study
aimed to evaluate the effect of quercetin in therliand kidney of rats with MS diet-
induced. Male Wistar rats were divided into threeugs (n = 10): C-standard diet; MS-
high-fat diet and MSQ-high-fat diet + 10mg/kg / da¥ quercetin solution orally
administered in two months old rats. Water and fa@as$ received ad libitum. Body
weight and tail blood pressure was assessed wekktiie end of the experiment, at six
months, tests were performed to evaluate oral gkidolerance. The animals were
anesthetized (xylazine: ketamine and 10mg/kg: 9Rggdp) for direct measurement of
blood pressure. Then, they were exsanguinated atfir@zed by cervical dislocation,
kidney, liver, epididymal and retroperitoneal feftlwere removed and weighed. Serum
glucose, triglycerides, cholesterol , AST, ALT amdsT,; urinary creatinine was
measured; Clearance and morphometry of the areaaunche glomerular hematoxylin-
Cromotrope stain. The presence of renal fibrosis ealuated by picrosirius stain
under polarized light. For immunohistochemical smet were quantified the
expression of pro-fibrotic factor (TGFE) and myofibroblastsas{SMA) makers in
kidney tissue cells. The procedures were approwedCBUA-UFJF (Protocol No.
010/2011). We observed that high fat diet promdisl characterized by central fat
accumulation, hypertension, hyperglycemia and Hhyigérceridemia. In addition an
increase in the levels of AST as well as the exgiesof TGFB1 and percentage of
fibrosis by picrosirius was observed. Chronic dafyministration of quercetin in an
experimental model of SM induced by high fat diet dot reduce blood pressure, did
not affect the nutritional and metabolic and hisbopmological profile of the animals,
despite of attenuate the expression of markeribagdis.

Keywords: Metabolic syndrome; Wistar Rat; Quercdtiner; Kidney.
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1. Introducgéo

A Sindrome Metabodlica (SM) € um transtorno complespacterizado pela
associacao de trés ou mais comorbidades que inaibbesidade central, hipertensao
arterial (HA), intolerancia a glicose, aumento mégeis de triglicérides e reducdo nos
niveis de colesterol HDL e se manifesta por anadadés fisioldégicas e bioquimicas
(-DBSM, 2005). E importante destacar a associagdo SM com as doencas
cardiovasculares (DCV), ja que esta sindrome étpradiessas doencas assim como da
diabetes mellitus (DM) (ISOMAA et. al., 2001; HAFER et al., 1992), aumentando a
mortalidade geral em cerca de 1,5 vezes e a castialar em cerca de 2,5 vezes (I-

DBSM, 2005).

Estima-se que a prevaléncia da sindrome metabddiqgaopulacdo geral é entre
20 a 25%, com comportamento crescente nas Ultigeedds (DUNSTAN et al., 2002)
e tem aumentado na populacao brasileira, sendoerda da obesidade considerado o
principal motivo de preocupacao, pela sua imporg@nomo um dos componentes da

SM (SALAROLI et al., 2007; BARBOSA et al., 2006) .

Nos EUA, a prevaléncia de SM entre adolescentes484 porém nagueles com
sobrepeso o0 risco aumenta para 30-50% (KORSTEN-REEKal., 2008). A
Organizacdo Mundial de Saude calcula que, em todouado, a obesidade e o
sobrepeso contribuem para a morte de 2,8 milhbepedsoas a cada ano por ser

considerada o maior fator de risco para o surgiméatSM (WHO, 2006).

Estudos epidemiologicos e clinicos tém confirmade @ sobrepeso esta
relacionado ao aumento da morbidade e mortalidadevietude de sua frequente

associagdo ao processo inflamatorio, bem comoddogés integrantes da SM, como a
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DCV, particularmente como consequéncia da HA, embddM, dislipidemias, doenca
renal cronica e esteatose hepatica também sejaologiat graves associadas a

sindromgSIMONS et al., 2010).

Sabe-se que a SM é uma doenca multifatorial, port@xige o tratamento dos
diferentes fatores causadores e das comorbidadesiasas, 0 que torna o tratamento
da SM um grande desafio para a ciéncia, exigindsgysas em diferentes areas
(GRUNDY et al., 2004). Os estudos experimentaisdpzem conhecimentos que
podem ser extrapolados, com as devidas restripdes,a melhoria da saide humana.
Por outro lado, a pesquisa de modelos experimeptisite, de forma controlada,
estudar cada uma das variaveis envolvidas na &tmia de uma patologia, 0 que no

caso da SM pode ser de muita importancia (MACHAD@&I.e2012; RIBEIRO, 2009).

Até o momento ndo existe tratamento especifico @é8M, no entanto acredita-
se gque a abordagem terapéutica de seus componpotEsia reduzir o risco
cardiovascular com objetivo de reduzir a morbidadeortalidade cardiovascular bem
como as demais patologias associadas a sindrobBSM, 2005; EZEQUIEL et al.,

2012).

Uma vez que a obesidade induzida por dieta em resdé considerada o
modelo mais proximo de reproduzir a doenca humiBHIRO, 2009), este estudo
visa avaliar a funcdo e morfologia renal e hepagoa ratos Wistar com SM induzida
por dieta hiperlipidica, modelo este ja demonstrafitiente em um trabalho do nosso
grupo, assim como avaliar o efeito benéfico daapigra, devido principalmente a suas
acOes anti-hipertensiva, anti-inflamatorias e amdi@ntes, nas patologias renais e

hepéticas associadas a SM.
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2. Revisao Bibliogréafica

2.1 Caracterizagéo da Sindrome Metabdlica

Sindrome Metabodlica € caracterizada pela associa#otrés ou mais
comorbidades que incluem obesidade central, hipgitearterial, intolerancia a glicose,
aumento nos niveis de triglicérides e reducdo nesde colesterol HDL (SIMONS et
al., 2010; ALEXANDER et al., 2003), além de outcasnorbidades como disturbios da
coagulacdo, hiperuricemia e microalbumindria (TIMARal., 2000; DEFRONZO e
FERRANINNI, 1991). Em conjunto, estes fatores resnl em elevado risco de
desenvolvimento de DCV e lesdo renal, sendo este proporcional ao nimero de

componentes da SM ( LAGUARDIA et al., 2012).

Até o momento, observam-se dificuldades na adoegdoritérios diagndsticos
uniformes para definicdo da SM. De fato, trés atid: Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), National Cholesterol Education Program - hdueatment Panel Ill (NCEP-
ATPIIl) e International Diabetes Federation (IDFusbaram desenvolver critérios

diagndsticos para SM (STEEMBURGO et al., 2007) €lald).

Na Tabela 1 nota-se que, para o critério da OMSséanecessaria a resisténcia
a insulina associada a mais dois outros fatoreBERTI e ZIMMET, 1998). O NCEP-
ATPIII preconiza a presenca de trés dos componesgas priorizar nenhum deles em
especial (NCEP-ATPIII, 2001). Ja para o IDF, tosea-obrigatéria a medida da
circunferéncia abdominal alterada, além de mais dairos fatores (ALBERTI et al.,
2006). Como o NCEP-ATPIIl n&o utiliza a resistén@ainsulina como critério

diagndstico, esse modelo tem sido considerado dke apécabilidade clinica do que o
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da OMS. Por isso, a | Diretriz Brasileira de Diagptd e Tratamento da SM (I DBSM)

recomenda o uso do NCEP- ATPIII.

Tabela 1: Classificacdo da Sindrome Metabdlica

WHO (1998)

NCEP-ATP 11l (2005 revisado)

IDF (2005)

Absolutamente
Necessario

Critério

Obesidade

Hiperglicemia

Dislipidemia

Dislipidemia
critério
secundario

Hipertenséo

Resisténcia insulinica
(ATG, AGJ, DT, RI)

RI ou diabetes, mais 2
anormalidades entre 5

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

ou IMC > 30 Kg/m?

Resisténcia Insulinica
obrigatéria
TG = 150 mg/dL ou
C-HDL:

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

= 140/90 mmHg

No minimo 3 anormalidades
entre 5

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

Glicose de jejum =100 mg/dL
ou tratamento farmacolégico

TG=150mg/dL ou tratamento
farmacologico

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

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

Obesidade central

Obesidade, mais 2
anormalidades entre 4

Requerimento obrigatério

Glicose de jejum = 100
mg/dL

TG = 150 mg/dl ou
tratamento farmacoldgico

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

> 130 mmHg sistélica ou
> 85 mmHg diastdlica ou
tratamento farmacoldgico

Outros critérios Microalbuminuria*

WHO, World Health Organization; NCEP-ATP IINational Cholesterol Education
Program - Adult Treatment Panel 1lI; IDF, International dbietes Federation. ATG,
alteracéo na tolerancia a glicose; AGJ, alteragéglicose de jejum; Dy diabetes tipo
II; RI, resisténcia insulinica; *Excrecao urinamg albumina>20ug/min ou razéo
albumina creatinina30mg/g.

