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Resumo

Introducdo: As doencgas cardiovasculares sao as principais causas de
mortalidade em todo mundo. Dentre os fatores de risco associados a essas
doencas, esta a hipertensao arterial sistémica (HAS). A HAS é considerada a
principal causa de doenca renal crénica. Somado a isso, 0 aumento da pressao
arterial (PA) em mulheres na pés-menopausa tem sido bem documentado.
Neste sentido, sabe-se também que a disfuncdo autondmica, com aumento da
variabilidade da pressédo arterial (VPA) e a inflamacdo exercem funcoes
importantes na fisiopatologia da HAS e de suas consequéncias em Orgaos-alvo
como os rins. Por outro lado, a terapia farmacologica com Enalapril e o
treinamento fisico tém sido clinicamente recomendados para o controle da PA.
No entanto, a associacdo destes dois tipos de terapias foi muito pouco
estudada, principalmente no que se refere ao impacto sobre o dano renal em
mulheres na pdés-menopausa. Objetivo: Investigar os efeitos do treinamento
fisico combinado (TFC) associado ao tratamento com Enalapril sobre a VPA e
em parametros morfofuncionais e inflamatérios em tecidos renais em um
modelo experimental de hipertensdo arterial e menopausa. Métodos: Foram
utilizadas 32 ratas espontaneamente hipertensas (SHR), sendo distribuidas em
4 grupos (n=8/grupo): Ooforectomizadas sedentarias (OS), ooforectomizadas
sedentarias tratadas com Enalapril (OSE), ooforectomizadas treinadas (OT) e
ooforectomizadas treinadas tratadas com Enalapril (OTE). A ooforectomia foi
realizada no 1° dia do estudo e, ap6s 5 dias de tratamento farmacoldgico e
adaptacdo a esteira e escada de treinamento, o grupo OS prosseguiu com
tratamento placebo durante 8 semanas, enquanto que 0sS demais grupos
prosseguiram com tratamento com anti-hipertensivo (3mg/kg de Enalapril,
diluidos na agua de beber) e/ou TFC (3 dias/semana, 40-60% da capacidade
maxima obtida em teste de esforco em esteira e escada). Ao final das 8
semanas, foi realizado o registro da PA para analise da VPA e andlises de
funcdo e medidores inflamatérios em tecido renal. Resultados: Os grupos
OSE, OT e OTE apresentaram reducdo de PA sistolica (PAS) e PA diastélica
(PAD) em relacdo ao grupo OS, enquanto somente os grupos OT e OTE
apresentaram menor variancia da PAS (VAR-PAS), desvio padréo da PAS (DP-
PAS) e banda de baixa frequéncia da PAS (LF-PAS), além de aumento do
indice Alfa em comparacdo ao grupo OS. A associacdo do TFC e Enalapril
resultaram em potencializacdo dos beneficios no grupo OTE para a VAR-PAS
e o Indice Alfa. Nas avalia¢Bes renais, houve reducéo dos niveis de creatinina
e de IL-6 nos grupos OSE, OT e OTE vs. OS, e somente o grupo OTE
apresentou aumento do clearance de creatinina e os niveis de IL-10. O numero
de glomérulos foi semelhante entre os grupos estudados, mas houve reducéo
de alterag@es tubulo intersticial graves nos OSE, OT e OTE vs. OS, com efeito
benéfico potencializado nos grupos treinados (OT e OTE). Conclusédo: O TFC
associado a terapia medicamentosa com Enalapril atenuou as disfun¢des na
modulacdo autonémica vascular e na sensibilidade barorreflexa, o que
provavelmente estd associado a reducdo da inflamacéo e lesdo em tecido
renal, impactando em melhora da fungé&o renal e reducao da PA em um modelo
experimental de hipertensdo e menopausa.

Palavras-chave: Nefropatia, Hipertensdo arterial, PGs-menopausa, Enalapril,
Treinamento fisico combinado, Inflamacéao.



Abstract

Introduction: Cardiovascular diseases are the main causes of mortality
worldwide. Among the risk factors associated with these diseases, there is
systemic arterial hypertension (HAS). HAS is considered the main cause of
chronic kidney disease. In addition, the increase in blood pressure (BP) in
postmenopausal women has been well documented. In this sense, it is also
known that autonomic dysfunction, with increased blood pressure variability
(VPA) and inflammation play important roles in the pathophysiology of HAS and
its consequences on target organs such as the kidneys. On the other hand,
pharmacological therapy with Enalapril and physical training have been
clinically recommended for BP control. However, the association of these two
types of therapies has been poorly studied, especially with regard to the impact
on kidney damage in postmenopausal women. Objective: To investigate the
effects of combined physical training (TFC) associated with treatment with
Enalapril on VPA and on morphofunctional and inflammatory parameters in
renal tissues in an experimental model of arterial hypertension and menopause.
Methods: 32 spontaneously hypertensive rats (SHR) were used, distributed in 4
groups (n = 8 / group): sedentary oophorectomized (OS), sedentary
oophorectomy treated with Enalapril (OSE), trained oophorectomy (OT) and
trained oophorectomy treated with Enalapril (OTE). The oophorectomy was
performed on the 1st day of the study and, after 5 days of pharmacological
treatment and adaptation to the treadmill and training ladder, the OS group
continued with placebo treatment for 8 weeks, while the other groups continued
with treatment with antihypertensive medication ( 3mg / kg of Enalapril, diluted
in drinking water) and / or TFC (3 days / week, 40-60% of the maximum
capacity obtained in a treadmill and ladder stress test). At the end of 8 weeks,
BP was recorded for VPA analysis and function analysis and inflammatory
meters in renal tissue. Results: The OSE, OT and OTE groups showed a
reduction in systolic BP (SBP) and diastolic BP (DBP) in relation to the OS
group, while only the OT and OTE groups had lower SBP variance (VAR-SBP),
standard deviation of SBP (DP-SBP) and SBP low frequency band (LF-PAS), in
addition to an increase in the Alpha Index compared to the OS group. The
combination of TFC and Enalapril resulted in additional benefits to the OTE
group in VAR-PAS and Alpha Index. In renal assessments, there was a
reduction in creatinine and IL-6 levels in the OSE, OT and OTE vs. OS, and
only the OTE group showed increased creatinine clearance and IL-10 levels.
The number of glomeruli was similar between the groups studied, but there was
a reduction in severe interstitial tubule changes in OSE, OT and OTE vs. OS,
with potentiated benefitial effect in trained groups (OT and OTE). Conclusion:
TFC associated with drug therapy with Enalapril attenuated dysfunctions in
vascular autonomic modulation and baroreflex sensitivity, which is probably
associated with reduced inflammation and damage to renal tissue, impacting on
improving renal function and reducing BP in a model hypertension and
menopause.

Keywords: Nephropathy, High  blood pressure, Postmenopause,
Antihypertensive treatment, Combined physical training, Inflammation.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 Correlacdo entre Doencas Cardiovasculares, Hipertensdo Arterial
Sistémica e Menopausa

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares (DCV’s) s&o as causas numero 1 de mortes em todo 0 mundo
acarretando em aproximadamente 17 milhdes de mortes por ano, 0 que
representa quase um terco do total de mortes por todas as causas (1). Destes
nameros, as complicacdes relacionadas a hipertenséo arterial sistémica (HAS)
correspondem a cada ano por 9,4 milhdes de mortes em todo o mundo (2). A
HAS é responsavel por pelo menos 45% das mortes por doenca cardiaca e
51% das mortes por acidente vascular encefalico (AVE), sendo diagnosticada
em 40% dos adultos com 25 anos ou mais em 2008 (3). No Brasil, a HAS
atinge 32,5% (36 milhdes) de individuos adultos, mais de 60% dos idosos,
contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por DCV'’s (4).

A crescente prevaléncia da HAS é constantemente atribuida ao crescimento e
envelhecimento populacional, além de fatores de risco comportamentais, como
alimentacdo inadequada, alcoolismo, sedentarismo, obesidade e estresse do
cotidiano (5).

Embora o risco cardiovascular aumente progressivamente com o aumento da
idade em ambos 0s sexos, existem evidéncias de que o envelhecimento é um
fator que teria maior influéncia sobre o sexo feminino (6). Em seu estudo,
Everett et al. constatou que mulheres na faixa dos 20 anos de idade sdo menos
propensas a serem hipertensas, com total de 12% da populacdo feminina
estudada contra 27% para os homens (7). Esse achado parece corroborar com
os dados apresentados pela American Heart Association (AHA) entre 2011 e
2014, que apontam que em pessoas jovens a HAS é mais prevalente no sexo
masculino, porém a partir dos 65 anos a prevaléncia no sexo feminino passa a
ser mais alta (8). Neste sentido, considera-se que as alteragcdes hormonais
tenham um papel determinante na inversdo dessa relagdo assim como na
fisiopatologia da HAS em mulheres na pos-menopausa (9).

