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RESUMO

PEREIRA, Priscila Gomes. Efeitos do 6leo de capivara livre ou em nanoemulsdo na
histopatologia do cortex renal de camundongos C57BI/6 alimentados com dieta hiperlipidica.
2022. 91 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A obesidade é uma doenca inflamatéria e esta associada a doencas secundarias como a
doenca renal, que ocorre devido ao acimulo de lipidios no rim, podendo causar lipotoxicidade,
inflamacdo e perda da fungdo do 6rgdo. Os &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) atuam na
producdo de mediadores lipidicos e possuem caracteristicas anti-inflamatorias. Os PUFAs
podem fornecer beneficios a saude, porém sdo facilmente oxidados em contato com o oxigénio,
comprometendo a suplementacdo requerida pelo individuo. Uma forma de evitar essa oxidacéo
e aumentar a biodisponibilidade dos PUFAs € a nanotecnologia farmacéutica, que possibilita
também uma reducédo da dose do medicamento. Para avaliar a histopatologia do cortex renal de
camundongos obesos, foram utilizados camundongos C57BI1/6 machos com trés meses de idade
que foram alimentados com dietas controle ou hiperlipidica (60% de lipideos) durante 18
semanas. Nas ultimas 4 semanas, 0s animais receberam diariamente placebo, dleo de capivara
(OC) livre (nas doses de 100 e 5000 mg/ kg) ou em nanoemulsdo (100 mg/ kg). Foram
analisados pardmetros como massa corporal, perfil lipidico, pressdo arterial sistdlica, funcao
renal, estrutura e ultraestrutura do cortex renal, fibrose, inflamacdo tecidual e estresse oxidativo.
Os tratamentos com OC livre (5000 mg/kg) e em nanoemulsdo em camundongos obesos
demonstraram melhora no perfil lipidico e redugdo nos niveis de pressao arterial sistolica, além
de uma remodelacédo benéfica do cortex renal com preservacdo da membrana basal da capsula
de Bowman, glomérulos e tlbulos contorcidos proximais e distais. Nossos dados demonstraram
gue ambos os tratamentos diminuiram a inflamacdo, o estresse oxidativo e a fibrose renal,
conforme evidenciado pela quantificacdo da expressdo de TNF-a, IL-10, CAT, SOD, a-SMA e
TGF-B. No entanto, somente o tratamento com nanoemulsdo de OC foi capaz de melhorar a
funcdo renal e diminuir a massa corporal, as concentracGes de glicose e triglicerideos no sangue.
Portanto, nossos resultados demonstram, pela primeira vez, que o tratamento com nanoemulséo
de OC possui efeitos benéficos nas alteracBes sistémicas e locais em camundongos obesos,
sendo considerado um tratamento promissor para a doenca renal associada a obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. Lesdo renal. Oleo de capivara. Omega-3. Inflamacdo. Fibrose.

Nanoemulsao.



ABSTRACT

PEREIRA, Priscila Gomes. Effects of free capybara oil or in nanoemulsion on the
histopathology of the renal cortex of C57BI/6 mice fed a high-fat diet. 2022. 91 f. Tese
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Obesity is an inflammatory disease and is associated with secondary diseases such as
kidney disease, which occurs due to the accumulation of lipids in the kidney, which can cause
lipotoxicity, inflammation and loss of organ function. Polyunsaturated fatty acids (PUFAS) act
in the production of lipid mediators and have anti-inflammatory characteristics. PUFAs may
provide health benefits, but they are easily oxidized in contact with oxygen, compromising the
supplementation required by the individual. One way to avoid this oxidation and increase the
bioavailability of PUFASs is pharmaceutical nanotechnology, which also makes it possible to
reduce the dose of the drug. To evaluate the histopathology of the renal cortex of obese mice,
three-month-old male C57BI/6 mice were fed with control or high-fat diets (60% lipids) for 18
weeks. In the last 4 weeks, the animals received daily placebo, capybara oil (OC) free (at doses
of 100 and 5000 mg/kg) or in nanoemulsion (100 mg/kg). Parameters such as body mass, lipid
profile, systolic blood pressure, renal function, structure and ultrastructure of the renal cortex,
fibrosis, tissue inflammation and oxidative stress were analyzed. Treatments with free OC
(5000 mg/kg) and in nanoemulsion in obese mice showed improvement in lipid profile and
reduction in systolic blood pressure levels, in addition to a beneficial remodeling of the renal
cortex with preservation of the basement membrane of Bowman's capsule, glomeruli and
proximal and distal convoluted tubules. Our data demonstrated that both treatments decreased
inflammation, oxidative stress and renal fibrosis, as evidenced by quantifying the expression of
TNF-a, IL-10, CAT, SOD, a-SMA and TGF-B. However, only OC nanoemulsion treatment
was able to improve renal function and decrease body mass, blood glucose and triglyceride
concentrations. Therefore, our results demonstrate, for the first time, that OC nanoemulsion
treatment has beneficial effects on systemic and local changes in obese mice, being considered
a promising treatment for obesity-associated kidney disease.

