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REsumo

O objetivo principal deste projeto foi avaliar se a suplementacdo crénica com &cidos
graxos 6mega-3 (w-3) (6leo de peixe) pode modificar a funcdo renal de ratos Wistar
saudaveis. Foram utilizados ratos Wistar machos divididos em 3 grupos: i. controle (C)
(n=9), e suplementados por 70 dias com 1g/kg peso corporal: ii. de éleo de peixe (PUFa
n-3) (OP) (n=8), iii. gordura de coco (OC) (n=9). Durante o experimento os animais foram
pesados a cada 2 dias para monitoramento de ganho de peso, ao atingirem 90 dias de
idade, foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais por 3 dias afim de monitorar:
ingestao de 4gua e diurese. No ultimo dia foram realizados clearances de creatinina, litio e
coleta de sangue e urina para determinagdo da concentracdo de proteinas totais, uréia,
Na*, K* e osmolaridade.

Nao foram observadas alteragbes nos parametros: ganho de peso corporal que foi
equivalente nos trés grupos, independendo da suplementacao: 334,6 + 9,1g em C, 330,5
*+ 19,279 em OP, e 339,8 + 14,3g em OC. O peso do rim direito também semelhante:
1,169 £ 0,054g em C, 1,194 + 0,053g em OP, e 1,120 = 0,046g em OC, e também nao
houve alteracdes na ingestao diaria de agua. As concentracdes plasmaticas de proteinas
totais foram semelhantes: C = 6,32+0,53g/dL, OP = 5,76+0,28g/dL e GC = 6,23+0,41g/dL,
assim como sua excrecado urinaria diaria: C = 0,339+0,08mg/dia, OP = 0,252+0,06mg/dia
e GC = 0,282+0,098mg/dia. A Filtragdo Glomerular também nao apresentou alteracoes,
mantendo-se em: 1,81+0,32mL/min/kg em C, 1,64+0,27mL/min/lkg em OP e
2,45+0,61mL/min/kg em GC. Da mesma forma, a concentragdo de uréia no plasma se
manteve inalterada: C = 38,93+1,70mg/dL, OP = 40,58+3,94mg/dL e GC =
37,41+1,13mg/dL. A osmolaridade plasmatica e urinaria ndo se alterou entre os grupos
estudados. Apesar disto os animais suplementados com 6leo de peixe apresentaram uma
reducédo do Clearance de agua livre, porém esta ndo demonstrou diferenca significativa:
-0,0282 + 0,0064ml/min em OP, -0,0164 + 0,003ml/min em C, e -0,0273 + 0,0062ml/min
em OC. A suplementacdo com 6leo de peixe também reduziu a fracdo de excrecdo de
Na* (FEna:), C: 0,722 + 0,173%, OP: 0,579 + 0,140%, e OC: 0,370 £ 0,084 % (p>0.05); e
a fragéo de excregdo de K* (FEk,), C: 22,056 + 5,816%, OP: 12,240 + 3,521%, e OC:
9,598 + 3,227%, mas ndo apontaram diferengas significativas.

Em resumo, os resultados apresentados sugerem que a suplementacdo crénica com

PUFa n-3 (éleo de peixe) interfere em alguns parametros da funcao renal.
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INTRODUCAO

A base da dieta humana ha algumas centenas de anos atrds era constituida
basicamente frutas, verduras e sementes, ricas em Oleos vegetais e acidos graxos
poliinsaturados (AGPs), nesse periodo havia um equilibrio entre a ingestdo de acidos
graxos poliinsaturados das familias n-6 e n-3, os chamados Omega-6 (w-6) e Omega-3
(w-3). Mantendo-se um equilibrio na ingestao destes AGPs de aproximadamente 1:1 ou
2:1 (WILLET & STAMPFER, 2003), nossos ancestrais mantinham um padrdo de dieta
considerada saudavel, e que aparentemente combatia doencas crénicas como: diabetes,
hipertensao arterial, aterosclerose, obesidade e cancer. A incidéncia dessas doengas vem
aumentando consideravelmente nas ultimas décadas, e esse fato pode estar ligado a
alimentagao da populagéo, que gragas ha uma mudancga nos padrées de consumo agora
as proporcoes entre AGPs da familia Omega-6 e Omega-3, chega a uma proporcao de
17:1 em paises ocidentais, entretanto esta propor¢ao ainda se mantém em 4:1 em paises
orientais devido ao alto consumo de pescados (FELICIO, 2005). Os peixes e animais
marinhos sédo 6timas fontes de AGPs, principalmente 0 w-3 e talvez estes sejam os
responsaveis pela baixa incidéncia de doengas cardiacas em esquimds e japoneses
(VISENTAINER et al., 2000). Em adicao a dieta também ocorreu alteracées no habito de
vida das pessoas, por exemplo: aumento do sedentarismo, e a exposi¢cdo crbnica a
substancias nocivas (tabaco, poluentes, etc.). Estes fatores interagem com processos
bioquimicos, que sao controlados geneticamente, levando a formagdo das doencas
cronicas (LEONARD, 2002).