O aumento da pressdo arterial (PA) observado em mulheres na pos-
menopausa estaria vinculado em algum grau com as mudancas drasticas dos

niveis de horménios sexuais, uma vez descrito que o estrogénio possui efeito
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protetor no sistema cardiovascular, induzindo vasodilatacéo, inibindo processos
de remodelagcdo vascular frente a injuria, e modulando o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) e o sistema simpético (10, 11). Como parte
desses mecanismos, estudos sustentam ainda que a presenca do estrogénio
ocasiona maior ativacdo dos receptores AT2, que por sua vez aumentam a
excrecdo renal de sodio e a liberagdo de citocinas anti-infamatorias (IL-10),
assim como na reducao de liberacao de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-
6 (12, 13). De fato, ja estd documentado em humanos e em experimentacao
animal que o estrogénio atenua a sintese de citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-
6 e TNF-a, contribuindo com o sistema imune na defesa do organismo e no
controle de infeccdes (14). Esses efeitos cardioprotetores ja foram descritos
previamente na literatura em meta-analise onde mulheres que apresentam os
sintomas da menopausa apresentam maior risco para DCV’s, AVE e doencas
coronarianas quando comparadas com mulheres em idade feértil assintoméaticas
(15), assim como mulheres ooforectomizadas abaixo dos 50 anos também
apresentam maior risco de AVE a longo prazo (16, 17). Tais eventos podem
ser, pelo menos parcialmente, explicados pela forte relacdo entre a sindrome
metabdlica e a menopausa (18), o que por si s6 ja significaria uma
predisposicdao para as DCV’s. Todas essas consideragdes nos levam a
ponderar que controlar a PA nessa populagdo € um grande desafio, e entender
0S mecanismos que tornam as mulheres no periodo da pés-menopausa mais

vulneravel as DCV’s pode ser a chave para uma intervengcdo mais apropriada.

1.2 Disfuncdes autonémicas na HAS

Na dultima década, diversos pesquisadores visaram estudar ndo sO as
alteracdes derivadas de altos valores absolutos da PA, mas também os efeitos
de curto a longo prazo do aumento da variabilidade da PA (VPA). A VPA tem
sido considerada como um importante marcador fisiolégico do controle do
sistema nervoso autdnomo (SNA) sobre a regulacdo da PA, principalmente em
pacientes com risco cardiovascular elevado (19). A oscilacdo da VPA esta
ligada ao desenvolvimento de danos a 6rgdos cardiacos, vasculares e renais
(19), sendo constatado que, em pacientes com diabetes do tipo Il, 0 aumento
da VPA é preditivo de nefropatia diabética e aterosclerose, independente dos

valores de pressédo arterial sistélica média (20). Em relacdo ao sistema renal,
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estudos apontam que em pacientes hipertensos sob tratamento
medicamentoso e, portanto, com a PA controlada, a taxa de filtragdo glomerular
€ um preditor da VPA elevada (21), assim como VPA também se mostrou como
um fator de risco independente para a lesdo renal aguda (22).

Os mecanismos envolvidos no aumento da VPA ainda ndo estdo
completamente elucidados na literatura, por se tratar de um fendmeno
complexo de possiveis causas multifatoriais (19, 23). Em um estudo
experimental pregresso observou-se que, apos o procedimento de denervacao
sino-aodrtica (DSA) em ratos, a resposta cronotropica do coracdo frente as
alteracbes agudas e cronicas de PA foi menor (24). Sobre este mesmo
conceito, estudos do nosso grupo de pesquisa apontaram que a disfuncéo dos
pressorreceptores resultam em aumento da PA e da VPA, como no trabalho de
Bernardes et al. (25) na qual foi verificado que o consumo exacerbado de
frutose em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) afetou a sensibilidade
barorreflexa, precedendo e induzindo as referidas alteragbes hemodinamicas e
autondmicas, além de disturbios metabolicos como aumento do estresse
oxidativo e mediadores inflamatérios. Cabe salientar que um predominio de
atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) esta diretamente interligado a
patogénese de uma série de doencas, dentre elas, a HAS (26).

1.3 Disfuncdes renais na HAS

Apesar da alta prevaléncia, é noto6rio que o nimero de casos de DCV’s,
particularmente as agravadas pela HAS, vem caindo ano a ano. Em
contrapartida, a incidéncia de doenca renal crénica (DRC) derivada da HAS
parece ndo acompanhar essa tendéncia (27). A HAS é uma das principais
causas de DRC e a associacdo dessas duas patologias agravam
consideravelmente o risco cardiovascular (28), sendo que a mortalidade por
DCV’s aumentam proporcionalmente perante a gravidade da DRC (29). A
exposicdo cronica a PA elevada predispde a aterosclerose, que por sua vez
pode resultar na hipertensdo renovascular e/ou nefropatia isquémica (30, 31).
O principal efeito deletério associado a primeira seria a continua ativacao do
SRAA, na qual devido a predominancia do SNS ao longo do tempo, ocorre a
diminuicao da perfusao de sangue em resposta a condi¢cdo de vasoconstricdo e

a estenose vascular (28, 31). Cronicamente, a estenose presente nas artérias
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renais induz a nefropatia isquémica (32), com consequente baixa excrecdo de
sédio causando baixo débito renal. Esse mesmo mecanismo também pode
levar pessoas com DRC, até entdo normotensas, a sofrerem com a elevacéo
da PA e até adquirir a HAS (33). E importante frisar que um dos desfechos da
insuficiéncia renal € a uremia, que esta relacionada a diversos processos
degenerativos como a aceleracdo do processo aterosclerético, estresse
oxidativo e inflamacdo local (34). Adicionalmente, existem relatos que o
estrogénio teria capacidade de minimizar os riscos da exposicdo a altas
concentracbes urémicas, como previamente constatado em mulheres
saudaveis na pés-menopausa apos realizarem a terapia de reposicdo hormonal
obtendo uma maior taxa de filtracdo glomerular (35, 36). E pertinente lembrar
gue uma adequada metabolizacdo do farmaco depende de uma funcéo renal
normal, assim como a toxidade inerente a acumulagcédo do farmaco pode levar a
insuficiéncia renal (37). A dosagem de medicamentos em pacientes com DRC
costuma ser uma tarefa dificil, visto que varios parametros farmacocinéticos
sdo afetados negativamente devido alteracbes no metabolismo intestinal,
hepatico e renal (38). Nesse cenario, € observada reducdo das taxas de
excrecdo renal de medicamentos nesses pacientes. Segundo estudos,
independente se o0 medicamento for cuidadosamente dosado com base na taxa
de filtracdo glomerular de cada individuo, reacdes adversas como intoxicacdes

ainda se mostram frequentes (39, 40).

1.4 Tratamento medicamentoso para a HAS

Segundo a recente diretriz para manejo de pressao arterial elevada em adultos
(41), preconiza-se que o tratamento inicial anti-hipertensivo deva incluir um
diurético tiazidico (DT), um bloqueador dos canais de calcio (BCC), um inibidor
da enzima conversora de angiotensina (iIECA) ou um bloqueador dos
receptores da angiotensina (BRA). Contudo, em adultos com DRC acima de 18
anos, existe recomendacédo moderada que os IECA ou BRA sejam adotados
como terapia inicial ou complementar (4, 41), com ressalva a pacientes com
mais de 75 anos onde os DT e BCC podem ser considerados novamente como
uma opc¢ado. Em adultos hipertensos, o Enalapril (farmaco do tipo iECA) é
reconhecido como um dos medicamentos anti-hipertensivos mais eficazes

quando se trata de redugcdo de PA, onde apds meta-analise comparativa, foi
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observado que o Enalapril chega a reduzir a PAS em média de -21,00 mmHg,
com 2 a 3 meses de tratamento (42). Enquanto pesquisas ja associaram o uso
de DT a efeitos cardioprotetores adicionais como reducéo de insuficiéncia
cardiaca, estudos atuais comprovam que 0os DT em baixa dosagem trazem um
melhor desfecho final para pacientes adultos (43), tanto em mortalidade quanto
morbidade, porém maiores estudos podem trazer resultados similares para os
BCC e IECA (44). Em relacao ao risco cardiovascular, o Enalapril promoveu
reducdo do estresse oxidativo no coracdo em experimentos com SHR,
sugerindo assim efeitos protetores aos 6rgados submetidos a hipertensao (45).

Em 2015 houve uma grande mudanca de paradigma no manejo da hipertenséo
arterial quando o Sprint Research Group (46) verificou em 9.361 pacientes que,
agueles que foram medicados de maneira intensiva afim de manter uma PA
sistélica (PAS) inferior a 120 mmHg, apresentaram menos eventos
cardiovasculares fatais e ndo fatais em comparacao a pacientes recebendo o
tratamento padréo para HAS. Porém tal terapéutica resultou em efeitos
colaterais provindos do aumento da dosagem da medicacéo anti-hipertensiva,
como hipotensao, sincopes e insuficiéncia renal aguda, reforcando o conceito
que terapias nao medicamentosas tem um papel importante como

complemento ao tratamento da HAS.