2.2 Sindrome Metabdlica e comorbidades

Como descrito, a SM é definida atualmente por umjurdo de anormalidades
metabolicas e hemodinamicas, frequentemente adsascao individuo obeso (KAHN

et al., 2006 ). Embora a maioria das pessoas oeasadle SM apresente excesso de
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peso, mesmo em individuos ndo obesos pode ocomezrdo da adiposidade corporal,

principalmente na regido abdominal (GOODPASTER.g2805).

2.2.1 Obesidade

Mundialmente, cerca de 1,2 bilhGes de pessoaseajiees sobrepeso, enquanto
475 milhdes sédo obesos (IOTF, 2013). OGDEN e cotalwoes (2006) apontam o
aumento da prevaléncia da obesidade nas ultimaslagcnotando sobrepeso em torno
de 66% dos adultos e obesidade de aproximadame&dte e€8n populacdo norte-
americana. Ja em populacao europeia, entre 35aa®@5 mais de 60% foi classificada
com sobrepeso ou obesa (IOTF, 2013).

Estudos epidemiologicos e clinicos tém confirmade @ sobrepeso esta
relacionado ao aumento da morbidade e mortalidadevieude de sua frequente
associacdo com outras doencas que compdem a Siido dis patologias integrantes
da SM o paciente estaria sob maior risco, como iadtto de desenvolver DCV,
particularmente como consequéncia da HA, embordo dislipidemias, doenca renal
cronica e esteatose hepatica também sejam patwlgggves associadas a sindrome

(SIMONS et al., 2010).

O aumento do percentual de gordura corporal refiteracdes nas funcdes
fisiologicas. A gordura visceral € a principal adniinte para as alteracdes metabdlicas
devido a producao de adipocinas, que séo citogiresentes nos adipdcitos, além disso,
existe uma associacdo direta da obesidade comvmladi simpatica e com a
inflamacé&o. Esse fato desencadeou grande preoaupat@ombater a obesidade, que é
um fator de riscoper se e que de certa forma contribui para a emergéfeiautros

riscos, ampliando assim, a SM (LOPES, 2007).
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2.2.2 Hiperinsulinemia e intolerancia a glicose

A obesidade, um dos fatores presentes na SM, resfaehtemente associada a
resisténcia a insulina (RI), devido principalmeate acimulo de gordura perivisceral
permitindo uma grande oferta de acidos graxosdiae figado e producdo aumentada
de acetil-Coenzima A, que inibe a acdo da insulmanentando a neoglicogénese e
inibindo captacédo de glicose e sua oxidagao naldgesiuscular (GIORGINO et al.,
2005).

O adipécito é capaz de secretar diversas citocowaso a interleucina-6 (IL-6)

e o fator de necrose tumoral alfa (TMFque, por sua vez, interferem na sinalizacao
intracelular da insulina, comprometem a funcao &lidd e o metabolismo pds-prandial
(GIORGINO et al., 2005; YUDKIN et al., 2000 ). Asisténcia a insulina pode ser
causada por deficiéncia no receptor especifico, gorinuicdo na quantidade de
receptores ou por erro durante utilizacdo por pdotereceptores. Como mecanismo de
compensacdao, as ceélulas beta-pancreéticas aumargesducao de insulina, levando a
hiperinsulinemia. A RI piora progressivamente comvalucao da tolerancia normal a

glicose até diabetanellitustipo 2 (FERREIRA et al., 2007).

2.2.3 Processo inflamatoério cronico

O adipdcito também secreta substancias commonocyte chemoattractant
protein-1(MCP-1), que induz a atracdo de macrofagos. Eslatas sdo importantes na
producdo de citocinas, que infiltram o estroma @cido adiposo abdominal,
contribuindo para a exacerbacdo e perpetuacdo doegso inflamatorio crénico
(WEISBERG et al., 2003). A expressao de marcadofesnatérios € mais acentuada

na gordura visceral que na subcutanea, fator essepgrece interferir no impacto
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metabolico da adiposidade intra-abdominal (GIORG@I., 2005; HERMSDORFF e
MONTEIRO, 2004). Dessa forma a adiposidade intdeatinal aumenta a Rl e a
atividade inflamatoria subclinica (YUDKIN et al.0@)). Em um estudo com 40
pacientes obesas centrais que perderam em meédio §#so em 16 semanas, revelou
que a reducdo da circunferéncia da cintura cofoelano-se com a diminuicdo dos
valores da proteina C reativa, que € uma protegrfase aguda marcadora da presenca

de inflamacéo sistémica (RIBEIRO FILHO et al., 2006

2.2.4 Dislipidemia

A dislipidemia mais comum na SM é a hipertriglidernia, hipercolesterolemia
e/ou baixas concentracdes de HDL (SANTOS et aD6R00bservou-se que em 52%
de criancas obesas de oito a 12 anos foi encon@adwento do colesterol total,
comparado com criancas ndo obesas com prevaléacib%. Adolescentes obesos
apresentaram importante aumento de LDL e triglie&ie baixo nivel de HDL
(JOLLIFFE e JANSSEN, 2006). A dislipidemia reprdsemmportante problema no
paciente com diabetemellitus sendo que 87% deles apresentam alguma disfuncéo

lipidica (SANTOS et al., 2006).

2.2.5 Outros Fatores Associados a SM

Diversos horménios possuem papel na regulacédo slo parporal. A leptina,
horménio responsavel pela regulacdo da saciedadéipuwialamo e também da
manutencdo da quantidade de gordura corporal, t@mestudada em relacdo a sua
participacdo na etiologia da SM, sugerindo-se kepetro componente das alteracbes

hormonais da SM, estando sua concentracao elewadeioria dos obesos. Adocao de
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habitos de vida saudaveis, como menos ingestammdieirgs e a pratica de exercicios
fisicos, demonstrou ser capaz de reduzir concdigsaglasmaticas de leptina
(SANTOS et al., 2006; MATOS et al., 2003).

Outras condicdes clinicas também estdo frequentemassociadas a SM,
embora sem participacdo nos critérios diagnéstiEmdgre elas estdo a sindrome de
ovario policistico, acantose nigransnefropatia, hepatopatia gordurosa nao alcodlica,
0s estados pro-tromboticos, pro-inflamatorios e difuncdo endotelial, além da

hiperuricemia e microalbuminuria (I-DBSM, 2005).

2.3 Doenca renal e hepatica como consequéncias idai®me Metabdlica
Conforme exposto acima, a SM esta associada asdveomorbidades, e essas
comorbidades podem evoluir para nefropatias (PALZAY et al., 2010) e doenca

hepética gordurosa néo alcodlica (DHG) (BITENCOURIQ7?).

2.3.1 Alteracdes Renais

No rim, o desenvolvimento inicial de danos a funigimal tem sido associado a
varios disturbios fisiol6gicos e metabdlicos, imatio hipertensdo, dislipidemia que
compdem a SM e a fatores inflamatérios e nutrig(8LEE, 2012).Porém vale
ressaltar que mesmo na auséncia de riscos ass®eadbl, a propria obesidade pode
aumentar significativamente a incidéncia de Dod®emal Cronica (DRC) e acelerar a

sua progressao (HUNLEY et al. 2010, GRIFFIN e2@08).

Estudos demonstram que a principal via que levsuagimento da DRC na SM
€ a HAS, neste contexto a HAS pode ser causadahgetainsulinemia, devido a
ativacdo do sistema nervoso simpatico, do compioreato da vasodilatacéo periférica

e do aumento da resposta da angiotensina, levandamaento da reabsorcéo renal de
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sbédio e de agua e, consequentemente, a sobrecargaluine (COSTA et al., 2010;

ENGELI et al., 2005).

Estudos experimentais e clinicos revelam que gsdaids, especialmente o0s
presentes na gordura visceral, contém todos os ealesy do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, inibidor do ativador dasminogénio, além dos acidos
graxos livres, leptina e adiponectina, que afetdfomedo e estrutura renal. Além disso,
a gordura € infiltrada por macréfagos que podemmpr@r um ambiente proé-
inflamatorio, contribuindo também para alterac@gispatolégicas no rim (HUNLEY et

al., 2010).