Os acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 sdao metabolizados formando acidos graxos
de cadeia longa como: o Acido Eicosapentaendico (EPA 20:5 n-3), Docosaexaendico
(DHA, 22:6 n-3) ou Acido Araquiddnico (AA) dependendo de sua familia (ARONSON,
2001) (ver Figura 1). Os AGPs n-6, uma vez convertidos em AA, resultam na formacao de
prostaglandinas e tromboxanas da série 2 (PG, e TB,) e leucotrienos da série 4 (LT,)
(CAPONE et al., 1997; JIANG et al., 1998). Estes eicosandides desempenham papéis
importantes na regulacdo da inflamagédo, imunidade, migracdo celular e agregacéao
plaquetaria bem como na pressao arterial. As acdes proé-inflamatérias incluem: febre,
eritema, aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo, causando dor e
favorecendo o edema, formag&o de trombos e ateroma e aumento da proliferagdo celular
(CALDER, 1997b; SIMOPOULOQOS, 1999a). O acido eicosapentaendico (EPA) e o &cido
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docosaexaendico (DHA) metabolizados dos AGPs n-3, levam a sintese de
prostaglandinas e tromboxanas da série 3 (PGs e TBgs) e leucotrienos da série 5 (LTs), os
quais apresentam efeitos biol6égicos com menor poténcia quando comparados aos dos
eicosandides sintetizados a partir dos AGPs n-6 (CAPONE et al., 1997; CALDER, 1997a).
Os w-3 sdo competidores do Acido Araquiddnico para cascata de reagdo inflamatéria, e
com a abundancia de AGPs w-3 a conversdo do Acido Araquidonico em Prostaglandinas
(PGs) e Tromboxanas (TX) de série 2 e Leucotrienos (LTs) da série 4, diminuem e
aumentam a producédo PGs e TXs da série 3, e dos LTs de série 5, que provocam uma
reacdo antiinflamatéria mais branda (GAROFOLO & PETRILLI, 2006), modulando a
resposta antiinflamatéria e antitrombdtica ja que os subprodutos também promovem uma
menor for¢ca de agregacao plaquetaria. As maiores quedas sao registradas se encontram
entre as PGls renal. (SIMOPOULUS, 2002; KASISKE et al., 1989).

Acido linolsico Acida o linolénico
C18:2 (n-6) C18:3(n-3)
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Alimentos como 6leos de soja e outros 6leos vegetais que substituiram o uso de
gordura animal, sdo ricos em Acido Linoléico (w-6), alguns 6leos até possuem Acido
Linolénico (w-3), mas em propor¢cées bem menores. Peixes marinhos séo boas fontes de
6mega-3, pois sdo ricos em Acido Eicosapentaendico e Acido Docosaexaendico
(VISENTAINER et al.,, 2000; HIRAYAMA et al., 2006). A tabela 1 demonstra uma

porcentagem destes acidos em diversas espécies de peixes marinhos.

Tabela 1. Valores da composicao em percentagem de Acidos Graxos: Docosaexaendico - DHA e Acido
Eicosapentaendico - EPA das diferentes espécies de peixes marinhos da costa brasileira. Adaptado de
VISENTAINER 2000.

PEIXES DHA £ DP (%) EPA £ DP (%)
Atum 16,25 + 0,55 9,48 +0,18
Bonito 16,50 £ 0,19 14,00 £ 0,11
Olho de Boi 10,37 + 0,09 2,90 +0,11
Cavalinha 12,71 £ 0,30 4,81 £ 0,21
Sardinha 138,77 £ 0,19 18,68 + 0,21
Serra 15,39 + 0,19 4,99 +0,10

Devido ao aumento no consumo de acidos graxos n-6 na dieta ocidental, os
eicosandides produzidos a partir do AA, sdo formados em maior quantidade do que os
eicosandides formados a partir dos AGPs n-3, principalmente o EPA (NIXON, 1996;
SLATERRY, 1997; CAPONE et al., 1997; JIANG et al., 1998; SIMOPOULOS 1999a;
ROSE & CONOLLY, 1999; ARONSON, 2001). Portanto, com uma dieta rica em AGPs n-6
contribui para a formagdo de um estado fisiopatoldgico prétrombodtico e préagregador,
com aumento na viscosidade sanglinea, vasoespasmos, vasoconstricao (SIMOPOULQOS,
1999b), além da possibilidade de promover certos tipos de cancer (KROMHOUT, 1990;
JIANG et al., 1998). Em contraste, como ja demonstrado em alguns estudos os AGPs w-3
tem a capacidade de combater e até prevenir diversas doengas crénico-degenerativas
(SIMOPOULQOS, 1999b), AGPs n-3 parecem até mesmo poder evitar o cancer por
influenciarem na atividade de enzimas e proteinas relacionadas a sinalizagcao intracelular
e proliferacao celular (CALDER, 2001) e conseguirem diminuir e estabilizar a perda de
peso em pacientes com cancer de pancreas, por exemplo. (BOUDREAU et al., 1991;
TASHIRO et al., 1998; BARBER, 1999) Dados recentes de estudos realizados por grupos
de pesquisadores demonstraram que o 6leo de peixe € capaz de diminuir a taxa de

crescimento tumoral, o grau de caquexia em individuos com céancer, alterar a resposta
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imunitaria, melhorar a funcao renal e o balanco hidro-eletrolitico em animais caquéticos,
além de provavelmente estar relacionado com a prevencdo de doengas cardiacas.
(TOGNI et al., 2003; PINTO et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2004; SAUER et al., 2000)