1.5 Treinamento fisico como tratamento complementar para a HAS

Em 1992, a inatividade fisica foi estabelecida pela AHA como um fator de risco
independente para as DCV’s (47), contribuindo assim para maiores estudos
voltados para esse tema. A partir de seus desfechos, os profissionais da saude
foram encorajados a prescrever atividade fisica para a manutencédo da saude
(48). Outro marco importante, jA& em 2004, quando um grande estudo
INTERHEART (49) apontou que fatores de risco modificaveis, dentre eles
figurando o sedentarismo, correspondem a maior parcela de risco para o infarto
agudo do miocardio em todo mundo, sugerindo que abordagens de prevencéo
tem grande potencial de conter esses casos. Atualmente, a Sociedade
Brasileira de Cardiologia recomenda o treinamento fisico aerdbio (TFA) como
forma preferencial de exercicios para prevencao e tratamento para HAS, com
Grau de recomendacédo | e Nivel de evidencia A (4). Contudo, o treinamento

fisico resistido (TFR) também tem sido bastante estudado, sendo eficaz em
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reduzir a PAS e a pressao arterial diastélica (PAD) em pacientes hipertensos e
pré-hipertensos (50). Quando comparadas essas duas modalidades de
treinamento (TFA e TFR), ambas parecem ser igualmente efetivas na reducao
da PA (51), porém ensaios que analisaram o TFR ainda sdo escassos.

A partir de novas pesquisas investigando os efeitos do exercicio na populacéo
hipertensa, hoje é possivel afirmar que o exercicio aerébio ou combinado é
igualmente eficaz em reduzir a PAS quando comparado aos medicamentos
anti-hipertensivos, de acordo com a recente meta-anélise de Naci et al. (52).
Neste mesmo trabalho ainda foi possivel observar que, diferente dos
medicamentos anti-hipertensivos, o tamanho do efeito do exercicio aumenta
proporcionalmente conforme a elevacdo da PAS. Tais circunstancias levaram
outros autores a compreender a razao de outros trabalhos pregressos incluindo
o treinamento fisico ndo terem chegado ao mesmo resultado, visto que muitos
destes estudos normalmente incluem pessoas com pressao normal e/ou pré-
hipertensas (53). Soma-se a isso o fato de existir um grande predominio de
estudos com medicamentos anti-hipertensivos na literatura, muitos
patrocinados pela industria farmacéuticas, onde foi preciso tempo para que
novas pesquisas utilizando exercicios fossem publicadas para contribuir com a
evidéncia (54). Neste cenario o exercicio foi capaz de reduzir a PAS 8,96
mmHg em pessoas adultas hipertensas (52), porém habitualmente essa
populacdo apresenta mais alguma comorbidade decorrente ou relacionada a
HAS, necessitando assim de mais investigacdes inerentes aos efeitos do
exercicio fisico.

Quando observadas mulheres hipertensas na p6s-menopausa, outro foco do
presente projeto, um programa de 12 semanas de treinamento fisico
combinado (TFC) foi suficiente para alcancar melhora das medidas de PA,
rigidez arterial e capacidade funcional (55), assim como em pacientes com
DRC, onde Qiu et al. também constataram melhorias na PA e em outros
parametros como o VO:2 (56). Efetivamente, nosso grupo de pesquisas ja havia
demonstrado os beneficios cardiacos do TFC em um modelo de diabetes e
menopausa (57), onde as ratas treinadas tiveram melhora de funcéo ventricular
esquerda e direita, aléem de reducdo de danos a proteinas e marcadores
inflamatorios em tecidos cardiacos. Em sequéncia, quando inseridas analises

de tecidos renais em um modelo de hipertensdo e menopausa (58), além dos
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beneficios cardiovasculares e hemodinamicos, como reducdo da pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), modulacdo simpética e
inflamacéo cardiaca ja observados, houve também reducéo da lipoperoxidagéo
e aumento da capacidade antioxidante renal. Em 2015, Conti et al. (59)
também utilizou o TFC para diminuir a PAM, FC e modulacdo simpatica, além
de aumentar as defesas antioxidantes em tecido cardiaco e renal, s6 que desta
vez em resposta as alteracdes promovidas pela ooforectomia em conjunto com
a sobrecarga de ingesta de frutose.

O fato é que, combinadas ou ndo, ambas as modalidades de exercicio fisico
apresentam relatos prévios de beneficios na populacdo aqui estudada. Mais
recentemente, Dias et al. (60) observaram em seu modelo experimental com
ratas idosas ooforectomizadas que o TFA foi eficaz em reverter as alteracdes
de PAS e da sensibilidade barorreflexa, assim como diminuir
consideravelmente o estresse oxidativo cardiaco e renal. Sobre o TFR, Shimojo
et al. (61) obtiveram reducédo dos niveis de PA e da ativacdo simpatica em
ratas SHR ooforectomizadas, com reducdo de mediadores inflamatorios em
tecido renal e cardiaco. Trabalhos como esses sugerem que o TFC pode reunir
e agregar beneficios do TFA e TFR, porém maiores estudos sao necessarios
para a averiguacao dessa hipétese. Desta forma, esse projeto foi desenhado a
fim de verificar se o TFC é capaz de otimizar o tratamento farmacol6gico com
maleato de enalapril na reducdo da PA e da VPA, além de atenuar possiveis

prejuizos a funcéo renal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do TFC associado ao tratamento com Enalapril na VPA e

em parametros morfofuncionais e inflamatérios em um modelo experimental de

hipertensao arterial e menopausa.

2.2 Objetivos especificos

Investigar e comparar as adaptacdes induzidas pelo TFC de moderada

intensidade associado ou n&o ao tratamento com inibidor da ECA, Enalapril,

em SHR ooforectomizadas sobre as seguintes variaveis:

Capacidade fisica;

PAS e PAD;

VPA, modulagdo autondmica vascular e sensibilidade barorreflexa;
Funcdo renal: creatinina urinaria e plasmatica (clearance), ureia
plasmética e proteinuria;

Morfologia e morfometria renal,

Mediadores inflamatérios em tecido renal: Fatores de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10);
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3. METODOS

3.1 Delineamento do estudo
Foi realizado um ensaio clinico com experimentacdo animal no laboratério de
fisiologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Sdo Paulo, SP,

com duracao aproximada de 2 anos.

3.2 Casuistica

Foram utilizadas SHR fémeas (n=32) com 3 — 4 meses de vida (100 — 200
gramas), provenientes do Biotério da UNINOVE. Os animais foram alocados (4
animais/caixa) no Biotério do Departamento de Fisiologia da UNIFESP, com luz
controlada em ciclos de 12 horas (claro-escuro, invertido) e temperatura entre
22-24°C. As 32 SHR foram distribuidas em 4 grupos: ooforectomizadas
sedentarias (OS) (n=8), ooforectomizadas sedentérias tratadas com Enalapril
(OSE) (n=8), ooforectomizadas treinadas (OT) (n=8) e ooforectomizadas

treinadas e tratadas com Enalapril (OTE) (n=8).

OOFORECTOMIZADAS SEDENTARIAS

) (0S) N=8
PLACEBO )
) OOFORECTOMIZADAS TREINADAS
(OT) N=8

32 RATAS SHR
OOFORECTOMIZADAS SEDENTARIAS
A + ENALAPRIL (OSE) N=8
ENALAPRIL . )
(3 mg/kg/dia) ( )
) OOFORECTOMIZADAS TREINADAS
+ ENALAPRIL (OTE) N=8

Figura 1. Pareamento entre 0s grupos.

20



3.3.1 Protocolo

Todos os animais foram submetidos a ooforectomia para a inducdo de
menopausa. Os grupos passaram por 5 dias de adaptacdo ao treinamento
fisico (TF) em esteira e escada 7 dias ap0s a ooforectomia. Apos 7 dias, 0s
grupos OS e OT foram tratados com placebo (agua filtrada) durante 5 dias. Os
grupos OSE e OTE, 7 dias ap0s a ooforectomia, passaram por um tratamento
com Enalapril durante 5 dias para estabelecimento de quedas pressoricas
semelhantes. Apoés isso, foram realizadas medidas indiretas de PAS por
pletismografia de cauda, teste de esforco (TE) em esteira e teste de carga
méxima (TCM) em escada. Na sequéncia das avalia¢6es iniciais, 0S grupos
foram tratados com o anti-hipertensivo e/ou submetidos a um programa de TFC
de 8 semanas.

Este protocolo foi autorizado pela CEUA-UNIFESP (n. 7611290618) e emenda

01 em anexo.

Avaliacoes
hemodinamicas e Eutanasia
autondmicas

1¢ dia:
Ooforectomia

. / AN vy

- N - ~

Adaptacao a terapia
com Enalapril e/ou
TFC por 5 dias

Canulagdo ao final
das 8 semanas

Gaiola metabdlica
ao finalde 7
semanas

Inicio do protocolo
de 8 semanas

Figura 2. Linha do tempo do protocolo.