DRC é comumente caracterizada pela perda de sdpiteliais diferenciadas e
ativacdo de células mesenquimais levando a fibresal, indicando que microlesdes
epiteliais acarretam comunicagdo desequilibradéelepmesenquimal que inicia a
resposta fibrotica O acumulo de fibroblastos, eswesle colageno, e outros
componentes da matriz extracelular em locais codnida inflamacdo conduzem a

cicatrizagdo do tecido e formacao progressiva sioléecidual (BOTTINGER, 2007).

Os fibroblastos derivam da medula 6ssea e tambégerauda transicéo epitélio
mesenquimal (TEM) e de locais de lesdo celular (KBRI e NEILSON, 2003;
NEILSON, 2005). TEM esta provavelmente envolvidadoanca progressiva fibrotica
do coracao, pulmao, figado e rim (LEE et al., 20@6jibrose € mais do que apenas
uma resposta a leséo tubular, pois desempenha ipgpaitante na perda de néfrons -
as unidades funcionais do rim-, podendo gerar iciéatia renal em decorréncia das

adaptacOes funcionais causadas pela perda criticaedrons (COSTA et al., 2009).
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Portanto para reduzir risco de desenvolvimento B& @ necessario além da
reducdo do sobrepeso tratar as comorbidades netatzie & SM e buscar medicamentos
e nutrientes que tenham potencial efeito anti-kgmsivo, antiinflamatério e

antioxidante (SLEE, 2012).

2.3.2 AlteracOes Hepaticas

As lesdes hepaticas decorrem principalmente peknagem venosa da
adiposidade visceral que chega ao figado via sésfgonta. A gordura carreada para o
orgdo, consequentemente aumenta a concentracditodieas inflamatorias e acidos
graxos que estimulam a gliconeogénese, bloqueadeépwacado hepética de insulina e
causando acumulo de triglicérides no figado e nsculd (STRAUB et al., 2000). Esse
acumulo leva a RI, provocando a dislipidemia (WAEDBERG et al., 2009;SANTOS
et al., 2006), evoluindo para uma Doenca Hepétioed@osa (DHG) ndo alcodlica

(HERNANDEZ e FRIEDMAN, 2011).

THAMER e cols (2004) verificaram que o conteudoidipo intra-hepéatico
estava intimamente associado a sensibilidade dinastsendo que, em individuos
saudaveis, a gordura visceral se mostrou como mcipal fator determinante do
depasito de gordura no figado. Apesar do papetaleda gordura visceral na RI, deve-
se ressaltar a participacdo do tecido adiposo dadosem outros locais. O depdésito
ectopico de adipocitos vem ganhando destaque iopdislogia da RI, principalmente

o tecido adiposo intramuscular (KELLEY et al., 202

A DHG associada a obesidade representa uma formmursode disfuncéo
hepética entre adultos e criancas (HERNANDEZ e ERIEN, 2011; TAKAHASHI e

FUKUSATO, 2010). Ha dois tipos de DHG nao alcodligma que é acompanhada de
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simples esteatose com deposicOes de gordura nagbhips, e outra, a esteatohepatite
nao-alcodlica (EHNA) que além de esteatose est@paohada de uma reacdo necro-
inflamatoria, que pode progredir para fibrose @osg hepatica (TAKAHASHI e

FUKUSATO, 2010).

O figado responde ao excesso de calorias consusiittaizando triglicerideos.
Na maioria das vezes, esses triglicerideos sdortexios pelas lipoproteinas e
armazenados no tecido adiposo. Porém, séo retmdgyado quando sua assimilacao
nos adipocitos periféricos € prejudicada ou quandkranismos de exportacdo de
lipoproteinas tornam-se ineficientes. Agravandeablema, a doenca pode permanecer
assintomatica por décadas em individuos obesos npaitas vezes as aminotranferases
encontram-se em concentragdes normais nos exabwatiariais ou apenas levemente

elevadas. (BITENCOURT et al., 2007).

Pacientes com maior distribuicdo de gordura nadcegbdominal estdo mais
propensos a desenvolver doencgas hepaticas e tisecade para doencgas cardiacas
(MARCHESINI et al., 2001; BRENNER et al., 2000). RBMS e cols (2004)
descreveram que individuos morbidamente obesosagesram fibrose (deposicdo
excessiva de matriz extracelular) portal associzma esteatose hepatica, e que as

injarias hepatocelulares estao relacionadas coes@edulacio da glicemia.

LIEW e cols(2006) demonstraram que alteracdes nos testesndadinepatica
(aumento de AST / ALT) e esteatose, associadoslt@sa@des necro-inflamatorias
estavam fortemente associados com a sindrome rietalbstes achados sugeriram
que a presenca de esteatose relacionada a obesidadeser considerada, mesmo

quando ndo é a principal causa da doenca hepaticgye ambos sdo bem reconhecidos
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como um fator que acelera o desenvolvimento dedie sabe-se que a fibrose leva a

destruicdo da estrutura e diminuicdo da funcaorgacd(ZEISBERG et al., 2007).

2.4 Tratamento

Ha grandes dificuldades na abordagem terapéutmajurta das varias
comorbidades da SM no mesmo individuo. Atualmeéteexiste tratamento especifico
para as comorbidades associadas a SM, no entanéulita-se que o tratamento dos
componentes da SM poderia reduzir o risco cardowas (I-DBSM, 2005). As
primeiras e mais importantes medidas a serem ragusdas visam a intervir no estilo
de vida do paciente. Enfase deve ser dada & perpest, a corre¢do das anormalidades
metabolicas e a atividade fisica regular (NCEP-ATR002; NCEP-ATPIII, 2001).
Idealmente, este tratamento deveria se baseadunga® de peso, contudo, o indice de
sucesso desta medida terapéutica € baixo, o quaendena instituicdo de tratamento

especifico da dislipidemia, da Rl e da HA (EZEQUlal., 2012; VI — DBH, 2010).

Como as medidas ndo farmacolégicas sdo de difigdlementacdo e o
tratamento medicamentoso da SM ainda ndo estanttd estabelecido (I-DBSM,
2005) e tendo em vista que muitos pacientes com nebkssitam de tratamento
medicamentoso integrado (GRUNDY et al., 2004), mdpeado simultaneamente cada
um dos seus componentes (ISRAILI et al., 2007)nédessidade de se pesquisarem
drogas antioxidantes, anti-hipertensivas, antiméldrias, hipoglicemiantes e
hipocolesterolémicas, entre outras para o trataméas comorbidades relacionadas a
SM. Para tanto € necessario o desenvolvimento ddelo® experimentais com a

utilizacdo de animais para a avaliagdo dos possi&enacos.
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Dentre estes modelos experimentais, os que saaidwdupor modificacdes
dietéticas sdo os que melhor reproduzem as alesagtetabodlicas decorrentes do
acumulo de tecido adiposo. Para tanto utilizamasesrWistar com SM induzida por
dieta hiperlipidica, modelo animal que apresentdasulas caracteristicas da sindrome
metabodlica humana, uma vez que estes animais exibbesidade, resisténcia a

insulina, dislipidemia, hiperinsulinemia e hipegén (MACHADO et al., 2012).

2.4.1 Flavonodides

Um dos compostos que vem sendo estudados comioadierterapéutica a SM
sao os flavondides, uma classe de compostos fesddjue diferem entre si pela sua
estrutura quimica e caracteristicas particularesjpceendem um grande grupo de
metabolitos secundarios, ocorrendo amplamente ato t reino vegetal. Frutas,
vegetais, graos, flores, cha e vinho sdo exemm@dsrdes destes compostos (IKIZLER

et al., 2007; NIJVELDT et al., 2001).

Acredita- se no seu potencial por serem antioxeefetivos devido as suas
propriedades sequestrantes de radicais livres eyaar ions metdlicos, protegendo
assim os tecidos dos radicais livres e da pero&mépidica (NIJVELDT et al., 2001).

Dentre os flavonéides mais estudados encontea-geercetina (3, 5, 7,3-4'-
pentahidroxi flavona) (Fig. 2) por ser o princifiavonoide presente na dieta humana
(SAPONARA et al., 2002; IKIZLER et al.,, 2007; ABDERAHEEM et al., 2009).
HERTOG e cols (1993) encontraram altas concentsag@equercetina nos vegetais
como cebola, couve, vagem, brécolis, repolho e tentantre as frutas estudadas, a
maior concentracdo média de quercetina encontradand maca. Foi encontrada

também em bebidas, como a cerveja, café, achodolatanho branco, vinho tinto, suco
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de limdo, suco de tomate e cha preto sendo esteb@abque apresentou maior

concentracdo de quercetina.