Os AGPs também podem ser utilizados no combate a formagao de trombos no
organismo, trombos sdo massas de células sanguineas que se solidificam dentro dos
vasos obstruindo-os, muitas vezes podem se desprender e causar tromboembolia,
principal patologia causadora de infartos e isquemias. Foi comprovado que pacientes
dependentes da hemodidlise sofrem um grande risco de formagcao de trombos em curto
prazo, menos de um ano, porém o tratamento com Oleo de Peixe, que é rico em 6mega-3
ja demonstrou resultados positivos no combate a esse fator (ITO et al, 1988), bem como
outras doengas de carater renal.

Acredita-se que esses efeitos estejam ligados a abundancia de AGPs w-3 no
organismo, pois estas moléculas tendem a tornar parte da membrana plasmatica mesmo
em casos de uma suplementacdo em curto prazo, tornando-se assim concorrentes do

Acido Araquidénico nas cascatas dos processos inflamatérios. (KASISKE et al., 1989).

Acidos graxos émega-3 e o Rim

No caso do rim, o sistema enzimatico da cicloxigenase é a via mais importante de
metabolizagdo do AA. O principal papel fisiologico dos produtos derivados do
metabolismo do AA no rim € a modulagdo da agdao dos horménios, particularmente em
relacdo a acao destas substancias no ténus vascular, na fungéo glomerular e no manejo
tubular de agua e eletrélitos (MATTIX & BADR, 2001).

A inibicdo das vias metabdlicas do AA na auséncia de horménios tais como
Angiotensina Il ou Anti Diurético (ADH), tem pouco efeito na func¢éo renal (ZIPSER, 1985;
MUNGER & BAYLIS, 1988). Os produtos derivados da agdo da ciclooxigenase no AA
estdo relacionados com mudangas observadas na funcdo renal em vérias patologias tais
como: dano glomerular, varias formas de insuficiéncia renal tanto para agudas quanto
cronicas, nefrotoxicidade por ciclosporina, sindrome hepatorrenal, nefropatia diabética,
IgA nefropatica e hipertensdo essencial (MATTIX & BADR, 2001). Pessoas transplantadas
comumente necessitam de imunossupressores, entre estas drogas esta a ciclosporina
que entre outros fatores pode vir a causar danos renais que variam entre uma reversivel

diminuigédo da filtracao glomerular até a insuficiéncia renal crénica. Outra patologia com
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mecanismo semelhante é a sindrome hepatorrenal que ocorre quando ha danos ou perda
das fungdes hepdticas, isso gera uma alteragao no fluxo sanguineo renal e pode provocar
queda na filtracao glomerular e produgdo urinaria. A nefropatia por IgA ou doenca de
Berger pode afetar qualquer faixa etaria e causando entre outros problemas excrecao
urinaria de eritrécitos, raramente causando danos renais, os danos renais sao causados
por excesso de IgA que se deposita nos glomérulos, causando proteindria elevada e
podendo evoluir para quadros de insuficiéncia renal cronica. Uma dieta rica em AGPs n-3
determina uma competicao destes substratos com as vias metabodlicas do AA, resultando
na formagéo de produtos finais biologicamente menos ativos ou pouco potentes (ERMAN
& NASJLETTI, 1984). Consequentemente, a suplementacdo com AGPs tem sido utilizada
para alterar a evolugdo das patologias renais nas quais os derivados do AA estao
envolvidos. Na maioria destas patologias a evolugdo da doenga foi significativamente
reduzida pela utilizacdo de suplementos dietéticos ricos em 6leo de peixe (DONADIO,
2001; NEUMAYER et al., 1992; CLARCK, 1991; VASKONEN et al., 1996; BAYORH et al.,
1996; BADALAMENTI et al., 1995; INGRAN et al, 1995; TORRAS et al., 1996, BROWN et
al., 2000).

Um estudo recente feito por LeBLANC em 2008, utilizando cachorros saudaveis e
suplementados com 6leo de peixe, demonstrou uma redugdo significativa nas
concentracoes séricas de PGE2 e nas atividades de IL-1 e IL-6, logo apds terem seus
sistemas imunes desafiados por invasao bacteriana. Isto suporta a idéia da utilizacao de

dietas enriquecidas em EPA e DHA no tratamento de patologias inflamatdrias.

Apesar dos claros beneficios que os AGPs w-3 trazem a pessoas com algumas
patologias, seus efeitos em relacdo as fungdes renais de individuos saudaveis tém sido
pouco estudados, e os resultados obtidos em seus estudos sdo contraditorios, podemos
tomar por exemplos disso os trabalhos feitos por dois grupos de pesquisadores: DUSING
et al. 1990 e Valente Gamba et al., 2001.

O grupo de DUSING investigou o efeito das prostaglandinas na fungdo e
metabolismo renal, através da suplementacao durante seis semanas com 6g/dia de AGPs
w-3 (3,69 de EPA e 2,49 de DHA), em 10 voluntarios saudaveis com idade entre 21 e 35
anos. Estes individuos apresentaram incremento significativo no fluxo plasmatico renal, e

diminuicdo na resisténcia vascular renal. Estas mudancas determinaram incremento



significativo na filtracdo glomerular, que passou de 9743 ml/min antes da suplementacao

para 1073 ml/min apds esta.