3.3.2 Ooforectomia
A ooforectomia dos animais foi realizada com trés meses de idade. Foi
administrada via subcutanea uma dose analgésica de Meloxicam (1 mg/kg, 30

minutos antes da cirurgia). Doses via intraperitonial de Cetamina (80 mg/kg) e
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Xilazina (12 mg/kg) foram administradas para anestesia. Na cirurgia, o oviduto
foi seccionado e os ovarios removidos (62). Os animais receberam uma dose
intramuscular de penicilina (10000 U/kg). Apos o procedimento, foi
administrada uma dose subcutanea de Meloxicam (1 mg/kg) a cada 24 horas e
de Tramadol (20 mg/kg) de 8/8 horas, por 3 dias, para efeitos analgésicos.
Niveis plasmaticos de estrogénio foram medidos por imunoensaio para

confirmacéo de privagdo do hormonio ovariano.

3.3.3 Avaliacéo da capacidade fisica

Foi realizado o TE em esteira para determinacédo do esfor¢o aerébio maximo.
Apés 5 dias de adaptacdo (10 minutos/sessdo a 0,3 km/h), os animais
realizaram o teste com velocidade inicial de 0,3 km/h e incrementos de mesma
magnitude a cada trés minutos, até a exaustédo. Ao final, foram obtidos o tempo
de teste e a velocidade maxima atingida por cada animal. Ja o TCM foi
realizado em escada adaptada (54 degraus verticais de 0,5 cm de
altura/degrau). Os animais foram adaptados a subida, colocando-os na base
inferior da escada. Nao foram utilizados recursos de recompensa ou
estimulacdo elétrica para execucédo da escalada, porém foram dados incentivos
com toque na base caudal, utilizando as maos, quando necesséario. Na
extremidade superior da escada ha uma caixa (20cm3) para descanso (2
minutos). A adaptacdo prosseguiu até que os animais consigam atingir o topo
da escada por 3 vezes seguidas. Para determinagcdo da carga maxima, admite-
se que o animal deverd realizar seis escaladas, tendo a escalada inicial uma
carga relativa a 75% do peso corporal. Foi adicionado 15% do peso corporal a
cada subida ap6s o descanso, até que o animal ndo consiga prosseguir
carregando o peso (59).

Na 42 semana, todos os grupos de TF foram submetidos a avaliacdo indireta de
PA, TE e TCM para reajuste de intensidade do TFA e TFR.

3.3.4 Tratamento farmacolégico

O medicamento (3 mg/kg de Maleato de Enalapril) foi administrado via oral
(diluido em agua de beber) durante 5 dias (fase de adaptacéo). Na sequéncia,
foi realizada a medida de PAS por pletismografia para checagem dos valores

entre os grupos. Os animais foram tratados durante 8 semanas, com medidas
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de PAS por pletismografia a cada 4 semanas. A escolha pelo Maleato de
Enalaprii como tratamento medicamentoso baseou-se na efetividade
comprovada em reduzir a mortalidade cardiovascular, bem como a PA, com
grande aceite e alto grau de recomendacao na pratica clinica (4). Outro fator
determinante de ponderacdo para selecdo foi a caracteristica de dose
dependéncia do Enalapril permitindo ajuste da dosagem afim de uma queda

pressorica adequada (42).

3.3.5 Treinamento fisico combinado

O TFC foi realizado durante 8 semanas com duracdo e intensidade
progressivas, 3 sessOes/semana, considerando as recomendacdes das
associacoes cientificas para a pratica de exercicios em adultos hipertensos (4).
A elaboracdo do treinamento fisico em ratos foi realizada levando em
consideracdo a experiéncia e os resultados prévios do nosso grupo de
pesquisa com experimentacao animal (58, 63). As sessdes foram iniciadas pelo
TFA em esteira adaptada (~30-40 min) e foram seguidas do TFR dinamico em
escada (~20-30 min, 15-20 escaladas com intervalo de 1 minuto) ambos com
intensidade moderada (40-60% da capacidade maxima obtida no TE ou no
TCM, respectivamente).

3.3.6 Canulacéo

ApGs as 8 semanas de controle, tratamento farmacologico e/ou TFC, os
animais receberam uma dose intraperitoneal de Cetamina (80 mg/kg) e Xilazina
(12 mg/kg) como anestesia e colocados em decubito dorsal para realizacdo de
pequena incisdo proxima ao pesco¢o para implantacdo de uma canula na
artéria carétida em direcao ao VE para registro direto da PA e na veia jugular
para infusdo das drogas. Apdés, as extremidades mais calibrosas das canulas
foram passadas subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regido cervical e
fixadas com fio de algodao na pele (59). As canulas foram confeccionadas com
tubos de Policloreto de Vinila (Abbott) equivalente ao polietileno PE10 e PES0.
Doses subcutdneas de Tramadol (5 mg/kg) e Dipirona (50 mg/kg) foram
administradas para analgesia (8/8 horas).
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3.3.7 Medida da pressao arterial

No dia seguinte a canulacdo com o animal acordado, a cénula arterial foi
conectada a uma extensao de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentacéo
do animal pela caixa. Esta extensdo foi conectada a um transdutor
eletromagnético (Blood Pressure XDCR, Kent© Scientific, Litchfield, CT, EUA)
que estava conectado a um pré-amplificador (Stemtech BPMT-2, Quintron
Instrument© Inc, Milwaukee, EUA). Sinais de PA foram gravados durante 30
minutos em microcomputador equipado com sistema de aquisicdo de dados
(Windaq, 2Kz, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), permitindo anélise dos
pulsos de presséo, batimento-a-batimento, em uma frequéncia de amostragem
de 2000 Hz por canal (62).

3.3.8 Eutanéasia dos animais

A eutandasia ocorreu no dia seguinte ao término da medida de PA. Todos os
animais foram previamente pesados. Com os animais ja canulados, foi aplicada
anestesia endovenosa de Cetamina seguida de decapitacdo. A confirmacao da
ooforectomia foi realizada por meio da verificagdo da atrofia ovariana refletida
pelo peso do utero. Amostras de sangue e tecido renal foram coletadas e
congeladas para avaliacbes posteriores.

3.4 Avaliacbes

3.4.1 Variabilidade da PAS

A VPA foi avaliada por meio da variabilidade da PAS no dominio do tempo
(variancia) e da frequéncia usando a transformada rapida de Fourier. Séries
temporais da PAS foram divididas em segmentos de 350 batimentos com
sobreposicao de 50%. As séries temporais da PAS foram decompostas pelo
método autoregressivo, utilizando o recurso de Levinson-Durbin e o critério de
Akaike para a escolha da ordem do modelo (64). Os componentes oscilatorios
dos espectros foram quantificados em faixas de baixa frequéncia (LF) e alta
frequéncia (HF). A poténcia do espectro foi calculada para cada componente
reconhecivel nas faixas de LF e HF, sendo a poténcia expressa como a
intensidade de LF e HF. Os segmentos que apresentaram oscilagdes muito
lentas (<0,1 Hz), que contribuem para mais de 70% da variabilidade total,

foram considerados n&o estacionarios e descartados. A sensibilidade
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espontanea dos pressorreceptores sera obtida pelo indice a, metodologia que
analisa a correlagao temporal e linear entre o intervalo RR e a variabilidade da
PAS (58).

3.4.2 Funcéo renal

Durante a 72 semana de protocolo, os ratos foram mantidos em Gaiolas
metabdlicas (Nalgene, Ugo Basile, Italia) por 24 horas, onde foram pesados no
inicio e no fim, com livre acesso a agua e comida durante esse periodo. Ambos
foram mensurados, assim como o débito urinario e fecal. A amostra de urina,
em conjunto com a amostra de sangue coletada no momento da eutanasia,
foram ambos armazenados em freezer a -80°C para posterior medicdo das
concentracfes de creatinina e ureia. Os niveis de creatinina no plasma e na
urina foram medidos pelo método de Jaffé. O acumulo de ureia no plasma foi
determinado com o método colorimétrico enzimético utilizando um kit especifico
(Labtest Diagnostics, Lagoa Santa, Brasil). A medicao de proteinas na urina foi
realizada com urina de 24 horas coletada em gaiola metabdlica utilizando o
meétodo de Bradford (65).