Keywords: Obesity. Kidney injury. Capybara oil. Omega-3. Inflammation. Fibrosis.

Nanoemulsion.
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INTRODUCAO

Obesidade

A obesidade foi primeiramente definida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
em 2000, como o acumulo anormal ou excessivo de gordura. Para ser classificado obeso, 0
individuo é avaliado quanto a sua adiposidade corporal. Para isso, calcula-se seu indice de
massa corporal (IMC). O IMC ¢ o resultado da divisdo do peso em kg pela altura em metros
elevada ao quadrado (kg/m?). Individuos com IMC igual ou acima de 30 kg/m? sdo considerados
obesos (Tabela 1). E muito utilizado pela facilidade e simplicidade de obtencao, além de poder
ser empregado em todas as fases da vida (OLIVEIRA et al., 2020). No entanto esse indice ndo
leva em conta a massa magra nem a distribuicdo da gordura corporal. Considerando que o
aumento de gordura visceral (intra-abdominal) é um fator de risco potencial para doencas,
independentemente da gordura corporal total, € importante também ser feita a medicdo da

circunferéncia abdominal.

Tabela 1 — Classificacdo internacional da obesidade para humanos segundo o indice de massa

corporal (IMC) e risco de doenca

Classificacio IMC Risco de doenca
Peso normal 18.5-24.9 keg/m” Normal
Sobrepeso ou pré-obeso 25-29.9 kg/m’ Aumentado
Obesidade grau I 30-34.9kg/m’ Moderado
Obesidade grau II 35-39.9kg/m’ Severo
Obesidade grau III  ou >40kg/m* Muito severo

obesidade morbida

Fonte: ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000.

Com o aumento exponencial na prevaléncia da obesidade e 0 consequente interesse dos
pesquisadores em estudar essa doenca, esse conceito foi ampliado. A obesidade passou a ser

definida como de origem multifatorial, resultante de fatores genéticos, fisiol6gicos, ambientais
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e psicolodgicos, proporcionando o acumulo excessivo de energia sob a forma de gordura no
organismo (ROMIEU et al., 2017; PEREIRA et al., 2003).

Segundo o Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo para Doencas Cronicas
por Inquérito Telefénico (VIGITEL), as estimativas de prevaléncia de obesidade da populacéo
acima de 18 anos nas capitais brasileiras aumentaram de 15 para 18% de 2010 a 2014 e
passaram para 20,3% em 2019, em ambos os sexos (BRASIL, 2020). De acordo com a Pesquisa
Nacional de Saude, ao longo de 17 anos a prevaléncia de obesidade mais que dobrou em 2019,
tanto para homens (de 9,6% para 22,8%) quanto para mulheres (de 14,5% para 30,2%)
(BRASIL, 2019). A projecdo é que em 2025 cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com
sobrepeso e mais de 700 milhdes serdo obesos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2016).