No estudo feito por Valente Gamba e seu grupo no ano de 2001, onde foi utilizada
uma suplementacdo com lipideos que correspondiam a 5% do valor caldrico da dieta de
ratos até completarem 18 meses de vida, demonstrou-se que suplementacao com 6leo de
peixe € prejudicial aos rins, podendo acelerar o progressivo declinio das fungdes renais
provenientes do envelhecimento, nos grupos suplementados com lipideos houve um
aumento na proteinuria no oitavo més enquanto no grupo controle este aumento ocorreu
por volta do décimo més de vida. A filtracdo glomerular também apresentou quedas
significatvas a partir do nono més, enquanto no grupo controle so houve um declinio da
funcdo por volta do decimo oitavo més de vida. Uma deterioracdo da fungao renal,
proteinuria e queda da filtracdo glomerular, também foram reportadas por LOGAN et al.
1992, que ap6s uma suplementacdo de 6leo de peixe mantida por 6 meses em ratos
saudaveis testes constataram uma deterioragdo nas fungdes renais, sendo estas
atribuidas ao aumento da oxidacgao dos lipideos Omega-3 presentes em maior quantidade
nas membranas plasmaticas dos grupos suplementados. Estes estudos néao
apresentaram mais informagdes sobre o manejo tubular de ions ou o mecanismo de

concentracao e diluicdo dos individuos suplementados.

OBJETIVOS

Este projeto teve por principal objetivo a avaliacao de possiveis modificacées nas
funcdes renais em ratos Wistar saudaveis, submetidos a uma suplementacao crdénica com
acidos graxos 6mega-3 (w-3) (6leo de peixe) e acidos graxos 6mega-6 (w-6). Focando
principalmente nas fungdes glomerulares e tubulares e o mecanismo de osmorregulagcao

urinaria, dos mesmos.



METODOLOGIA

Foram utilizados 26 ratos Wistar machos fornecidos pelo biotério do Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro
controlado sendo dividido igualmente entre dia e noite (12/12horas), em ambiente com
temperatura controlada de 22+2°C, recebendo ragdo comercial (composta em
macronutrientes de 63,4% de carboidratos, 25,6% de proteinas e 11% de lipideos, da
NUVILAB CR1®, Nuvital Nutrientes Ltda) e agua & vontade. Ao completarem 21 dias de
vida os animais foram separados aleatoriamente em trés grupos: Controle (C) (n=9), Oleo
de Peixe (OP) (n=8), Gordura de Coco (GC) (n=9).

O grupo Controle foi mantido apenas com as ragdes normais, sem adicdes
alimentares, ja os grupos Oleo de Peixe (rico em AGPs w-3) e Gordura de Coco (rico em
AGPs w-6) receberam suplementacao diaria seis dias por semana, na por¢ao de 1g/kg de

peso corporal, que foi administrada com micropipetas por via oral.

O o6leo de peixe é um preparado farmacéutico comercializado em cépsulas de 1g
de MaxEPA, contendo 180mg de EPA (Acido Eicosapentaendico) e 120mg de DHA
(Acido Docosaexaendico) (Herbarium Ltda.), ja a gordura de coco foi obtida em uma loja
de produtos naturais especializada em derivados do coco. Os animais foram pesados a
cada dois dias durante toda a fase de experimentacao para dados sobre 0 ganho de peso

entre os grupos.

A suplementacdo durou desde o desmame do animal, por volta dos 21 dias de
vida até proxima a sua idade adulta aos 90 dias, totalizando cerca de 70 dias de

suplementacéo.

Ao atingirem a fase adulta os animais foram mantidos por trés dias em gaiolas
metabdlicas individuais a fim de estimar a ingestao de comida e agua, volume urinario e

coleta de urina, esta sendo feita apenas no ultimo dia.

Todos os animais receberam 1 ml de Cloreto de Litio a 60 mM/100g peso corporal

para que posteriormente fosse estimado o Clearance de Litio (Cy), esta medida pode ser
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utilizada como marcador da reabsorcdo de Na® pelo tdbulo proximal em animais
submetidos a uma dieta com valores normais de ingestdo de sddio e potassio.
(THOMSEN & SHIRLEY, 1997). Os canais de sédio apresentam permeabilidade tanto
para os ions de Na" quanto para os de Li*, sendo este o principal mecanismo da
reabsorcdo dos mesmos nos tdbulos proximais. Mesmo ambos possuindo 0 mesmo
mecanismo de reabsorcdo, possuem diferentes vias de excre¢cao no organismo, sendo as
bombas Na'/K*-ATPase para o Sédio e trocadores Na/H* para o Litio (THOMSEN &
SHIRLEY, 2006). Um estudo realizado por THOMSEN et al. em 1993, onde foi feito tanto
Clearance quanto micropungcdo em animais mantidos sob dietas normais de Na* e K*
demonstraram que o Clearance de Litio € um eficiente marcador para a reabsor¢éo de
sodio nos tubulos proximais.