3.4.3 Mediadores inflamatorios em tecido renal

As dosagens de interleucinas e TNF alfa foram realizadas em microplacas (96
pocos) sensibilizadas com o anticorpo para a proteina de interesse, aderido
esta a parede dos pocos da placa por um substrato imunoadsorvente. Foi feito
o bloqueio prévio de ligacGes inespecificas e posterior incubagcdo das amostras
experimentais, contendo a proteina (antigeno) a ser dosada. Foi feita a
incubacdo com anticorpo ligado a enzima marcada com peroxidase, e posterior
reacdo com cromdgeno. Na mesma placa, foi realizada a curva-padréo, que foi
usada para o calculo da quantidade de proteina por po¢o. A absorbancia foi
medida em aparelho leitor de ELISA a 450 nm e 550 nm. Foram usados Kkits
especificos para ratos: Rat TNFa, Rat IL-6 e Rat IL-10 (R&D Systems).
Ressalta-se que todas as medidas de curva-padréao, controle de qualidade do

kit e amostras experimentais foram dosados em duplicata.
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3.4.4 Morfometria e morfologia renal

O rim direito de todas as ratas foi coletado e pesado em balanca analitica e, em
seguida, seccionados em corte longitudinal e mergulhados em solucdo de
Bouin (etanol saturado com acido picrico 75%, formaldeido 20% e &cido
acético glaceal 5%), onde permaneceram por 24 horas. Apdés o periodo de
fixacdo, as pecas foram desidratadas em concentracdes crescentes de élcool
etilico, diafanizadas pelo xilol e impregnadas pela parafina liquida em estufa
regulada a temperatura de 56°C, segundo a metodologia preconizada por
Michalany (66). Seccdes histolégicas de 5 um de espessura foram coradas
utilizando a técnica de tricomo de Masson para andlises de morfologia geral,
como dano tecidual e quantificacdo glomerular. A captura de imagens foi
realizada com o auxilio de um sistema computadorizado, constituido de um
microscopio de luz polarizada (Carl Zeiss) adaptado a uma camera de alta
resolucdo conectados a um computador. A area e contagem glomerular foram
determinados por morfometria computadorizada (Nikon, NIS-Elements), com 20
campos sendo analisados em cada lamina (aumento de 20x). A porcentagem
da area com alteracbes morfolégicas no intersticio renal foi estimada com
auxilio do software de andlise de imagens ImageJ (NIH) (67). Na andlise
morfologica tubulo-intersticiais, os campos foram divididos em trés faixas de
alteracdo morfolégica: 0 — 25% (1), 26% - 50% (+1) € 51 — 100% (1+11) do campo

avaliado.

3.5 Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os dados foram
testados quanto a homogeneidade pelo teste de Levene. Foi utilizado o teste
de analise de variancia (ANOVA), seguido do post hoc de Student-Newman-
Keuls. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 AvaliagcOes Metabolicas
N&o houve diferencas entre os grupos nas medidas de peso corporal inicial,

peso corporal final, peso de rim direito e peso de rim esquerdo (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal e renal dos grupos estudados

OS OSE oT OTE

Peso inicial (g) 204+17 208+17 198+7 200+22

Peso final (g) 231+16 238+24 23149 23348

Rim direito (g) 0,68+0,09 0,69+0,06 0,65+0,02 0,65+0,03

Rim esquerdo (g) | 0,67+0,09 0,66+0,06 0,67+0,03 0,66+0,03

Os dados sédo apresentados como média = desvio padrdo. OS: Grupo ooforectomizado
sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado

treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.

4.2. Avaliacdo de capacidade fisica

N&o houve diferenca entre 0os grupos nos resultados iniciais do TE aerdbio e
resistido. Apdés 8 semanas de protocolo, os grupos OT e OTE apresentaram
melhor desempenho em ambos os testes em comparagdo com 0s grupos OS e
OSE, como pode ser visto nos resultados do TE final (Tabela 2). Somado a
esses achados, o grupo OTE ainda foi superior ao grupo OT no TE aerébio e

resistido final (Figuras 3 e 4).
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Tabela 2. Teste de esforco aerdbio e resistido nos grupos estudados

oS OSE oT OTE

TEA i (minutos) | 23,08+1,22 23,22+0,55 21,47+1,28 23,26+1,11
TEA f (minutos) | 23,06+1,22 22,30+1,44  27,43+3,12* 29,56+1,44*#

TER i (% do 77,14+10,35 82,50+16,04 68,57+8,02 71,25+15,53

peso corporal)
TER f (% do 81,43+17,01 87,86+18,22 108,75+15,53* 142,50+17,93*#

peso corporal)

Os dados sédo apresentados como média = desvio padrédo. * p< 0,05 vs. grupo OS e OSE. # p<
0,05 vs. grupo OT. TEA i: Tempo obtido no teste de esforgo aerébio inicial. TEA f: Tempo
obtido no teste de esfor¢o aerdbio final. TER i: Carga maxima obtida no teste de esfor¢o
resistido inicial. TER f: Carga méaxima obtida no teste de esforco resistido final. OS: Grupo
ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo

ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 3. Tempo obtido no teste de esforgo aerdbio final nos grupos estudados. Os dados sao
apresentados como média + desvio padrao. * p< 0,05 vs. grupo OS e OSE. # p=< 0,05 vs. grupo
OT. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario +
Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado +

Enalapril.
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Figura 4. Carga méxima obtida no teste de esforco resistido final nos grupos estudados. Os
dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. * p< 0,05 vs. grupo OS e OSE. # p<
0,05 vs. grupo OT. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado
sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado

treinado + Enalapril.

4.3. Avaliagbes hemodinamicas
Na medida direta da PA apds 8 semanas de protocolo, os grupos OSE, OT e
OTE apresentaram reducdes significativas de PAS e PAD em comparacédo com

0 grupo OS (Tabela 3 e Figura 5).

Tabela 3. Presséao arterial nos grupos estudados

(ON) OSE oT OTE

PAS (mmHg)  206,1+21,1 169,0+7,4* 178,4+18,0* 164,8+14,6*

PAD (mmHg) | 158,1+7,5 130,5+9,3* 130,5+7,5* 121,1+10,3*

Os dados sdo apresentados como média * desvio padrdo. * p< 0,05 vs. grupo OS. PAS:
pressao arterial sistdlica; PAD: pressao arterial diastélica; OS: Grupo ooforectomizado
sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado

treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 5. Pressao arterial sistélica (PAS) nos grupos estudados. Os dados s@o apresentados
como média * desvio padréo. * p< 0,05 vs. grupo OS. OS: Grupo ooforectomizado sedentério.
OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado.

OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.

4.4, Avaliacbes da variabilidade da pressdo arterial sistolica e
sensibilidade barorreflexa

Com relacédo a VPA no dominio do tempo, os grupos OT e OTE apresentaram
redugdes significativa nas medidas de variancia de PAS (VAR-PAS) e desvio
padrao da PAS (DP-PAS) quando comparados ao grupo OS (Tabela 4).
Adicionalmente, o grupo OTE também teve reducéo significante na VAR-PAS
em relacdo ao grupo OSE (Figura 6).

Ja no dominio da frequéncia, os grupos OT e OTE apresentaram menor banda
LF da PAS (low frequency, ondas de baixa frequéncia) em comparacdo ao
grupo OS (Figura 7).

A sensibilidade barorreflexa espontanea (indice alfa) evidenciou que o grupo
OT e OTE apresentaram aumento em comparacédo ao grupo OS, enquanto o
grupo OTE ainda apresentou aumento em relagdo aos grupos OSE e OT
(Tabela 4, Figura 8).
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Tabela 4. Variabilidade da pressao arterial sistélica e sensibilidade barorreflexa

nos grupos estudados

OS OSE oT OTE

DP-PAS (mmHg) 7,20%0,96 6,82+0,87 5,90+1,37* 5,87+0,58*
VAR-PAS (mmHg?) | 52,39+11,46 47,81+10,48 36,14+15,52* 32,90+6,40*#
LF-PAS (mmHg?) 13,41+3,44 11,40+4,47  7,43%+2,38* 7,39+3,16*

indice Alfa 0,40+0,07 0,57+0,20 0,76+£0,20*  1,02+0,40*#8
(ms/mmHg)

Os dados sdo apresentados como média + desvio padréo. * p< 0,05 vs. grupo OS. # p< 0,05
vs. grupo OSE. 8 p=< 0,05 vs. grupo OT. DP-PAS: desvio padrdo da presséo arterial sistélica
(PAS); VAP-PAS: variancia da PAS; LF- PAS: banda de baixa frequéncia da PAS; OS: Grupo
ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo

ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 6. Variancia da pressédo arterial sistdlica dos grupos estudados. Os dados sédo
apresentados como média * desvio padrao. * p< 0,05 vs. grupo OS. # p=< 0,05 vs. grupo OSE.
OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril.

OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 7. Banda de baixa frequéncia da pressado arterial sistélica (LF-PAS) dos grupos
estudados. Os dados s&o apresentados como média + desvio padrado. * p< 0,05 vs. grupo OS.
OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril.

OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 8. Sensibilidade barorreflexa espontanea (indice alfa) nos grupos estudados. Os dados
sdo apresentados como média + desvio padréo. * p< 0,05 vs. grupo OS. # p< 0,05 vs. grupo
OSE. 8 p< 0,05 vs. grupo OT. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo

ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo
ooforectomizado treinado + Enalapril.
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4.5. AvaliacOes da funcéo renal
Em relacdo aos dados obtidos em Gaiola metabdlica (Tabela 5), ndo foram
observadas diferencas estatisticas no consumo de &agua, débito urinério,

consumo de ragao e producao de fezes entre os grupos estudados.

Tabela 5. Consumo de agua e racao, volume de urina e fezes de 24 horas nos

grupos estudados

oS OSE OT OTE

Agua (ml) | 33+10 34+13 32+6 34+4
Urina (ml) | 23x6 259 20+6 26%5
Racgédo (g) | 11+3 14+3 13+4 1443

Fezes (g) | 6%2 612 713 6%l

Consumo de agual/racdo e débito de urina/fezes em 24 horas na gaiola metabdlica. Os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo. OS: Grupo ooforectomizado sedentério. OSE:
Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE:

Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.