Figura 2 - Estrutura basica dos flavonéides. A quercetimsspi substituinte - OH nas
posicdes 3, 5,7, 3, 4.

Fonte BEHLING et al., 2004

Ha relatos do efeito protetor da quercetina sobrsisiemas renal e hepatico, no
tratamento e prevencado de cancer, doencas cardiudaess, inibicdo da agregacao de
trombdcitos, antiinflamatério (BEHLING et al., 200BEHLING et al., 2004;
GUGLIELMONE et al., 2002) e efeito anti-hipertersiFORMICA e REGELSON,
1995). A quercetina é considerada um potente dadtiate devido a suas propriedades
sequestrantes de radicais livres e por quelarnmtalicos (BEHLING et al., 2004) e na
inibicdo do processo de formacdo de radicais livees trés etapas diferentes: na
iniciacdo (pela interacdo com ions superoxido)fonmacdo de radicais hidroxil (por
quelar ions de ferro) e na peroxidacéo lipidicar (@agir com radicais peroxi de
lipideos) (MILTERSTEINER et al., 2003; KANDASWAMItal., 1994; AFANAS'EV
et al., 1989).

Tem sido descrita como modulador da homeostasd#idgpho tecido adiposo e

no figado através da inibi¢cdo de fosfodiesteraBE4JSO, 2006). Um dos mecanismos
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de acao dos polifenois tem sido atribuido a sua agéoxidante resultando na inibicéo
da oxidacdo do LDL, mas outro papel desses compastiui alteracdo da absorcao
hepatica de colesterol em conjunto com a secreeatiglicérides (RIVERA et al.,

2008), dados que podem explicar a melhora no dgrfdico encontrada em estudos

com a quercetina (SEIVA et al., 2012).

Em relacdo a atividade antiinflamatoéria, a queneetaitua modulando células
envolvidas com a inflamacéo (por exemplo, inibired@roliferacdo de linfocitos T),
inibindo a producédo de citocinas pro-inflamatoriger exemplo, TNFx e IL-1),
modulando a atividade das enzimas da via do acabpalonico, tais como fosfolipase
A2, ciclo-oxigenase e lipooxigenase, além de maduiaa enzima formadora de 6xido
nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida (INOSYOREZ-POSADAS et al., 2008; KIM

et al., 2004; MIDDLETON et al., 2000).

7

A mesma propriedade antioxidante descrita antegate é suficiente para
reduzir o risco de morte por doencas e danos caslidNeste sentido, a quercetina
demonstrou diminuir a incidéncia de infarto do raioiio e derrames cerebrais em
pessoas da terceira idade. As populacdes que cens@modutos ricos em quercetina
estatisticamente apresentam menores riscos dedatecardiovasculares (JIN et al.,

2012).

Em estudos experimentais de infarto do miocardidegse observar que a
quercetina melhora a funcédo contrétil do ventricedquerdo e reduz a incidéncia de
transtornos da conducao cardiaca. O processo H#mita area danificada de isquemia
protegendo a ultra-estrutura das artérias coramanalhorando a circulagao coronaria e

prevenindo a formacao de trombos intravasculamso&tro lado, também demonstrou
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efeitos vasodilatadores na aorta isolada de rafestos antitrombdticos (por uma
ligacdo seletiva na parede plaguetaria) e dimiasilesdes de reperfusdo do miocardio.
Devido a inibicdo da peroxidacdo lipidica, a quenee protege o endotélio da
destruicao local por prostaciclina e o fator daxamento derivado do endotélio. (JIN et

al., 2012; FORMICA e REGELSON, 1995).

Devido aos mecanismos acdo da quercetina, ha gematstrando sua acao
protetora na lesdo renal e hepatica. Em ratos titabé¢ a quecetina reduziu o estresse

oxidativo (SANDERS et al., 2001; MAHESH e MENON,Q20.

Quanto a acdo nefroprotetora da quercetina foireade que o pré-tratamento
com quercetina em ratos foi capaz de preservategridade histologica renal com
diminuicdo do dano tubular e inflamacao interstielm modelo de injdria renal aguda
(SHOSKES, 1998), ABDEL-RAHEEM e cols. (2009) refata o efeito protetor da
guercetina contra o dano renal agudo induzido pt&nicina, atribuindo esse efeito
as propriedades antioxidantes ja que a quercatineapaz de normalizar os peroxidos
lipidicos elevados e bloquear completamente a Q&0 lipidica. Estudin vitro
demonstrou que o pré-tratamento com quercetina d&vaumento significativo da

sobrevida celular quando hé faléncia renal indu@dd_ENSTIEL et al., 2003).

Quanto ao efeito hepatoprotetor, LEE et al. (2Gfi8)eriram que a quercetina
possa ser utilizada na prevencédo do desenvolvinggtibrose hepatica. Os autores
demonstraram em ratos que a quercetiegerceu acgdo hepatoprotetora e
antifibrinogénica contra, a dimetilnitrosamina (DMNnibiu a elevacdo dos niveis

séricos da Aspartato Aminotrasferase e Alanina Atnamsferase (AST/ALT) e da
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bilirrubina além de aumentar os niveis de albunsgeca e glutationa hepatica e

diminuir os niveis hepéticos de malondialdeido.

Dado que, estudos experimentais e clinicos tém dsimraalo a eficacia da
quercetina no tratamento das comorbidades asseci@ad8M pareceu interessante
verificar seu efeito sobre o rim e figado de ratdistar com SM induzida através de

dieta hiperlipidica.
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3. Hipdtese

O flavondide gquercetina possui efeito benéficorsab figado e rim de ratos

Wistar com Sindrome Metabdlica induzida por diepeetipidica.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do flavondide quercetina sobréigado e rim de ratos Wistar

com Sindrome Metabdlica induzida por dieta hipétlga.

4.2 Objetivos Especificos

e Comprovar inducéo de Sindrome Metabdlica
* Avaliar no rim:

o Funcéo

o Morfologia e morfometria;

o Fibrose, utilizando o corante picrosirius;

o Presenca de fator pro-fibrético TGF-Betal e TrausiEpitélio
Mesenquimal pela expresséao de miofibroblastemmooth muscle
actin @-SMA), através de Imunohistoquimica.

* Avaliar no figado:

0 Lesdo hepatica por marcadores bioquimicos: alanina

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferg®8T) e

Gama-glutamil TranspeptidaseGT);
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5. Material e métodos

5.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wigattus norvegicug..
Berkenhout, 1769), ao desmame no vigésimo quirao@s animais foram fornecidos
pelo biotério do Centro de Biologia da ReproducadJdiversidade Federal de Juiz de

Fora (CBR/UFJF).

Os animais, na proporc¢ao de trés animais poradmam mantidos em gaiolas
de polipropileno (35,5 X 48,5 cm), forradas com awatha nao esterilizada, dotadas de
cocho para racado do tipo peletizada e local paradmiro com agua filtrada. As gaiolas
foram mantidas em armarios climatizados ALESCEm umidade controlada e
temperatura de 22+2°C, em salas com dispositiva panter a iluminacdo com ciclo

de claro/escuro de 12 horas.

O protocolo experimental seguiu as normas intéonacs preconizadas no
Manual sobre cuidados e usos de animais de labirgtdATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2003) e foi aprovado pelo comité de é#ra experimentacdo animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora em 01 de m@ec8011(Protocolonumero

010/2011).