O Clearance de Litio foi determinado utilizando a seguinte formula:
Cui= (ULi x Vy/ Pp) x M,

Onde:

Uui= Concentragao Urinéria de Litio (mEg/l);
V= Volume Urinario (ml/min);

P = Concentragéo Plasmatica litio (mEag/l);
M, = peso do animal (kg).

Desta forma o Clearance de Litio pode fornecer alguns dados quanto ao aporte de
Na* nos rins, calculando-se a Reabsorgdo Proximal Fracional de Sdédio (RPFnay)
utilizando-se a seguinte férmula:

RPFna - [CFna—(CLi X Pna)] / CFna X 100 (%)

Onde:

CFna = carga filtrada de sédio;

Cvi = Clearance de litio;

Pna = concentracao plasmatica de Na*.

A coleta de sangue foi feita através de puncdo cardiaca com animais
anestesiados por pentobarbital sédico, o volume sanguineo extraido variou entre 5 a 8 ml

dependendo do animal. Para evitar a coagulacédo foi utilizado um pequeno volume de
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solucéo de heparina 5.000ui diluida em PBS. O sangue retirado foi entdo centrifugado e o
plasma obtido foi transferido e armazenado em eppendorf e armazenadas em freezer
para dosagens posteriores. As ortotanasias foram realizadas por doses letais de
pentobarbital sédico, ocorrendo logo apds a coleta de sangue dos aniamais. Com o
animal morto o rim direito foi removido e pesado em balanca de precisdo (Bioprecisa,
FA2104N).

As determinagdes da concentracdo de creatinina foram feitos por colorimetria
utilizando Acido Picrico, método de Jaffe modificado (HENRY et al., 1974), as proteinas
totais pelo método de Biureto (HENRY et al.,, 1974), e Uréia pelo método enzimatico-
colorimétrico de Urease (BERGMEYER, 1985). Em todos os casos foram utilizados Kits
comerciais (Labtest), e a leitura realizada em espectrofotdmetro (Ultraspec 2.000,
Pharmacia Biotech, Germany).

Os valores de creatinina urinaria e plasmatica foram utilizados para calcular o
Clearance de Creatinina (Ccr) o qual fornece um valor equivalente a velocidade de
filtracado glomerular (VFG). A formula utilizada foi:

CCI’ = (Ucr X Vu / Pcr) X Ma

Onde:

U, = concentragao urindria creatinina (mg/dl);

V, = volume urinério (ml/min);

P.. = concentragéo plasmatica de creatinina (mg/dl);
M, = peso do animal (kg).

Uma vez que a velocidade de filtragdo glomerular pode ser alterada em fungéo do
tamanho do animal, decidimos normalizar os resultados expressando 0os mesmos em
ml/min/kg de peso corporal. Para essa padronizagdo os valores de Clearance foram
multiplicado pelo peso do animal em Quilogramas.

As concentragcGes plasmaticas e urinarias de sodio, potassio e litio foram
determinadas por fotometria de chama (CELM FC180), e a osmolaridade pelo método de
pressdo de vapor (MicroOsmoémetro — Vapro5520° — Vapor Pressure Osmometer,
WESCOR-USA). Com as concentracbes plasmaticas e urinarias de Sédio e Potassio
foram determinadas as Fragbes de Excrecdo de Na* e K' (FEna. e FEk,), estes



parametros servem para avaliar o manuseio renal de ions, o célculo utiliza as seguintes

formulas:

FEion - Uion X VU / Pion X Ccr (%)

Onde:

Uion - Concentracao Urinaria de Na*, K*, Li* (mEqg/l);
Ccr = Clearance de Creatinina (ml/min);

Pion = Concentragdo Plasmatica de Na*, K*, Li* (mEq/l);
V, = volume urinério (ml/min).

Os valores das osmolaridades foram utilizados para determinar o Clearance

Osmolar (Cosm) € 0 Clearance de agua livre (Cuz0), de acordo as seguintes férmulas:

Cosm = (Uosm X Vu / Posm) X M,

CH20 = Cosm = Vu

Onde:

Uosm = Osmolaridade da Urina (mOsm/l);
Vy = Volume Urinario (ml/min);

Posm = Osmolaridade Plasmatica (mOsm/l);
M, = peso do animal (kg).

Analise Estatistica

Os resultados sao reportados como valores médios com seu erro padrdo. Foi
utilizado o teste t de student para comparar dois grupos, € quando se compararam mais
de dois grupos foi utilizado a Andlise de Variancia de uma via seguida do teste de
Student-Newman-Keulls. O critério de significancia estatistica se obtém com valores de
p<0.05.

10



RESULTADOS

O peso dos animais ao longo do experimento foi monitorado e os resultados sao
apresentados na tabela 2. O peso dos animais aos 21 dias de vida foi considerado o
peso inicial, pois foi quando se iniciou a suplementacédo. O peso dos animais aos 90 dias

de vida é considerado o peso final, quando eles sao considerados adultos.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos estudados. O
ganho de peso nos grupos suplementados foi semelhante ao observado no grupo
controle. Da mesma forma, o peso renal também nao apresentou alteragdes devido as
suplementacdes. Amostras do tecido renal foram guardadas para teste de HPLC, para
determinacdo dos tipos de acidos graxos presentes entre os lipideos totais do tecido

renal, porém néo foi possivel sua realizagdo antes da finalizagéo deste trabalho.