N&o foi observada diferenca entre 0s grupos na concentracdo de ureia
plasmatica (Tabela 6).

Na concentracdo plasmatica de creatinina, os grupos OSE, OT e OTE
apresentaram niveis reduzidos quando comparados ao grupo OS (Figura 9).
N&o houve diferenca na creatinina na urina em 24 horas entre 0S grupos
estudados, assim como ndo houve diferenca na medida de proteindria (Tabela
6). Em relacdo a depuracao de creatinina, o grupo OTE apresentou aumento

neste parametro em relagéo ao grupo OS (Figura 10).
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Tabela 6. Funcao renal nos grupos estudados

OS OSE oT OTE
Ureia (mg/dL) 33,79+5,87 34,95+7,14 32,34+10,19 28,13+5,97
Creatinina (mg/dL) 0,49+0,06 0,31+0,07* 0,36+0,05*  0,30+0,04*

Excrecdo de Creatinina | 9,74+2,64 8,81+2,99 10,86%+1,66 10,52+2,05

(mg/24h)
Clearance creatinina 6,05+1,20 7,70+2,39 8,54+2,53 10,25+2,66*
(ml/min)
Proteinaria (mg/24h) 22,9+4,3 19,145,1 18,0£3,3 18,243,2

Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo. * p< 0,05 vs. grupo OS. Clearance:
Depuracdo de creatinina. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo
ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo

ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 9. Creatinina plasmatica nos grupos estudados. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrao. * p< 0,05 vs. grupo OS. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE:
Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE:

Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 10. Clearance de creatinina nos grupos estudados. Os dados sao apresentados como
meédia + desvio padrao. * p< 0,05 vs. grupo OS. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE:
Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE:

Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.

4.6. Avaliagc6es de mediadores inflamatorios em tecido renal

Nas analises de mediadores inflamatdrios, ndo foram encontradas diferencas
no TNF-a entre os grupos estudados. Ja nas medidas de IL-6, os grupos OSE,
OT e OTE apresentaram redugdo em comparacao ao grupo OS, enquanto os
grupos OT e OTE apresentaram reducao adicional quando comparados ao
grupo OSE. Nas avaliacbes de IL-10, o grupo OTE apresentou valores
estatisticamente maiores em comparacdo aos grupos OSE e OT (Tabela 7,
Figuras 11 e 12).
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Tabela 7. Avaliacbes de mediadores inflamatérios em tecido renal nos grupos

estudados.

oS OSE oT OTE
TNF-a (pg/mg) 92,1+13,9 81,9+16,7 88,1+13,0 97,5+13,8
IL-6 (pg/mg) 311,1+429,4 270,5+26,0* 216,4+25,0*# 238,3+28,0*#
IL-10 (pg/mg) 88,0+5,4 80,6+7,6 76,9+8,6 97,2+21,0#8

Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo. * p< 0,05 vs. grupo OS. # p< 0,05
vs. grupo OSE. 8 p< 0,05 vs. grupo OT. TNF-a: Fator de necrose tumoral a. IL-6: Interleucina 6.
IL-10: Interleucina 10. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado
sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado

treinado + Enalapril.
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Figura 11. Niveis de IL-6 em tecido renal nos grupos estudados. Os dados sdo apresentados
como média + desvio padrdo. * p< 0,05 vs. grupo OS. # p< 0,05 vs. grupo OSE. IL-6:
Interleucina 6. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado
sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado

treinado + Enalapril.
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Figura 12. Niveis de IL-10 em tecido renal nos grupos estudados. Os dados séo apresentados
como média * desvio padrdo. * p< 0,05 vs. grupo OS. # p< 0,05 vs. grupo OSE. 8 p< 0,05 vs.
grupo OT. IL-10: Interleucina 10. OS: Grupo ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo

ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado treinado. OTE: Grupo
ooforectomizado treinado + Enalapril.

4.6. AvaliacGes de morfometria e morfologia renal

N&o foram encontradas diferencas entre 0os grupos no que se refere a
quantificagdo glomerular (Figura 13).

Ja na analise morfoldgica tubulo-intersticiais, os campos foram divididos em
trés faixas de alteracdes morfologicas: 0 — 25% (1), 26% - 50% (1) e 51 —
100% (t+tt) do campo avaliado. A Figura 14 traz um corte histolégico de tecido
renal em uma rata controle Wistar, na qual se observa a integridade de
glomérulos e tubulos. A Figura 15 apresenta um campo de corte histolégico de
tecido renal dos grupos OS, OSE, OT e OTE, evidenciando o maior nimero de
alteracdes tubulo intersticiais no grupo OS em relagdo aos grupos tratados.
Apébs andlise ficou evidenciado que os grupos OSE, OT e OTE apresentaram
menor numero de campos com area de alteragdo tabulo intersticial entre 51 —
100% (ttt) em relacédo ao grupo OS. Adicionalmente, o grupo OT apresentou
menor numero campos com area de alteragdo tubulo intersticial entre 51 —
100% (+11) em comparacédo aos grupos OSE e OTE, enquanto o grupo OTE

apresentou menos campos com area de alteragdo tubulo intersticial entre 51 —
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100% (+11) quando comparado ao grupo OSE. Nao foram observadas
diferencas entre os grupos na avaliacdo de campos com éarea de alteracdo
tubulo intersticial entre 26% - 50% (+t). Ja nos campos com area de alteracao
tdbulo intersticial entre 0 — 25% (1), os grupos OSE, OT e OTE obtiveram maior
namero de campos em comparacao ao grupo OS. Adicionalmente, o grupo OT
teve reducdo adicional nos campos com area de alteragcdo tubulo intersticial
entre 0 — 25% (1) quando comparado ao grupo OSE (Figura 16).
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Figura 13. Quantificacdo dos glomérulos renais em laminas coradas com tricomo de Masson
nos grupos estudados. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. OS: Grupo
ooforectomizado sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo

ooforectomizado treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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Figura 14. Corte histolégico renal de rata Wistar normotensa (inserido para controle) corado
com tricomo de Masson com aumento de lente objetiva de 20x. * Glomérulo normal; T Tubulo

normal.
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Figura 15. Cortes histologicos renais dos grupos estudados corados com tricomo de Masson
com aumento de lente objetiva de 20x. A: Grupo OS. B: Grupo OSE. C: Grupo OT. D: Grupo

OTE. Glomérulo; t Atrofia tubular; ¥ Lesdo tubular intensa. Deposicdo de colageno

representada pela coloracédo azul.
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Figura 16. AlteragBes tubulo intersticial em tecido renal em porcentagem nos grupos
estudados. Analise de 40 campos nos grupos OS, OSE e OT e 60 campos no grupo OTE. Os
dados s#o apresentados como média + desvio padréo. Area total de cada campo: 1089834.721
pm. Grau de alteracdo morfologica: + 0-25%; 11 26-50%; 11t 51-100%. * p< 0,05 vs. grupo
OS. # p< 0,05 vs. grupo OSE. 8 p< 0,05 vs. grupo OTE. OS: Grupo ooforectomizado
sedentario. OSE: Grupo ooforectomizado sedentario + Enalapril. OT: Grupo ooforectomizado
treinado. OTE: Grupo ooforectomizado treinado + Enalapril.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do TFC associado ao
tratamento com Enalapril sobre a PA, VPA e em parametros morfofuncionais e
inflamatorios renais em modelo experimental de hipertensdo arterial e
menopausa. Apesar de ja existirem pesquisas que abordaram a relacao entre
hipertensdo arterial e menopausa, poucos avaliaram a associagdo do
treinamento fisico com a terapia medicamentosa, assim como os efeitos
subsequentes nas alteracdes renais. Da mesma forma, os beneficios do TFA e
TFR sobre o sistema cardiovascular estd amplamente disseminado na
literatura, porém poucos estudos realizaram a combinacdo dessas duas
modalidades.

Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferenca entre os grupos
estudados nas medidas de peso corporal e renal (Tabela 1).
Interessantemente, Shimojo et al. (58) observaram reducdo do peso corporal
em ratas ooforectomizadas hipertensas apds 8 semanas de TFC realizado 5
vezes por semana, sugerindo que um maior volume de treinamento fisico (5
vezes por semana vs. 3 vezes por semana usado no presente protocolo)
possam ter maior impacto no manejo do ganho de peso associado a privagao
dos horménios ovarianos. No entanto, é importante destacar que nossos
achados sugerem que a reducdo da PA induzida pelas terapias aplicada no
presente estudo (TFC e/ou Enalapril) estejam relacionadas a outros
mecanismos que néo a reducao do peso corporal.