5.2Procedimento Experimental

Os ratos, apés desmame no vigésimo quinto diaanfordistribuidos
aleatoriamente em grupos, controle (n=10), sindrome¢abdlica (n=10) e sindrome

metabolica - quercetina (n=10).
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No grupo controle (C), os animais foram alimentadgom dieta comercial
Nuvital® (Nuvilab, Colombo-PR, Brasil), considerada normédak (carboidrato 68%,
proteina 19%, lipidios 3,5%, fibras 4,5%, vitamir@sninerais 5%, 370 Kcal/100g)
durante vinte semanas. No grupo sindrome metab@dd) os animais foram
alimentados, pelo mesmo tempo, com dieta hipertipighré-fabricada pela empresa
PragSolucdes (Comércio e Servicos Ltda., Jau-SailBrcontendo: carboidrato 35%,
proteina 19%, lipidios 36,5%, fibras 4,5%, vitansieaminerais 5%, 520 Kcal/100g. No
grupo Sindrome metabdlica/quercetina (SMQ) os asimgeberam a mesma dieta do
grupo SM e, a partir da oitava semana de vida ezaei 10mg/kg/dia de quercetina
(Sigma Aldrick, Germany) por gavagem durante quateses. A dose de quercetina foi
escolhida tomando por base o citado por ROMERQ,2@10; ROGERIO et al., 2007;
LEE et al., 2003. A quercetina utilizada foi adiglar da empresa Sigmaldrich®

Germany, lote 020M1600, e dissolvida em agua aelstil

Tabela 1: Composic¢ao nutricional da dieta hipetlga (g/kg)

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

* Mix Mineral (g/kg mix) contém: 30,59 MgS04.7H20;,8§ NacCl; 105,7g KCl; 200,2g KH2PO4;
38,89 MgCO3.Mg(OH)2.3H20; 40g FeC6H507.5H20; 516@aCO3; 0,8g Kl; 0,9 g NaF; 1,49
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CuS04.5H20; 0,4g MnSO4 e 0,05g CoNO3 . # Mix Vitaiod (g/kg mix) contém: 3g Tiamina
mononitrato; 3g riboflavina; 3,5g piridoxina HCI5d nicotinamida, 8g pantotenato de célcio, 1g acido
félico; 0.1g biotina; 0,005g cianocobalamina; 0, :etomenaphtone, 0,6g acetato de vitamina A, 25g
D-RRR- acetato tocoferol e 10g cloreto de colina.

Um dia apos o término do tratamento, os animaianioeutanasiados pela
exsanguinacdo total por puncdo cardiaca apos ameseguida de deslocamento
cervical. O protocolo anestésico utilizado foi &aasacdo de xilazina na dose de
10mg/kg e quetamina na dose de 90mg/kg, aplicadws v intraperitoneal

(WOLFENSOHN e LLOYD, 1994).

0 4 8 14 24
| | | |
Semanas
Dieta Tratamento de vida

Nascimento Desmame Eutanasia

0 4 10 20

Semanas
de experimento

Figura 1- Desenho experimental

5.3 Caracterizacédo da SM

A caracterizagcdo da sindrome metabdlica foi felagpparametros descritos abaixo

e conforme publicado em trabalho do nosso grupo@MADO et al., 2012)

5.3.1 Aumento do peso corporal

Consideramos o0s animais com sobrepeso quando rerdifede peso entre os

grupos com dieta hiperlipidica (SM e SMQ) foi sfgrativamente maior (p<0.05) em
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relacdo ao grupo controle (C) (NASCIMENTO et abD02, DOURMASHKIN et al.,
2005).

Para o calculo de consumo alimentar (g) e enemgélcal/dia), os animais
foram pesados e alocados individualmente em gamktsbdlicas, com quantidades

fixas de dieta, uma vez por semana, por um peded horas.

5.3.2. Acumulo de gordura abdominal

Ao final do experimento, apds eutanasia por exsangéo, sob anestesia com
quetamina, xilazina (Kénig SA Avellaneda, Argentina), seguida de deslocamento
cervical, foi realizada lipectomia abdominal bilalee obteve-se o peso (g) do tecido
adiposo retroperitoneal (RET), epididimarios (ERitb e esquerdo. Estes parametros

foram utilizados como critério de obesidade visicera

5.3.3. Pressao arterial

5.3.3.1. Método indireto
A pressao arterial sistolica foi determinada em nggréémanalmente, utilizando
o método n&o invasivo da pletismografia de caudeti¢fhégrafo LE5001; Panldb
Barcelona, Espanha). ApoOs pré-condicionamento naGide contencdo, 0s animais
foram pré-aquecidos a 35 +°@ por 5 minutos e foram obtidas dez leituras
consecutivas. A medida individual da pressao aitddi calculada pela média das

leituras obtidas (MACHADO et al., 2010).

5.3.3.2. Método direto.
Os animais foram anestesiados com quetamina (9Kgjng/xilazina (10mg/kg)

(Konig SA®, Avellaneda, Argentina), administrada por viaamuscular.



36

Apos fixacdo do animal em decubito ventral, a &téemoral esquerda foi
localizada e dissecada. Com auxilio de linhas derauo fluxo sanguineo da artéria
femoral foi interrompido na altura de sua extrerdadistal e proximal. Utilizando-se
de tesoura oftalmoldgica, um pequeno corte foiizadb na regido medial da artéria
clampeada, servindo como via para insercéo de tetecale polietileno (PE 10) ligado
a outro (PE 50) (Clay Adams, Parsipanny, NJ, EWd&yidamente heparinizados. Apés
cateterizacao da artéria com a extremidade PEfOr¢@io PESO0 foi transpassada sob a
pele do dorso e exteriorizada na regido cervicglosAa cirurgia, os animais foram
acondicionados em gaiolas individuais mantidas stanées climatizadas, durante 24

horas para recuperacéo.

A canula, extremidade PESO0, foi entdo conectadanaransdutor de pressao
ML865-25T (ADInstruments, Australia), ligado a ummglificador ETH-400 (CB
Sciences, Inc.). Este amplificador, por sua vez¢cdoectado a um conversor analdgico
digital PowerLab/400 (ADInstruments, Austrélia). thansferéncia de dados entre o
conversor e o computador foi feita por intermédicucha placa SCISI, onde o software
Chart for Window$, gerava os registros de Pressdo Arterial Pulg®P) a partir dos
dados enviados pelo conversor analdgico, numa éretia de amostragem de 200 Hz.
Os registros da pressdo arterial sistélica (PA®stdlica (PAD) e da frequéncia

cardiaca (FC) foram derivadogri ling’ da PAP (ADI Instruments, Australia).

5.3.4. Lipideos

Avaliaram-se 0s niveis séricos de triglicéridesoesterol total e colesterol
HDL, vinte semanas apos o inicio das dietas, no embonda eutanasia, apos 8 horas de
jejum, utilizando kits comerciais (Labt&stLagoa Santa, Brasil) em analisador

automatico Labmax progress (Labfedtagoa Santa, Brasil).
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5.3.5. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Em todos os grupos, foi coletado sangue (jejum Her8s) para a dosagem de
glicose no § (Tempo zero). Uma solucdo de glicose a 50% foiiaditnrada por
gavagem, na dose de 2g/Kg de peso. Subsequenteraemistras de sangue foram
coletadas nos tempos T15min), T, (30 min), & (60 min) e T, (120min) e todas as
amostras foram analisadas em glicosimetro (MediSebot®, Chicago, USA). A
area sob a curva foi calculada utilizando-se onsot Origin 3.5 (Microcal Software,
Northhampton, MA).

A glicose sérica foi também dosada no momento danésia, por Kits
comerciais (Labte8t Lagoa Santa, Brasil), em analisador automatiduniax progress

(LabtesP, Lagoa Santa, Brasil).

5.4 Peso dos 6rgaos

Os animais foram submetidos a necropsia e tivenasne figado removidos e

pesados em balanca de precisdo da marca Biopre(@sasil).
5.5 Andlise histomorfolégica

O rim direito e o figado foram fixados em formélaio de Baker para posterior
processamento histoldgico, onde os 6rgaos foramdrdésdos por banhos crescentes de
alcool (70%, 80%, 90%, 100%), diafanizados porlxiéoimpregnados em paraplast
fundido a temperatura de 56°C a 58°C, usando-se kadhos a fim de retirar os
vestigios do diafanizador que prejudicaria a qaakddo bloco bem como a perfeicao

dos cortes (TOLOSA et al., 2003).

Os blocos foram cortados em micrétomo de rotacaravh® (Alemanha)

obtendo-se cortes de cinco microbmetros.
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As laminas de rim foram coradas por Hematoxilin@remotrope para analise

histomorfologica e por Picrosirius para analisentjtetiva de fibrose.

Foram avaliadas por morfometria a area e volumengtolares. A area
glomerular foi quantificada no aumento de 400xe&8eharam-se apenas glomérulos
em que se identificou o poélo vascular no cortedsgta para medicbes de area, para
garantir que os glomérulos medidos fossem secoimsnan planos similareAs
imagens glomerulares foram digitalizadas usandaaswdpio Optico Zeiss Axiophot
HBO50, equipado com camera Axiocam ICc3 (Carl Zeigena, Alemanha). Apés a
digitalizacdo, o tufo glomerular foi identificadaeirea foi calculada em fmtilizando
o software de analise (Optimas 5.1; Optimas Cotmora Seattle, WA). Vinte
glomérulos corticais, em seis animais por grupoarfomedidos em cada animal. O
volume glomerular (VG) foi calculado a partir daartransversal do tufo glomerular
(TG), utilizando a férmula - VG#/k (TG)*? ondep=1,38 coeficiente da esferacel,1
coeficiente de distribuicdo de tamanho (ZHENG gt24l04).