TABELA 2. Medida dos Pesos Iniciais e Finais dos animais e do peso do Rim direito, para os
seguintes grupos: Controle (C, n=9), Oleo de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os
valores correspondem a média + EP.

Peso dos animais e do rim direito
Grupos | Peso Inicial (g) Peso Final (g) Peso Rim (g)
C 50,9 £ 1,148 334,6 + 9,115 1,169 + 0,054
oP 53,5+ 1,615 330,5 + 19,27 1,194 + 0,053
GC 51,4 £ 1,804 339,8 + 14,34 1,120 £ 0,046

O fluxo urinario que demonstra o volume de urina produzida por minuto
apresentou uma queda significativa no grupo suplementado com éleo de peixe se
comparado com o grupo controle: C = 0,018 £ 0,002mL/min, OP = 0,011£0,001mL/min
(p<0.05) e GC 0,014+0,002mL/min (Figura 2).
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Fluxo urinario
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* p<0,05 COP vs. C

FIGURA 2. Volume de Fluxo Urinario, expresso em mL/min. Grupos Controle (C, n=9), Oleo de
Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores correspondem a média + EP. O * indica
uma diferenca significativa entre os valores do grupo OP em relacéo ao C.

As proteinas totais plasméaticas apresentaram seguintes valores como: C =
6,32+0,53g/dL, OP = 5,76+0,28g/dL e GC = 6,23%£0,41g/dL, ndo demonstrando diferenca
entre os grupos (Figura 3). A taxa de proteina excretada ao longo do dia foi: C =
0,339+0,08mg/dia, OP = 0,252+0,06mg/dia e GC = 0,282+0,098mg/dia, que também nao
apresentou alteragéo (Figura 4). A grande diferenga nas médias das concentragdes entre
proteinas plasmaticas e a excretada ocorre, pois as proteinas nao passam pelos
capilares, ou seja, chegam a fazer parte do filtrado glomerular em condi¢ées normais, e,

portanto essa baixa quantidade de proteinas excretadas.

Proteinemia

< R 1<)

FIGURA 3. Concentracao total das Proteinas Plasmaticas, expressa em g/dL. Grupos: Controle
(C, n=9), Oleo de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores correspondem as
Médias + EP.
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Proteina excretada

0.454

FIGURA 4. Quantidade total de Proteinas Excretadas, expressa em mg/dia. Grupos: Controle (C,
n=9), Oleo de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores correspondem as
Médias + EP.

As concentragbes plasmaticas de creatinina ndo apresentaram nenhuma
diferenca significativa, sendo os valores: C = 1,38 £ 0,32 mg/dL, OP = 1,11 + 0,28 mg/dL
e GC = 1,15 £ 0,41mg/dL. Estes valores sugerem que a filtracdo glomerular ndo foi
prejudicada, esta idéia pode ser apoiada pelos valores normais no calculo de Clearance
de Creatinina, que serve para avaliar o processo de filtracdo glomerular. A Filtragdo
Glomerular também n&o apresentou nenhuma diferenga significativa entre os grupos:
C = 1,81+0,32mL/min/kg, OP = 1,64+0,27mL/min/kg, GC = 2,45+0,61mL/min/kg (Figura
5).

Filtracdo glomerular

K d

FIGURA 5. Filtragdo Glomerular expressa em mL/min/Kg peso Grupos: Controle (C, n=9), Oleo
de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores correspondem as Médias * EP.
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Outro fator que pode servir como um indicador indireto das funcdes renais é a
uréia plasmatica, um aumento em sua concentragdo pode indicar comprometimento das
funcdes renais ou até mesmo lesdes renais. As medidas de uréia plasmatica foram: C =
38,93 + 1,70mg/dL, OP = 40,58 + 3,94mg/dL e GC = 37,41 £ 1,13mg/dL (Figura 6). Os

valores ndo apresentaram variagcdes entre 0s grupos.

Uréia plasmatica (mg/dL)
45+
40+
35+
30+
25+
20+
154
104

5
0

mg/dL

o & S

FIGURA 6. Concentragdo Plasmatica de Uréia expressa em mg/dL. Grupos: Controle (C, n=9),
Oleo de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores correspondem as Médias +
EP.
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As concentragbes plasmaticas dos ions sbédio e potassio ndao apresentaram
nenhuma alteracdo significativa. Os valores encontrados para Na* foram: C = 152,2 +
5,1mEqg/L, OP = 142,3+2 4mEqg/L e GC = 146,9 + 2,1 mEqg/L (Figura 7); e as de K*foram:
C =3,55 £ 0,20 mEqg/L, OP = 4,13 £ 0,35 mEqg/L e GC = 4,01 £ 0,19 mEq/L (Figura 8).

[Na*] plasma

(¥ O

S d

FIGURA 7. Concentragao plasmatica de Na’, expresso em mEg/L. Grupos: Controle (C, n=9),
Oleo de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Valores correspondentes as Médias * EP.

[K*] plasma
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FIGURA 8. Concentragdo plasmatica de K*, expresso em mEg/L. Grupos: Controle (C, n=9), Oleo
de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores correspondem as Médias * EP.