Por ser uma doenca multifatorial é dificil mensurar a influéncia de cada uma das
variaveis envolvidas no processo de ganho de peso (BERNARDI et al., 2005). Dados apontam
que sua ocorréncia estd relacionada a fatores dietéticos e ambientais associados a uma
predisposicdo genética (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000). O determinante
mais imediato do acimulo excessivo de gordura e, por consequéncia, da obesidade, € o balango
energético positivo. O balanco energético pode ser definido como a diferenca entre a quantidade
de energia consumida e a quantidade de energia gasta na realizacdo das funcges vitais e de
atividades em geral. O balango energético positivo acontece quando a quantidade de energia
consumida é maior do que a quantidade gasta (COHEN, J. B.; COHEN, D. L., 2015;
APOVIAN; GOKCE, 2012). Esse desequilibrio é consequéncia de um estilo de vida mais
sedentério e crescente consumo de alimentos ricos em energia levando a um acimulo anormal
ou excessivo de gordura, caracteristico da obesidade (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2018). Outros fatores também s&o associados ao peso corporal, tais como: sexo; idade;
cor da pele; antecedentes familiares de obesidade; situacdo conjugal; nivel socioecondmico;
grau de escolaridade; tabagismo e consumo de alcool (GONZALEZ et al, 2017; MENDONCA,;
ANJOS, 2004; OLIVEIRA et al., 2009).

Em um estado obeso, o tecido adiposo branco aumentado ndo serve apenas para
armazenar triglicerideos (TG), mas também secreta uma grande quantidade de adipocinas,
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, que tornam a obesidade um estado de inflamacdo
crénica. A inflamacdo cronica e o aumento da lipdlise contribuem para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (COLLABORATION NCDRF, 2016; SHOELSON et al., 2007). O

aumento da lip6lise no tecido adiposo na obesidade libera grande quantidade de &cidos graxos
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(AGs) livres na corrente sanguinea, que influem em tecidos periféricos, causando
lipotoxicidade aos tecidos (GANCHEVA et al., 2018). A lipotoxicidade tecidual induz
disfuncdo mitocondrial e promove estresse oxidativo e estresse de reticulo endoplasmatico
(RUAN et al., 2009).

Diversas investigacOes associam a obesidade a outras doencgas cronico-degenerativas,
tais como dislipidemia, hiperinsulinemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo arterial,
aterosclerose e esteatose hepatica ndo alcoolica, que, em conjunto, contribuem para 0 aumento
da morbimortalidade em todo o mundo, além de compreender o diagndstico da sindrome
metabdlica (SM). Assim como a obesidade, a SM tem sua etiologia associada a fatores
genéticos e ambientais e vem crescendo de forma alarmante (BLUHER, 2019; FOSTER-
SCHUBERT; CUMMINGS; TOCK et al., 2006).

Além disso, a obesidade tem sido reconhecida como um fator de risco importante e
independente para o desenvolvimento de doenca renal cronica (DRC) e doenca renal terminal
(CAMARA et al., 2017; HSU et al., 2006). No estado hiperlipidémico crénico, o acimulo
excessivo de lipidios também ocorre no rim, onde a lipotoxicidade impulsiona a ativacdo de
vias pro-inflamatorias, pré-fibrogénicas e pro-apoptoticas, causando lesdo celular e disfungéo
renal (CHEN et al., 2019; D’AGATI et al., 2016; DE VRIES et al., 2014).

Com o avanco da obesidade e de doencas associadas a ela, comecaram a ser criados
modelos experimentais animais para compreender melhor o papel que cada elemento envolvido
tanto na sua fisiopatologia quanto nas suas morbidades associadas. Modelos animais sdo
geralmente usados para explorar 0s mecanismos subjacentes a doenca e investigar novas
estratégias terapéuticas. Cada vez mais tem se utilizados modelos com a inducéo de dieta HL,
ja que esse modelo mimetiza as alteracGes metabdlicas encontradas na obesidade metabdlica
(WEST; YORK, 1998; WINZELL; AHREN, 2004). As linhagens mais utilizadas para esses
modelos sdo as linhagens isogénicas ou inbred de camundongos, sendo elas C57BL/6,
C57BL/6J, AKR/J ou A/J (WHITE et al., 2013).