Nas avalicbes fisicas, realizadas por meio dos testes de esforco aerdbio e
resistido, ndo foram observadas diferencas nas avaliacdes iniciais. Esses
dados demonstram a condicdo de igualdade entre 0s grupos no comeco de
nosso protocolo. Apés as 8 semanas de TFC, como esperado, 0S grupos
treinados (OT e OTE) obtiveram um desempenho estatisticamente superior nos
testes finais (TE aerobio e resistido) em comparacdo aos grupos sedentérios
(OS e OSE), comprovando assim adequado ajuste de carga e intensidade de
treinamento (Figuras 3 e 4). Adicionalmente, o grupo OTE ainda obteve melhor
desempenho em relacdo ao grupo OT em ambos os testes finais (Tabelal),
sugerindo que a associacdo entre 0 medicamento e o treinamento fisico

promoveram melhores condicbes para o ganho de performance. Tais

42



resultados, se clinicamente comprovados, podem impactar nas atividades de
vida diaria e na qualidade de vida de mulheres hipertensas menopausadas.

Em relacdo as avaliacdes de PA, o grupo OS obteve os valores elevados de
PAS e PAD (Tabela 3), o que ja era esperado devido a associacdo entre a
hipertenséo arterial ndo tratada e a ooforectomia. Estudos anteriores de nosso
grupo ja haviam demonstrado que a ooforectomia induz elevagéo adicional da
PA em SHR (58, 59). Nos grupos OSE, OT e OTE foram observadas reducdes
significantes de PAS e PAD em comparac¢ao com o grupo OS. Sendo assim, o
TFC sozinho (grupo OT) foi capaz de obter menores médias de PA em
comparacao com o grupo OS, resultando em redugcdo média de 27,7 mmHg na
PAS e 27,8 mmHg na PAD. De forma semelhante, nosso grupo ja havia
demonstrado previamente no estudo de Dias et al. (60) que o TFA tinha sido
capaz de atenuar o aumento de PA apds a ooforectomia em ratas idosas
normotensas. No presente trabalho, associamos entdo o TFA ao TFR, outro
tipo de treinamento no qual também ja evidenciamos efetividade em diminuir a
PA em ratas SHR ooforectomizadas (61). Os resultados do presente estudo
estdo de acordo com os dados obtidos por Shimojo el al. (58) que também
obteve reducbes de PA em um modelo de hipertensdo de menopausa utilizado
o TFC isoladamente. Ressalta-se que com 2 sessfes de treinamento a menos
por semana no presente estudo, o0 aumento da capacidade fisica e reducéo de
PA se confirmaram em ratas hipertensas ooforectomizadas. Quanto a
associacao entre 0 medicamento Enalapril e o treinamento fisico (Grupo OTE),
0s resultados da anadlise estatistica ndo evidenciaram reducédo adicional de
PAS ou PAD do grupo OTE em relagdo aos grupos OT e OSE. No entanto,
vale destacar que a PAD, por exemplo, foi em média 9 mmHg mais baixa no
grupo OTE em relagdo aos grupos OT e OSE, o que pode ter um impacto
importante em desfechos se comprovado clinicamente. Quando recorremos a
literatura, Cornelissen et al. (51) em sua meta-andlise investigou os efeitos das
diferentes modalidades de treinamento fisico em adultos hipertensos, e
identificaram que apesar do TFC diminuir a PAS, ainda ndo existiam evidéncias
do mesmo efeito sobre a PAD. Entretanto, em nossa experimentagédo animal foi
possivel verificar que o TFC reduziu ambos os valores médios de PAS e PAD.
Ja nas avaliagcbes da VPA, o medicamento Enalapril isoladamente ndo se

mostrou uma terapia eficaz em atenuar as alteragcdes nas medidas de DP-PAS
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e VAR-PAS, na qual somente os grupos OT e OTE obtiveram reducdes
significantes em comparacédo ao grupo OS (Figura 6). O grupo OTE também foi
diferente estatisticamente do grupo OSE para a VAR-PAS, sinalizando que a
associacdo das terapias teve influéncia positiva ha modulacdo autondémica
vascular. No dominio da frequéncia da PAS, novamente os grupos OT e OTE
apresentaram diferenca estatistica em comparacdo ao grupo OS, observando-
se médias menores de LF-PAS (Figura 7). Sobre esses dados, nosso grupo ja
havia documentado que o aumento da PA em decorréncia da ooforectomia era
acompanhado de um grande aumento da modulacdo simpatica vascular (68).
Nesse referido trabalho, ao comparar o TFA e TFR em SHR ooforectomizadas,
ambas modalidades de treinamento reduziram a PA e melhoraram a
sensibilidade barorreflexa e balanco simpato-vagal cardiaco, porém mesmo
com a atenuacado do predominio simpatico, ndo foram encontradas diferencas
na LF-PAS. De fato, espera-se que uma menor atividade do sistema nervoso
simpético sobre os vasos sanguineos reflita em reducdo de PA e vice-versa.
Outro ponto importante é o fato de ndo temos observado alteracdes na VPA no
grupo OSE, sugerindo que a reducdo da PA nesse grupo esteja associada a
outros mecanismos reguladores da PA como a inibicdo do SRAA pelo uso do
Enalapril.

Nas avaliacbes da sensibilidade barorreflexa, o grupo OTE teve aumento
expressivo em relacdo aos grupos OS, OSE e OT no indice alfa, representativo
da sensibilidade barorreflexa espontanea (Figura 8). O grupo OT também
apresentou maior indice alfa em comparacédo ao grupo OS. Neste sentido, vale
lembrar que a sensibilidade barorreflexa € um importante preditor de
mortalidade, sendo que existem evidencias que apontam que a disfuncao
barorreflexa na HAS tende a preceder outras alteragbes importantes como
aumento da inflamacéo e danos a 6rgaos alvos, como os rins (25). Comumente
diminuida devido os maleficios da HAS, tanto em humanos quanto em ratos
(69), estudos do nosso grupo mostraram que o TFA, TFR e TFC atenuam essa
disfungéo em situacées de HAS e menopausa em ratos (58, 68). Contudo, os
achados de Palma et al. (68) sugeriram em sua pesquisa o TFA tem efeitos
adicionais ao TFR em atenuar a diminuicdo da sensibilidade barorreflexa nas

condi¢des acima.
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Nossas descobertas até esse ponto nos permitem concluir que, embora a
terapia com Enalapril tenha apresentado resultados hemodinamicos
satisfatérios na reducdo da PA, somente o TFC conseguiu atenuar
isoladamente as disfun¢cdes autondmicas associadas ao modelo de hipertensao
arterial e menopausa, com melhora em todos os parametros analisados (VAR-
PAS, DP-PAS, LF-PAS e indice alfa). Entretanto, a combinacdo do Enalapril
com o TFC (grupo OTE) potencializou seus os efeitos protetores, como o0
observado nas medidas de VAR-PAS e indice alfa (Tabela 4). Tal fendmeno
referente ao Enalapril ja foi descrito anteriormente na literatura, quando Maida
et al. (70) so identificaram aumento da sensibilidade barorreflexa e diminuicéo
da LF-PAS em SHR quando associaram o Enalapril com um programa de
treinamento de natacdo de 10 semanas. Na ocasido 0s autores hipotetizaram
gue o TFA poderia atenuar a atividade da enzima conversora de angiotensina,
diminuindo assim a angiotensina 2 e otimizando a acdo do Enalapril, um
medicamento do tipo iEca. Nossos resultados sugerem que a associacdo das
terapias va além do melhor balanco no SRAA, e incluam também melhora da
VPA e do barorreflexo.

Os resultados referentes a gaiola metabdlica ndo evidenciaram diferengas no
débito urinario, fezes e no consumo de racdo e agua (Tabela 5). Como em
nosso protocolo de terapia medicamentosa a ingesta do medicamento foi
realizada através da diluicdo na bebida, é importante salientar os resultados de
consumo de agua similar entre os grupos, evidenciam que nao houve alteracao
de consumo em virtude de sabor e/ou concentracdo do medicamento. Na
pratica, a terapia farmacologica isolada com Enalapril (Grupo OSE) se mostrou
satisfatoria, conseguindo reduzir a PAS em 37,1 mmHg em média quando
comparado ao grupo OS (Tabela 3), assim como também reduziu a PAD em
27,6 mmHg em comparacéo ao controle (Grupo OS).