Realizamos analise quantitativa da presenca das&lrenal pela coloragéo pelo
Picrosirius (F3BA CI 35782, Sigma, St. Louis, EUEgssa andlise foi realizada por um
analista experiente que desconhecia a fonte datends porcentagem de tecido
fibroso foi calculado sob luz polarizada no aumeao200x em microscépio Optico
modelo Axiophot HBO50 (Carl Zeiss, Goettingen, Gamny), dotado de camera para
captura modelo Axiocam ICc3 (Carl Zeiss, Goetting&ermany). O microscopio
estava acoplado a um computador dotado de progiancaptura de imagem e sistema
de mensuracdo digital automatica Axiovision Releasgsdo 4.7.2.0 (Carl Zeiss,

Goettingen, Alemanha).
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As areas vermelhas brilhantes sob a luz polarizqde, indicam presenca de
colageno, foram quantificadas utilizando o softwhmageJ 1.43a, 64 bits (National
Institutes of Health, Bethesda, MD; http://rsbwetn.gov/ij) (OLIVEIRA et al., 2012;
SEMEDO et al., 2009). O resultado da analise fpregentado em percentagem, e
refere-se a proporcdo de volume intersticial dégemho no coértex para o total de
volume cortical, e em seguida a media aritmética a@lompos analisados foi calculada
para cada lamina. A percentagem de positividadé@rda corada foi contada em 20
campos consecutivos e ndo sobrepostos de 0,09mmanimal, seis animais por grupo.
Vasos, glomérulos e a medula foram evitados dwaateaquisicdo das imagens

(OLIVEIRA et al., 2012).

5.6 Analise Imunohistoquinica

A gquantificacdo de fator pro fibrético TGH- (1:500; Santa Cruz,USA) e do
marcador de transicdo epitélio mesenquimaMA (1:300; Abcam, Cambrigde, Reino
Unido) foi detectada por métodos imunohistoquimi€srtes (5 um) do rim esquerdo
fixados em formol 4% tamponado foram seccionadognantados em laminas

silanizadas.

As laminas foram desparafinadas em xilol e hidi@aem banhos crescentes de
alcool (70%, 80%, 90% e 100%) e submetidas a To$A pH 9 e a solucdo de
recuperacdo de antigeno a 95°C em banho-mariavifleate da peroxidase endogena
foi blogueada com peroxido de hidrogénio 3%, pasterente os cortes foram
bloqueados com a solucdo Protein Block (Dako, Rlgino Unido). Em seguida, as
laminas foram incubadas com anticorpo primario wureagente de controle negativo,

seguido por incubacdo com o polimero marcador @mvi Dako, Ely, Reino Unido),
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utilizando duas incubacdes sequenciais de 30 nsneio temperatura ambiente. A
visualizacdo do complexo antigeno-anticorpo foamaf@ada pela incubacdo com 3,3 -
diaminobenzidina (DAB) até atingir uma cor acasgalgh A contracoloracao foi

realizada com hematoxilina, @ montadas com lami@uéssina entelan.

A andlise quantitativa, foi realizada em aumentdx2farac-SMA e 400x para
TGF{1, usando o mesmo equipamento utilizado para aisan@istomorfologica
supracitada. Para-SMA, a percentagem da area corada pelo anticoopsiderada
positiva, foi calculada usando um macro automatizgpecialmente desenvolvido para
0 pacote de software ImageJ 1.43a, 64-bit (Natibrstitutes of Health, Bethesda, MD;
http:// rsbweb.nih.gov / ij /) (OLIVEIRA et al., 20;). Os resultados foram
representados em percentagem, referentes a pdesiteri do  marcador
imunohistoquimico. Os pontos de marcacao foramackmst em 20 campos por animal
(n=6/grupo). Os campos foram padronizados em 0,0%npontados de maneira que
ndo se sobrepusessem. Para andlise dos resultoidye-ee a média aritmética dos
pontos dos 20 campos. Vasos, glomérulos e a mddwdan evitados durantes a

aquisicao das imagens (SEMEDO et al., 2009; OLI\NAE&Ral., 2012).

As células TGH1 positivas foram contadas manualmente usando tovezef
ImageJ 1.43a, 64-bit (National Institutes of HealtBethesda, MD; http://
rsbweb.nih.gov / ij /). Os resultados foram repnés@os em numero de células por
campo, referentes a positividade do marcador imstauimico. Os pontos de
marcacdo foram contados em 20 campos por anim&/drupo). Os campos foram
padronizados em 0,09mine contados de maneira que ndo se sobrepusessen. Pa

analise dos resultados obteve-se a média aritmdtisgpontos dos 20 campos. Vasos,



41

glomérulos e a medula foram evitados durantes &sigg§a das imagens (SEMEDO et

al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012).

5.7 Funcgéo renal

No momento da eutanasia, foi coletado sangue (jej@® horas) para dosagem
sérica da creatinina (Cr). A creatinina urinariadosada na urina de 24h colhida em
gaiola metabdlica. Os ensaios foram realizados Kisicomerciais (Labte$t Lagoa
Santa, Brasil), em analisador automatico Labmaxgress (Labte§; Lagoa Santa,
Brasil). O clearance de creatinina (Ccr) foi cadda usando a seguinte equacao: Ccr
(ml/min/kg) = [Cr urinéaria (mg/dL) X volume urin&ri (mL)/Cr sérica (mg/dL)]

[1000/peso corporal (g)] [1/1440 (mirf)jamabe et al., 2007).

5.8 Analise Bioquimica Enzimas Hepaticas

Para avaliar lesdo hepdética, foram feitas analiséscas de Alanina
Aminotransferase (ALT), Aspartato AminotransferagdST) e Gama-glutamil
Transpeptidasey{GT). As analises foram realizadas em aparelhonaético modelo
Labmax Progress, Labt&st{lLagoa Santa, Brasil), com os kits comerciaisbiam da

marca LabteS§t (Lagoa Santa, Brasil).
5.9Analise estatistica

Os resultados séo apresentados como média e gesli@o. A normalidade da
amostra foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-SavrnOs grupos hiperlipidicos
foram comparados pelo teste de variancia ANOVAUieh e teste de Dunnet. O nivel
de significancia assumido foi p<0,05. O program&SHS5.0 foi usado em todas as

analises
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6. Resultados e Discussao

Os resultados geraram apresentacédo de resumbgos @onforme se apresenta

adiante.

6.1 Resumos Apresentados em congresso

6.1.1. Avaliacdo do efeito da guercetina sobre o figadorams
wistar obesos

Apresentacdo de trabalho, na forma de poster, 8imposio Farmacéutico —
Universidade Federal de Juiz de Fora-2011.

TERRA, Marcella Martins; MACHADO, Hussen; GUERRA, akha de
Oliveira; PETERS, Vera Maria.

6.1.2. Inducdo de obesidade em Ratos Wistar através d¢a die
hiperlipidica

Apresentacao de trabalho, na forma de péster, HoCdhgresso Internacional
da Sociedade Brasileira de ciéncia de Animais dmizaorio — SBCAL-2012.

Terra MM, Machado H, Guerra MO, Peters VM

6.1.3. Dissociacdo da resposta antihipertensiva em relacéos
blogueios da angiotensina |l e da aldostera em rwdexperimental de
sindrome metabdlica

Apresentacdo de trabalho, na forma de poster, ndlX>6ngresso Brasileiro de
Nefrologia - 2012.

Machado H, Sanders-Pinheiro H, Terra MM, Guerra M®Paula RBPeters
VR.

6.1.4 Inducdo da sindrome metabdlica em ratos wistar plosta
hiperlipidica como ferramenta para estudos teramist

Apresentacéo de trabalho, na forma de pésterGumgresso AUCYTAL- 2013.

Marcella M. TerraHussen Machado, Martha O. Guerra, Hélady S. Rmhe
Vera M.Peters.
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ApSTRACT
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6.3Resultados Preliminares

Referente as analises bioquimica de lesdo hepaticantra-se na tabela abaixo
(Tabela 3). Esses resultados serdo posteriormem@lementados com os resultados
das analises histomorfolégicas que estdo em andejmesndo feitas por patologista
externo. Bem como se encontra em andamento a redagdm artigo onde apresentara

tais resultados e discussao.