Muitos pesquisadores tém utilizado preferencialmente dietas com alto teor de gordura,
chamadas dietas HLs (em inglés high-fat ou HF) para gerar modelos de roedores obesos (LI et
al., 2020; SEO et al., 2021; SUN et al., 2020; WANG et al., 2020). A alimentacdo de
camundongos com dieta rica em gordura é conhecida por induzir varias alteracdes sistémicas,
incluindo obesidade, hiperglicemia e metabolismo lipidico, que sdo semelhantes aos
observados em pacientes com SM (SURWIT et al., 1988; WEST et al., 1992). A primeira

descri¢do de que uma dieta HL induziu obesidade através de uma intervencao nutricional foi
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em 1959 (MASEK; FABRY, 1959). Em ratos e camundongos existe uma relacéo entre o nivel
de gordura na dieta e 0 peso corporal ou ganho de gordura. O tipo de gordura também
desempenha um importante papel, ou seja, nem todos os tipos de gordura sao obesogénicas e o
perfil de AGs da dieta € uma importante variavel no desenvolvimento da obesidade dietética
(HARIRI; THIBAULT, 2010).

Nesse sentido, diferentes dietas tém sido usadas com composi¢des de gordura que
variam entre 20% e 60%, tendo como fonte a gordura de origem animal (ex: banha de porco ou
sebo bovino) ou a gordura de origem vegetal (ex: 6leo de milho) (BUETTNER et al., 2007).
No presente estudo buscamos avaliar as alteragdes fisiopatoldgicas e morfoldgicas renais
durante a obesidade com administragéo de dieta rica em gorduras proveniente da banha de porco
(60% da energia total) em linhagem de camundongos C57BI/6. A escolha da dieta HL se deu
devido a estudos que ja observam que a administracdo dessa dieta a longo prazo é capaz de
desenvolver diversas consequéncias nos animais, entre elas: obesidade, hiperinsulinemia,
hiperglicemia, hipertenséo e danos relacionados ao rim, com indugéo de disfungéo lisossomal
levando a lesdo renal (DEJI et al., 2008; JIANG et al., 2005; KUME et al., 2007; WEI et al.,
2004; YAMAMOTO et al., 2017;).

Histologia e fungéo renal

Os rins sdo os 6rgdos responsaveis pela manutencdo do volume e da composicao do
fluido extracelular de cada individuo dentro dos limites fisioldégicos compativeis com a vida.
Eles desempenham suas fun¢des através da filtracdo glomerular, reabsorcéo e secrecédo tubular,
levando a excrecdo das substancias indesejadas na urina. Além disso, 0s rins secretam
hormbnios e exercem importante papel na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico, da
osmolaridade e do equilibrio acido-base. Os rins estdo localizados na parede da cavidade
retroperitoneal, sdo envolvidos por uma céapsula de tecido conjuntivo denso e seu parénquima
é constituido por uma zona cortical e medular. Cada rim possui uma borda convexa e outra
concava, na qual se situa uma regido denominada hilo, por onde passam a artéria e a veia renal,
0 suprimento nervoso e o ureter. O parénquima renal € formado de duas regides principais: 0
cortex, contendo tubulos contorcidos e glomérulos, que constitui a parte externa, e a medula,

composta principalmente por tubulos retos, que constitui a parte interna. Na regidao medular,
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observam-se projecdes conicas denominadas pirdmides renais que se projetam para a pelve
renal, uma continuacao da parte superior do ureter. A borda externa da pelve é formada pelos
calices maiores, que se dividem em calices menores e coletam a urina proveniente dos tubulos
(AIRES, 2008; GUYTON; HALL, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; RIELLA, 2003).
A representacdo esquematica e a vista panoramica histoldgica renal podem ser evidenciadas

nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

Figura 1 — Representacdo esquematica do rim

A Cortex Medula
Cilices \ Tabulo Tuabulo
menores C contorcido contorcido
proximal distal
Pélvis 5 )
renal ’\\\ ,Capsula
Artéria \\\\\\4\
eferente _ \
; \ 7
. . v /
Hilo Glomérulo ) / < /\ Cortex
Artéria =~