Uma forma de avaliar o manejo renal de ions consiste em comparar a excregao
urinaria com a carga filtrada, calculando o parédmetro conhecido como Fracdo de
Excregdo (FE). Os resultados da Fragao de Excrecdo de Na* e K* sdo apresentados na

tabela 3. As FE de Na* e K" apresentaram uma queda nos grupos suplementados, tanto
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no 6leo de peixe quanto no 6leo de coco, entretanto ndo foi observada como diferenca

estatistica.

TABELA 3. Fragéo de Excregao de Sadio e Potassio (FENa™ e FEK™) expressa em porcentagem.
Grupos Controle (C, n=9), Oleo de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores

correspondem a Média * EP.

Fracao de Excrecéao (FE) de Na* e K* (%)
Grupos C OoP GC
FE Na+ (%) 0,722 + 0,173 0,579 + 0,140 0,370 + 0,084
FE K+ (%) 22,056 + 5,816 12,240 * 3,521 9,598 + 3,227

Os resultados obtidos para o Clearance de Litio foram: C = 2,09 + 0,28 mL/min/kg,
OP = 1,67 £ 0,102 mL/min/kg e GC = 0,85 + 0,14 mL/min/kg (Figura 9), o grupo Gordura
de Coco apresentou uma queda significativa. A partir dos valores de Clearance de Litio e
as concentragdes plasmaticas de Na* é possivel calcular outros parametros tais como a
Fracdo de excregdo de Litio (FEL.) e a Reabsor¢do Proximal Fracional de Na* (RPFya.),
que permitem estimar o manuseio de sédio pelo tubulo proximal. Entretanto, visto o baixo
nuamero de amostras em um dos grupos decidimos n&o apresentar estes dados.

Clearance de Li

mL/min/kg peso

© & <
* p<0,05GC vs.C

FIGURA 9. Clearance de Litio (C.)) expresso em mL/min/Kg peso. Grupos Controle (C, n=9), Oleo
de Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=4). Os valores correspondem a Média + EP. O *
indica uma diferenca significativa entre os valores do grupo GC em relacao ao C.
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Os valores obtidos para as Osmolaridades plasmaticas e urinaria, assim como 0s
Clearance Osmolar e de Agua Livre estdo apresentados na Tabela 4. A osmolaridade
plasmatica demonstrou-se semelhante entre os grupos estudados. Entretanto, os animais
suplementados apresentaram uma reducao significativa no valor de Clearence Osmolar
(tabela 4). Finalmente, os valores de clearance de H,O livre nao foram significativamente

diferentes.

TABELA 4. Valores das Osmolaridades Plasmatica e Urinaria expressas em mOsm/KgH:O,
Clearence Osmolar e de H,O Livre expressas em mL/min. Grupos Controle (C, n=9), Oleo de
Peixe (OP, n=8) e Gordura de Coco (GC, n=9). Os valores correspondem a Média + EP. O *
indica os grupos em que foi encontrada diferenca significativa.

Osmolaridade Osmolaridade Clearance Clearance de
Plasmatica Urinaria Osmolar H20 livre
(mOsm/kgH20) | (mOsm/kgH20) (mL/min) (mL/min)

C 290,4 £6,5 756,7 £113,3 0,0456 =+ 0,0070 | -0,0282 + 0,0064
OoP 293,0+4,8 7446 + 86,2 0,0271 £ 0,0035* | -0,0164 £ 0,0030
GC 299,711 1 875,3+198,4 0,0300 + 0,0019* | -0,0273 £ 0,0062

DiscussAo

A suplementacdo utilizada foi de 1g/Kg de peso, ndo apresentando uma
significancia calérica acentuada para os animais, outros estudos onde foram utilizadas as
mesmas doses também ndo demonstraram variacdo no peso dos animais devido a
suplementacao (PINTO et al., 2004; MUND et al., 2007; FERNANDEZ et al., 2004).

A Proteinudria e Concentracbes de Uréia e Creatinina Plasmaticas sdo parametros
que podem ser utilizados para avaliar o funcionamento renal, uma proteindria aumentada
pode significar danos aos glomérulos, enquanto as concentragdes de uréia e creatinina
servem como indicadores indiretos de danos renais, sendo considerados indiretos, pois
ha outros fatores que podem estar envolvidos em seus aumentos de concentragédo
plasmatica. Os niveis destes trés parametros foram semelhantes entre os grupos

estudados o0 que sugere que ndao houve dano nos tecidos renais e tdo pouco disturbios
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metabdlicos que pudessem causar alteragdes nos mesmos. Amostras do tecido renal

foram processadas para histologia e serdo analisadas no futuro.

Apesar dos resultados serem positivos, alguns estudos reportaram queda na
filtracdo glomerular em animais suplementados com 6leo de Peixe (LOGAN et al., 1992;
VALENTE GAMBA et al., 2001; KASISKE et al., 1989). No estudo de KASISKE e colegas
em 1989, foram extraidos rins dos ratos que receberam suplementacdo por 4 semanas,
os rins foram isolados e perfundidos, no estudo houve uma queda na filtragdo glomerular
nos rins dos ratos suplementados, fato que pode ter ocorrido devido a danos as estruturas
renais, sendo que estes foram atribuidos principalmente a lesdes isquémicas. Os danos
provenientes de isquemia sdo basicamente causados devido a atividade de reagdes de
oxidagOes, portanto poderia estar relacionado com o aumento da concentragédo de
6mega-3 nas membranas plasmaticas renais, mas o artigo ndo faz mengéao exata ao fator

causador dos danos apenas atribui as lesdes como danos isquémicos.