Nos parametros funcionais renais, ndo houve diferencas entre 0s grupos nos
niveis de ureia no sangue, assim como também ndo foram encontradas
diferencas nos niveis de proteinas presentes na urina e na excrecao de
creatinina em 24 horas (Tabela 6). Interessantemente, os niveis de creatinina
plasmaticos estavam diminuidos nos grupos OSE, OT e OTE em comparacao
ao grupo OS (Figura 9). Além disto, nas avalia¢cdes do clearance de creatinina

0 grupo OTE apresentou uma melhor depuragcdo quando comparado ao grupo
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OS (Figura 10). Clinicamente, tanto o exercicio fisico aerébio como resistido
apresentam beneficios em pacientes com insuficiéncia renal crénica, como
diminuicdo da PA, aumento da tolerancia a atividade fisica e diminui¢cdo de dor,
promovendo assim o aumento da qualidade de vida (56, 71). Contudo, a
existéncia de influéncia direta do TF em parametros renais como niveis
creatinina e ureia ainda ndo foi esclarecida. Em duas meta-analises
investigando os efeitos do TF em adultos com DRC, apesar dos ganhos
supracitados, ndo houve alteracdo nos niveis séricos de creatinina (56, 71). Em
experimentacdo animal, um estudo com um programa de TFA de 4 semanas
teve como desfecho a reducdo desse parametro, além de reducdo da
proteintria em ratos Wistar, onde foi realizada a clipagem da artéria renal
direita para simular a insuficiéncia renal aguda (72). Ja em outro estudo, um
programa de TFA de 12 semanas e intensidade moderada conseguiu diminuir
0s niveis de PA, creatinina e ureia em SHR, atenuando a disfuncéo renal (73).
Nas analises do perfil inflamatorio em tecidos renais, ndo houve diferencas nos
niveis proteicos relacionados ao TNF-a em tecido renal. Contudo, 0s grupos
OSE, OT e OTE obtiveram reducfes nas medidas de IL-6 em relagdo ao grupo
OS (Tabela 7). Adicionalmente, os grupos OT e OTE tiveram reducéo adicional
nesse mesmo parametro quando comparado ao grupo OSE (Figura 11). Outro
dado que reforca a contribuicdo da associacdo do TCF e Enalapril no perfil
inflamato6rio em tecido renal se deve ao fato do grupo OTE ter apresentado
aumento nos niveis proteicos de IL-10 quando comparado aos grupos OSE e
OT (Figura 12). Nosso grupo ja havia verificado que o TFC tinha potencial de
atenuar a inflamacao inerentes a hipertenséo arterial e ooforectomia em ratos,
diminuindo os niveis de IL-6 além de TNF-a nos rins e no coragao (58). Em
outro estudo prévio, também foi observado que o TFA realizado em esteira
ergométrica inclinada reduzia as medidas de IL-6 em SHR, atenuando assim a
fibrose renal (74). Esses achados sdo de extrema relevancia, uma vez que a
IL-6 é aponta como a grande vila na DRC, seja em humanos ou em ratos, com
sua producdo sendo induzida pela angiotensina Il (75). Neste contexto, n0Sso
estudo verificou que o Enalapril, medicamento da classe de IECA, sozinho foi
capaz de atenuar tal disfungdo, como visto no grupo OSE (Figura 11).

Apesar de nossos resultados sugerirem efeitos protetores aos rins, é

importante salientar que o0 nosso modelo de hipertensao arterial e menopausa
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nao induziu os animais a disfuncdo renal nem elevou alguma medida renal a
niveis acima dos valores de normalidade em nenhum dos grupos estudados,
visto que o presente modelo n&o tinha tal finalidade. Porém, apesar de néo
observarmos alteracdes na quantidade de glomérulos, foi possivel identificar
em nossas analises histologicas alteragcdes morfologicas tubulo-intersticiais em
todos os grupos estudados. Essas altera¢des tubulo-intersticiais se mostraram
com maior gravidade no grupo nao tratado (OS), no qual em 40% dos campos
avaliados observou-se a presenca de >50% (1tt) da area avaliada com
alteracdes tubulo-intersticiais em relacdo aos grupos OSE (20% dos campos),
OT (10% dos campos) e OTE (15% dos campos) (Figura 16). Esses resultados
de histologia renal corroboram com nossos achados de fungao renal, visto que
0S mesmos grupos tratados (grupos OSE, OT e OSE) que apresentaram
melhor funcédo renal também apresentaram menor de dano tecidual ao verificar
areas com alta porcentagem (>50%) de alteracbes morfologicas tubulo-
intersticiais. Como o esperado, os grupos OSE, OT e OTE apresentaram uma
maior porcentagem de campos com area de alteracdo morfologica tubulo
intersticial <25% (1) em relagao ao grupo OS. Interessantemente, o grupo OT
apresentou melhor perfil de alteracdo tubulo-intersticiais quando comparado
aos grupos OSE e OTE, no que se refere as porcentagens de 0 — 25% e 51 —
100%. Nossos achados estdo de acordo com os observados por Huang et al.
(74) que, ao avaliar os efeitos do TFA na fibrose renal em ratos hipertensos,
observaram que os SHR apresentavam maior area de fibrose renal em relacao
a ratos Wistar-Kyoto normotensos. Nesse estudo, o TFA de 12 semanas
atenuou tais alteracbes morfologicas, porém nao as reverteu completamente,
com os autores relacionando a fibrose do tecido renal com o aumento de
citocinas pré-inflamatorias, principalmente a IL-6. E necessario ressaltar aqui
gue as SHR no presente estudo iniciaram o protocolo com aproximadamente 3
meses de idade, sendo eutanasiadas ao fim de nosso protocolo de apenas 8
semanas, tendo diferenga importante na funcdo e morfologia renal.

Referente as alteracbes histoldgicas identificadas em nosso estudo,
acreditamos que provavelmente estdo relacionadas a disfuncdo autondmica
vascular e barorreflexa com consequente aumento de PA nas arteriolas renais
em conjunto da auséncia da atuacado protetora anti-inflamatoria do estrogénio.

Porém, é impossivel no atual cenario determinar precisamente a origem e a
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proporcao de cada alteracdo, necessitando assim de estudos adicionais a fim
de investigar e compreender melhor a relacdo da hipertenséo arterial e
menopausa, bem como do TFC e do Enalapril nesta condicéo.

Uma limitacdo do presente estudo foi a impossibilidade de incluir um grupo com
animais que nao realizaram o procedimento de ooforectomia, 0 que poderia
fornecer informacdes valiosas sobre o real papel da menopausa nas disfuncdes

patologicas da HAS.
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6. Concluséo

Os resultados desta dissertacdo sugerem que o TFC associado a terapia
medicamentosa com Enalapril atenuou as disfuncbes na modulacdo
auton6mica vascular e na sensibilidade barorreflexa, o que provavelmente esta
associado a reducao da inflamacdo e lesdo em tecido renal, impactando em
melhora da funcdo renal e reducdo da PA em um modelo experimental de

hipertensdo e menopausa.
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8. Anexos

UNIFESP

Comissdo de Etica no
Uso de Animais

Sao Paulo, 06 de junho de 2019
CEUA N 7611290618

IlImo(a). Sr(a).
Responsavel: Maycon Junior Ferreira

Area: Medicina Translacional/medicina

Titulo da proposta: "Efeitos do treinamento fisico combinado associado ao tratamento
farmacoldgico nas adaptac¢des neuroimunes em modelo experimental de hipertensdo e
menopausa: papel do barorreflexo".

Parecer Consubstanciado da Comiss3o de Etica no Uso de Animais UNIFESP (o 004377)

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S3o Paulo, no
cumprimento das suas atribuicGes, analisou e APROVOU a Emenda (versdo de 27/maio/2019)
da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "Sabe-se que a prevaléncia de hipertensdo arterial
(HA) aumenta em mulheres apds a menopausa comparado a fase de vida reprodutiva. Tem
sido demonstrado uma intima relagao entre HA e o desenvolvimento de lesdo em tecidos-
alvos, incluindo renal. A hiperatividade simpatica, inflamagdo e estresse oxidativo, condi¢bes
observadas na fisiopatologia da HA, favorecem o comprometimento tecidual renal, podendo,
cronicamente, levar a um quadro de perda de fun¢do. Assim, o tratamento da HA é tido como
fundamental para a reducdo dos riscos associados a progressdo da HA. Associada ao uso de
terapia farmacoldgica, a pratica de exercicio fisico € medida recomendada por diretrizes, haja
vista os beneficios ja comprovados sobre os fatores de risco associados a HA bem como sobre
a reducdo da pressdo arterial. No entanto, a combinacdo e eficacia de ambas terapias anti-
hipertensivas no manejo da HA e fatores de risco cardiovasculares em modelo experimental de
menopausa ainda sao escassos, sobretudo considerando os possiveis efeitos dos tratamentos,
isolados ou combinados, sobre o tecido renal. Assim, solicitamos através desta emenda a
inclusdo da avaliagdao da fung¢do renal dos animais neste protocolo. A func¢do renal sera
avaliada por meio de gaiola metabdlica (GM). Os animais serdo colocados em GM e serd
permitido o acesso livre a comida e dgua durante a coleta. Serd mensurado o consumo de agua
de 24 horas e volume urinario. A urina sera recolhida e centrifugada a 1000g (10 minutos) para
remover particulas e o sobrenadante sera guardado. Amostras de urina serdo armazenadas (-
20°C) para analise bioquimica (Cobas Integra 700 Roche, Suiga) de creatinina, proteindria,
uremia e osmolaridade. A urina de 24 horas sera recolhida apds a 82 semana do protocolo.
Amostras de plasma coletadas na eutandsia dos animais, ja autorizadas no presente protocolo,
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serdo utilizadas para analise de creatina e ureia. O clearance renal sera calculado baseado na
creatina urindria e plasmatica e no volume urindrio.".

Comentario da CEUA: "EMENDA APROVADA Prezado Pesquisador, frente as justificativas
enviadas a inclusdo da avaliacdo da func¢do renal dos animais foi aprovada.".
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