Calice aferente \

maior /“— / (
Porgdo espessa descendente —— ‘ ? / /
B Corplisculo Alga de Henle ,'\‘//‘J / e
“anal ~ Medula
Porgdo espessa ascendente /
\
\ / |
Porgdo delgada — ¥ / /
\ /
Tecido adiposo - Cortex \\_ / 7\ ~ Ducto coletor
: Medula X / [
Pélvis renal —7 b f \ /
| [ & p — Pirdmide medular / (
2 ) A

~— Raios medulares

e
™~ Coluna renal

Legenda: Estrutura macroscopica do rim (A); Destaque da regido cortical e medular (B); Organizacdo com detalhes
do cortex, medula e dos componentes do néfron, tais como: corpUsculo renal (composto pelo glomérulo
e capsula de Bowman), tibulos contorcidos proximal e distal e alca de Henle (C)).

Fonte: Adaptada de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017.
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Figura 2 — Vista panoramica histoldgica renal pela coloracdo de Hematoxilina-Eosina
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Nota: A fotomicrografia evidencia a capsula de tecido conjuntivo denso; a zona cortical, na qual é possivel
identificar corpUsculos renais distribuidos pelo cértex; a zona medular subdividida em regifes medular
externa, com vasos de maiores calibres, e interna. Fotomicrografia em pequeno aumento.

Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017.

A unidade funcional do rim é o néfron, formado pelo corpusculo renal, tabulo proximal,
alca de Henle e tabulo distal. O tbulo contorcido distal encosta-se no corpusculo renal do
mesmo néfron, e, nesse local, sua parede se modica. Suas células tornam-se cilindricas e altas,
com nucleos alongados e préximos uns dos outros. Esse segmento modificado da parede do
tubulo distal, que aparece mais escurto nos cortes corados denomina-se macula densa). A
maécula densa é sensivel ao contetido i6nico e ao volume de dgua no fluido tubular, produzindo
moléculas sinalizadoras que promovem a liberacdo da enzima renina na circulagdo. O primeiro
segmento do néfron, o corpasculo renal ou de Malpighi, é constituido por um tufo de capilares,
o glomérulo, que ¢é envolvido pela capsula de Bowman. O glomérulo é um enovelado capilar
formado a partir de subdivisGes da arteriola aferente que, posteriormente, se unem formando a
arteriola eferente. Esses capilares sdo envolvidos pela capsula de Bowman, uma estrutura que
tem forma de célice, possuindo parede dupla entre as quais fica o0 espaco de Bowman, ocupado
pelo filtrado glomerular. A parede externa da capsula constitui o folheto parietal, e é formada
por epitélio simples pavimentoso, sendo responsavel pela manutencdo da integridade da
capsula. A parede interna, o folheto visceral, é constituida pelos poddcitos, capazes de fazer
endocitose e participar da sintese e manutencao da membrana basal do glomérulo. Os poddcitos
estdo sobre a membrana basal e sdo formados pelo corpo celular, de onde partem 0s

prolongamentos primarios e a medida que se diferenciam, estendem os mesmos ao redor dos
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capilares e ddo origem a inimeros prolongamentos secundarios denominados pedicelos, ambos
envolvem completamente os capilares. Os pedicelos interdigitam-se com pedicelos de
podadcitos vizinhos, onde entre eles ha espagos alongados, as fendas de filtracdo, que permitem
que o ultrafiltrado do sangue entre na capsula de Bowman. Os capilares glomerulares sdo do
tipo fenestrado e, entre as células endoteliais e os poddcitos, ha uma membrana basal (Figura
2) (AIRES, 2008; CARNEIRO, 2017; JUNQUEIRA; RIELLA, 2003). A representacédo
esquematica da ultraestrutura do capilar glomerular e do folheto visceral da capsula de Bowman

e corte histologico da camada cortical do rim sdo observados nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Figura 3 — Representacdo esquematica da ultraestrutura do capilar glomerular e do folheto

visceral da capsula de Bowman
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Nota: E constituido pelos poddcitos com prolongamentos primarios e secundarios, formando a fenda de filtrag&o.
Tanto os prolongamentos dos poddcitos quanto o capilar fenestrado estdo apoiados na membrana basal.
Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017.
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Figura 4 — Fotomicrografia da camada cortical do rim pela Coloragdo de Picrosirius-

Hematoxilina em médio aumento

Legenda: Tubulos Contorcidos Proximais (TCP), Tubulos Contorcidos Distais (TCD).