Os resultados sobre manuseio i6nico apesar de ter demonstrado uma queda nos
grupos suplementados n&o foi considerada significativa, talvez pela grande variagédo entre
os valores, que pode ser proveniente de erros nos procedimentos para a obtengdo dos
dados, ou o numero de amostras analisadas. Um dos poucos trabalhos consultados que
demonstra dados sobre regulagao iénica foi feito por FERNANDEZ e colaboradores no
ano de 2004, o estudo demonstrou uma pequena queda na Fracao de Excrecao de sodio
para o grupo suplementado com 6leo de peixe, mas esta também nao foi significativa.
Outro fator afetado foi o Clearance de Litio que é utilizado como indicador da reabsorcao
de Na® e agua nas porcoes do tubulo proximal, mas este apresentou uma diminui¢cdo
apenas no grupo suplementado com gordura de coco. Apesar do Clearance de Litio ter
demonstrando queda nos animais estudados do grupo GC, os valores de Na* plasmaticos
foram semelhante ao dos outros grupos, indicando que mesmo que estes animais estejam
com deficiéncia na reabsorcao de sédio no tubulo proximal de alguma forma o transporte
tubular nos segmentos distais do néfron estdo compensando, permitindo que a FEna.

neste grupo seja semelhante ao controle.

O estudo conduzido sobre o Clearance de Litio no grupo gordura de coco contou
com apenas 4 animais, uma amostra muito pequena e que impediu a coleta confiavel de
mais dados sobre o manuseio de sbdio, jA que estas estariam sujeitas a grandes

variagbes com uma amostra tdo pequena.
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Mesmo nao havendo alteragdes entre os grupos na questdo de manuseio idnico
0s animais suplementados apresentaram uma reducgao significativa no valor de Clearance
Osmolar, que por si s6 ndo possui grande valor significativo, servindo principalmente para
calcular os valores de Clearance de agua livre. Valores negativos de Clearance de agua
livre indicam que os animais estao retendo agua por reabsor¢ao nos segmentos distais do
néfron. Apesar dos testes nao terem indicado nenhum resultado significativo hd uma
perceptivel queda no grupo OP o que pode representar uma dificuldade de reabsorgéo
renal de agua por parte dos animais desse grupo, uma vez que seu valor de Clearance
Osmolar é semelhante ao do grupo GC e seu Clearance de Agua livre foi quase metade
do encontrado no grupo GC.

Entre as medidas que se mostraram alteradas estd o Fluxo urinario no grupo OP
que demonstrou uma queda significativa, mesmo o nivel de ingestdo de agua tendo sido
igual para todos os grupos. A diminuicdo no Fluxo Urindrio pode der proveniente da
alteracdo da cascata do acido aracddnico causada pelo dmega-3. Tem sido comprovada
a sua capacidade de alterar esta cascata e assim diminuir as concentracdes de
Prostaglandinas de série 2 principalmente na regido renal (BOUDREAU et al., 1991;
KASISKE, 1989). Talvez esse tenha sido o fator responsavel pela queda no fluxo urinario,
entretanto esta € apenas uma das hipoteses ja& que o mecanismo de atuacdo nao foi

esclarecido.
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CONCLUSOES

O estudo baseou-se em diversas bibliografias que indicavam melhoras
significativas em individuos com determinadas patologias de carater cronico tais como:
cancer, doengas auto-imunes e cardiacas, como ja foi mencionado anteriormente, porém

em individuos normais os efeitos da suplementacao tém sido pouco estudados.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos sob as mesmas
condi¢gdes ambientais e com livre acesso a ragdo e agua, sendo uma suplementagéo a
base de 6mega-3 ou 6mega-6 a Unica diferenga entre eles, e ndo foi observada nenhuma

complicagédo na saude dos animais.

Todos os individuos submetidos a suplementacdo estavam saudaveis e nao
apresentaram alteragbes drasticas em nenhum dos quadros estudados, apesar disso ha
varios estudos que demonstram as grandes alteracdes que uma suplementacao com 6leo
de peixe pode causar. A maioria dos estudos apresentados baseava-se em quadros com
animais portadores de patologias crénicas ou com aumento na atividade da cascata pré-
inflamatoria, sendo assim pode ser que a suplementacdo com 6leo de peixe nao cause
tantas modificagbes em uma cascata inflamatéria em seu estado fisiolégico normal, e

sendo assim nao foram detectados pelos testes realizados.

Com base nas bibliografias consultadas e o histérico da espécie humana pode-se
presumir que uma dieta rica em Omega-6 pode ser prejudicial em longo prazo, assim
como uma dieta muito rica em émega-3 pode causar danos aos tecidos renais, porém

uma dieta equilibrada entre Omega-6 e Omega-3 pode ser benéfica a satde.
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