Tabela 3: Niveis de Aspartato Aminotransferase (ASAlanina Aminotransferase
(ALT), e Gama-glutamil Transpeptidase®T) em mg/dL.

Controle (C) Sindrome SM/Quercetina
Metabdlica (SM) (SMQ)
N 10 10 10
AST 94,30 + 18,85 125,00 + 30,36* 107,50+22,83
ALT 52,70 £ 7,30 50,00 £17,12 58,40 £ 30,75
Yy-GT 6,30 +1,76 6,55 = 3,39 5,90 + 2,55

Dados apresentados em média + desvio padrdo; 9p<@, grupo controle (teste de Dunnet).
Os grupos SM e SMQ néo sao diferentes entre si.

Houve aumento significativo nos niveis de AST, dcheompativeis com estudo
de Liew et al. (2006), porém a quercetina naa#épaz de reduzir tal parametro, apesar
de apresentar moderada reducdo. Nos demais pap&@matalisados néo foram

observadas diferencas.
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6.4 Artigo enviado para publicacao

O artigo intitulado AVALIACAO DO EFEITO DA QUERCETINA EM RATOS
WISTAR COM SINDROME METABOLICA " foi submetido ao periédico Clinical
and Experimental Nephrology.

MarcellaéM. Terrd, Hussen MachadpHélady S. Pinheifp Martha O. Guerra Vera
M. Peters.

Centro de Biologia da Reproducgéo — Universidadesfedle Juiz de Fora - Brasil

* Autor para correspondéncia

Marcella Martins Terra — email: marcellaterra@yahoo.com.br

Centro de Biologia da Reproduc¢do/Universidade Federal de Juiz de Fora

Endereco: Rua José Lourenco Kelmer, s/n, Campus Universitario Bairro: Sdo Pedro. CEP: 36036-
900. Telefone: +55 32 21023251

Para: Marcella Terra <marcellaterra@yahoo.com.br=
Enviadas: Segunda-feira, 1 de Julho de 2013 20:52
Assunto: Acknowledgement of Receipt

Dear Mrs. Marcella Terra:
Thank vou for submitting vour manuscript, "Evaluation of the effect of quercetin in Wistar rats with metabolic syndrome”, to Clinical and Experimental

Nephrology.

During the review process, you can keep track of the status of your manuscript by accessing the following web site:

hitp://cen edmer,

With kind regards,

The Editorial Office
Clinical and Experimental Nephrology
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7. Comentéarios Finais

No presente estudo, a administracdo de dietaenchpidios, por um periodo de
20 semanas, induziu obesidade central, hiperteigtiemia, alteracbes glicidicas e

hipertenséo arterial em ratos Wistar, achados ctivgiscom diagndstico da SM.

Outro achado interessante do nosso estudo foesepca de fibrose renal nos
grupos com SM que apresentaram aumento na exp@sS&EeFp1 e Colageno tipo | e
[ll, marcadores de fibrose. Porém a quercetinafaBiocapaz de prevenir o surgimento

de fibrose apesar de causar de uma leve reducduoarcadores avaliados.

Quando avaliamos marcadores bioquimicos de lesfmtioa, observamos
aumento no AST, porém esses dados serdo complaloentpelos estudos

histomorfol4gicos.

A administracdo de quercetina ndo alterou sigrifiamente os perfis
metabolicos e glicidicos dos animais. Alem do ma&y observamos alteracbes na
funcado renal, avaliada pela creatinina e pela @egiar de creatinina, na morfometria

renal e nas proteinas marcadoras da transicadi@pitésenquimab-SMA.
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8. Conclusao

Em conclusdo, Ratos Wistar alimentados com digterlpidica desenvolveram
Sindrome Metabdlica e apresentaram aumento na p&%FEenca de fibrose renal,
verificada através do aumento na expressdo de fUG&-Colageno tipo | e Il por
picrosirius sob luz polarizada, mas as demais @wsalgioquimicas e marcador de TEM

o-SMA nao foram diferentes.

A administrag@o cronica diaria da quercetina nder@l de forma significante o
perfil nutricional, bioguimico e pressoérico dos mais, nem foi capaz de prevenir

significativamente a fibrose renal.
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10. Apéndices
10.1 Apéndice A
Artigo enviado para publicacao.

AVALIACAO DO EFEITO DA QUERCETINA EM RATOS WISTARC OM
SINDROME METABOLICA

10.2 Apéndice B

» Apresentacédo de trabalho, na forma de péster Simposio Farmacéutico —
Universidade Federal de Juiz de Fora-2011.

Avaliacdo do efeito da quercetina sobre o figado datos wistar obesos

TERRA, Marcella Martins; MACHADO, Hussen; GUERRA, aktha de Oliveira;
PETERS, Vera Maria.

Centro de Biologia da Reproducédo — Universidadeefadle Juiz de Fora.

Introducdo: Obesidade é considerada um problema de saudé&aupbis afeta o
funcionamento de coracgéao, rim e figado, nesse altpralo acimulo de gordura levar a
producdo de citocinas inflamatdrias e adipocindmicando em esteatose (Noeman;
Hamooda; Baalash, 2011) e hepatite. A quercetidan@ser Gtil para evitar a esteatose
hepatica, dadas as suas propriedades antioxidardesinflamatérias (Behling et al.,
2004). Este estudo avalia o efeito hepatoprowdoguercetina em ratos Wistar com
obesidade induzida por dieta hiperlipidid4etodos 30 ratos Wistar machos, com 25
dias, foram distribuidos em trés grupos (n=10) peeberam: Grupo A- dieta padrao,
Grupo B- ragéo hiperlipidica e grupo C racao hipatica e 10mg/kg/dia de solucao de
quercetingper osa partir dos dois meses de idade. Agua e rac@mfdornecidasd
libitum. Os ratos foram pesados semanalmente e eutaragad@xsanguinacao sob
anestesia (xilazina (10mg/kg) e quetamina (90mgikmy) aos seis meses. Removeram-
se e pesaram-se figado e gordura retroperitonealrellizada dosagem sérica de
Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotséerase (AST) e Gama-glutamil
Transpeptidasey{GT). Analise estatistica: Os grupos A e B; B eofaim comparados
entre si através do teste t de Student (p< 0.06pr6cedimentos foram aprovados pelo
Comité de FEtica em Experimentacdo Animal-UFJF @Ruaib n°010/2011).
Resultados Os resultados encontrados seguem adiante (erpress meédia tdesvio
padrdo). Peso Corporal (g): G.A (351,25+20,50); GB31,26+41,60); GC
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(419,25+40,81)AXB p<0.05. Peso gordura retroperitoneal (g): &\v{4+1,76); GB
(14,84+3,07); GC (16,08!,23) AXBp<0.05 Peso do figado (g): GA (10,45+0,95); GB
(13,77+1,91); GC (12,63+1,71) AXB p<0.05. AST (U/LBA (94,30+18,85); GB
(126,62+31,40); GC (107,50+22,01) AXB p<0.05. As mdés variaveis nao
apresentaram diferengabBiscussdo A obesidade induzida por dieta em roedores é
considerada o modelo mais préximo de reproduzinenca humana (Ribeiro, 2009) e
foi eficaz em nosso estudo. Liew et al. (2006) rordram que alteracdes nos testes de
lesé@o hepatica (aumento AST/ALT) estavam associealmsa obesidade. O aumento no
peso do figado pode ser indicativo de que a obdsigeovocou depdsito de gordura no
orgao ja que a drenagem venosa da adiposidadealisegue pelo sistema porta até o
figado (Noeman; Hamooda; Baalash, 2011).Neste emprto observou-se aumento do
peso da gordura retroperitoneal. Apesar dos eld¢oBehling et al. (2004) de que a
quercetina reduziria o acumulo hepatico de lipides, presente trabalho nao foi
observado reducdo no peso do 6rgdo ainda que ssuvasmento da gordura
retroperitonealConclusaa A dieta hiperlipica foi eficaz na inducdo de ddede em
ratos Wistar, mas quercetina parece nao reduzeumalo de gordura bem como os
marcadores da leséo hepética.
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* Apresentacédo de trabalho, na forma de péster, HoO¢6hgresso Internacional
da Sociedade Brasileira de ciéncia de Animais dmtadrio — SBCAL-2012.

Inducéo de obesidade em Ratos Wistar através de thehiperlipidica

Terra MM, Machado H, Guerra MO, Peters VM

Introducdo: Obesidade € um dos principais problemas de sadabécg, devido
principalmente a transformacao no estilo de vidiéladtos alimentares; é consequéncia
do desequilibrio entre a energia ingerida e a gaata a manutencdo de processos
vitais. Estudos recentes mostram a elevada ind@éfec obesidade e sua associacao
com fatores de riscos como diabetes mellitus tiho hipertensdo, neoplasias,
dislipidemia, doengas cardiovasculares e renatgrmdeéando o aumento no risco de
mortalidade e cormobidade, tornando-se importanéstodo da obesidade. Apesar de
existirem animais geneticamente modificados patagéo da obesidade, o problema da
obesidade mais preocupante, atualmente, € a quesqoor alimentacdo imprépria.
Dessa forma, é importante obter-se modelo biologias préximo daquele que ocorre
em humanasObijetivo: Verificar se a dieta hiperlipidica é eficaz na igdlo de
obesidade em ratos Wistdviétodos: 20 ratos Wistar machos, com 25 dias, foram
distribuidos em dois grupos (n=10) que receberarap&A- dieta padrdo, Grupo B-
racdo hiperlipidica. Agua e racdo foram fornecidadibitum Os ratos foram pesados
semanalmente e eutanasiados por exsanguinacamestesaa (xilazina (10mg/kg) e
quetamina (90mg/kg), i.p.) aos seis meses. Remawsea e pesaram-se gordura
retroperitoneal e epididimaria esquerda. Analisatissica: Os grupos A e B foram
comparados entre si através do teste t de Stupgend.05). Os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdima&AUFJF (Protocolo
n°010/2011).Resultados e discussadPeso Corporal (g): G.A (351,25+20,50); GB
(431,26+41,60) p<0.05. Peso gordura retroperiton@gl GA (5,44+1,76); GB
(14,84+3,07) p<0.05. Peso gordura epididimaria estpu (g): GA (2,47+0,64); GB
(6,64+1,49) p<0.05. A obesidade induzida por dieta roedores € considerada o
modelo mais préximo de reproduzir a doenca humamanosso estudo observou-se
aumento no peso corporal, peso da gordura rettopedl e epididimaria esquerda,
mostrando que a dieta hiperlipidica utilizada agmésu eficiéncia energética para
desenvolver a obesidade em ratos Wistar.
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» Apresentacao de trabalho, na forma de poésterGumgresso AUCYTAL- 2013.

Inducéo da sindrome metabdlica em ratos wistar podieta hiperlipidica
como ferramenta para estudos terapéuticos

Marcella M. TerraHussen Machado, Martha O. Guerra, Hélady S. Rmhe
Vera M. Peters.

Introducdo: A Sindrome Metabodlica (SM) caracteriza-se por addmcentral
de gordura, hipertensao arterial e hipertriglicemih, sendo seu tratamento dificil pela
diversidade de fatores causadores ou contribuinesmodo que o tratamento
farmacoldégico ideal ndo estd bem definido. A queree por apresentar acdo
antioxidante, antiinflamatéria e vasodilatadora,dgrta ser uma alternativa no
tratamento das comorbidades que compdem a Gbjetivo: Avaliar o efeito da
guercetina na pressédo arterial (PA), dislipidemiacémulo de gordura visceral em
modelo de SM induzida por dieta hiperlipididdétodos: 30 ratos Wistar machos
foram distribuidos, em trés grupos (n=10) que rex@h respectivamente: GA-dieta
padrédo; GB-racao hiperlipidica e GC-racao hipatiga + 10mg/kg/ dia de solucéo de
quercetina, via oral, a partir dos dois meses @edd Receberam agua e racdo ad
libitum. Avaliaram-se, semanalmente, peso corperg@ressao arterial da cauda. Ao
final do experimento, aos seis meses, foram reflzéestes oral de tolerancia a glicose
e perfil lipidico. Os animais foram anestesiadosBaZzina: 10mg/kg e quetamina:
90mg/kg, i.p.) para medida direta da PA. Em seguid@éam exsanguinados e
eutanasiados por deslocamento cervical. Os proesdon foram aprovados pelo
CEUA-UFJF (Protocolo n°010/2011)Resultados: A administracdo de dieta
hiperlipidica desenvolveu SM, caracterizada pormada central de gordura (GA:
351,25+20,5g9; GB: 432,25+41,69), hipertensdo atefGA: 120/80 mmHg; GB:
160/80 mmHg), hiperglicemia (GA: 15885 + 1837 mgM@B: 21449 + 3692 mg/dl) e
hipertrigliceridemia (GA: 28,0 + 4,8mg/dl; GB: 531812,4 mg/dl). A quercetina nao
alterou nenhuma das variaveis analisa@asiclusdo: A administracao crénica diaria
da quercetina em modelo experimental de SM indupioladieta hiperlipidica néao

reduziu a pressao arterial, ndo alterou o perfilicional ou metabdlico dos animais.
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* Apresentacéo de trabalho, na forma de pdster, ndlX>6ngresso Brasileiro de
Nefrologia - 2012.

Dissociacdo da resposta antihipertensiva em relac@aos bloqueios da
angiotensina Il e da aldosterona em modelo experim&l de sindrome
metabdlica

Machado H, Sanders-Pinheiro H, Terra MM, Guerra M®Paula RBPeters VR

Introducédo: A Sindrome Metabdlica (SM) é caracterizada pskoeiacédo de trés ou
mais comorbidades como obesidade central, hipéateagerial (HA), intolerancia a
glicose, aumento nos niveis de triglicérides e ¢gdunos niveis de colesterol HDL. Em
conjunto, estes fatores resultam em elevado riscad@senvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV) e leséo renal. O tratamdat®&M é um desafio, uma vez que
terapias ndo medicamentosas séo de dificil impleméa e o tratamento farmacologico
ideal ndo esta totalmente estabelectdbjetivo: Avaliar o bloqueio do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA) na presséo art@?ia), na funcédo e na morfologia
renais em um modelo experimental de SM induzidadeta hiperlipidicaMétodos:
Ratos Wistar receberam racao hiperlipidica a pdeiquarta semana de vida, por 20
semanas. Os grupos tratados receberam Losartaaspoonolactona a partir da oitava
semana de vida. Avaliou-se semanalmente o peswmrabrp a PA de cauda por
pletismografia. Ao final do experimento foram reatlos teste oral de tolerancia a
glicose, perfil lipidico, clearence de creatinipegteiniria e medida direta da PA. Foi
realizada a analise morfométrica do tecido renakuRados: A administracdo de dieta
hiperlipidica se associou ao desenvolvimento de @&lvgcterizada por aumento do peso
(17,5% na 102. e 22,8% na 282. semanas, respeetit@nacumulo central de gordura,
hipertensédo arterial, hiperglicemia e hipertriglidemia. Nesse modelo ndo foram
observadas alteragcdes da morfometria e funcaoste@abloqueio do receptor AT1 da
angiotensina Il com losartana preveniu o desenv@uio da HT PAS 130,5+7,9 vs
159t10,1 mmHg (p<0,001) e PAD 83,1+4,1, vs 94,3+8,5Hgnp<0,01, medida direta
ao final do experimento)O blogueio mineralocorticoide nédo teve eficacrti-a
hipertensiva, porém se associou a reducdo da gordbdominal (11#2,3 vs
14,8+3,1g, p<0,01).Conclusédo: A dissociacdo da resposta antihipertensiva aos
bloqueios dos receptores da angiotensina Il e @limeorticoide, indica a participacao
da All na génese da HA associada a obesidade. ugdiedda obesidade central com a

Espirolactona sugere a presenca de efeito adipomérineralocorticoide.



11. Anexos

11.1 Protocolo Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimentacfio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 010/2011 — CEEA sobre “AVALIACAO DO EFEITO
DA QUERCETINA SOBRE O RIM E FIGADO DE RATOS WISTAR OBESOS™,
projeto de pesquisa sob a responsabilidade de VERA MARIA PETERS, esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimenta¢io Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF.
em reunifo realizada em 01/03/2011.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 010/2011 - CEEA about “EVALUATING THE EFFECT
OF QUERCETIN ON THE KIDNEY AND LIVER OF OBESE RATS” — VERA
MARIA PETERS - is in agreement with the Ethical Principles in Animal Research
adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved
by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL. COMMITTEE FOR
ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 01/03/2011.

Juiz de Fora, 02 de marco de 2011.

/

Secretario/CEEA

Presidente/CER A
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