Nota: A fotomicrografia evidencia o corplsculo renal, tibulos contorcidos proximais (TCP) e distais (TCD). A
seta aponta a macula densa do tlbulo distal préximo ao polo vascular do corpusculo renal do mesmo néfron.
A cabeca de seta aponta as membranas basais dos capilares glomerulares e dos tdbulos renais.

Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017.

O plasma sanguineo presente no ldmen dos capilares glomerulares enfrenta,
passivamente, uma barreira de ultrafiltracdo até que alcance o limen da capsula de Bowman
como filtrado glomerular ou urina primitiva. Essa barreira de ultrafiltracdo possui trés estruturas
e sdo elas: células endoteliais fenestradas dos capilares, membrana basal glomerular (MBG) e
podécitos com suas juncdes especializadas ou fenda diafragmatica (PATRAKKA,;
TRYGGVASON, 2010; Ross, 2018). Juntos, esses componentes impedem fisicamente (selecdo
por tamanho) e eletroquimicamente (repulsdo de cargas) a saida de macromoléculas do sangue,
garantindo a retencdo de proteinas grandes no plasma, como a albumina (66 kDa) (ECKARDT
et al., 2013). Finalmente, o ultrafiltrado resultante, quase livre de proteinas, segue do limen da
capsula de Bowman para os tabulos renais para ajuste fino do que deve ou ndo ser excretado na
urina. No tdbulo proximal, a maior parte das proteinas de baixo peso molecular que ainda
passou para o filtrado s&o reabsorvidas e assim apenas tragos de proteinas sdo excretados na
urina (BRIFFA et al., 2013; ROSS, 2018) (Figuras 5 € 6).
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Figura 5 — Diagrama simplificado da barreira de filtragdo glomerular
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Nota: Diagrama simplificado da barreira de filtragdo glomerular evidenciando o poddcito sobre a MBG e seus
prolongamentos secundarios, os pedicelos, se interdigitando e formando as fendas de filtragdo. Abaixo da
MBG esté esquematizado o capilar glomerular formado por células endoteliais fenestradas.

Fonte: ROSS, 2018.

Figura 6 — Fotomicrografia da ultraestrutura do cortex renal observado no microscopio

eletrénico de transmissao
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Nota: Fotomicrografia da ultraestrutura do corpisculo renal observado no microscépio eletrénico de transmissao
evidenciando em menor aumento o poddécito, os capilares frenestrados e 0 espaco subpodocitario. Em
destaque observa-se a membrana basal glomerular e as fendas de filtracdo (setas) formadas pelas
interdigitacdes dos pedicelos.

Fonte: ROSS, 2018.
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Uma vez que a barreira de filtracdo sofre lesdo ou aumenta sua permeabilidade, seja por
danos em poddcitos ou em seus outros componentes, ela perde a capacidade de selecionar
adequadamente o conteudo do filtrado, o que pode resultar em maior passagem de proteinas,
como a albumina, caracterizando albuminuria, processo comum em doencas renais. A MBG,
situada entre células endoteliais e poddcitos, € uma lamina basal espessa (300 a 370 nm), que
resulta da fusdo das membranas basais do endotélio e dos poddcitos — as células da camada
visceral da capsula de Bowman. Em virtude de sua espessura, a membrana basal glomerular é
vista como uma estrutura proeminente em cortes histologicos corados com o &cido periddico-
Schiff (PAS), uma vez que é formada por uma "rede" de glicoproteinas e proteoglicanos,
fornecendo a primeira estrutura de suporte ao tufo glomerular. A MBG é composta de uma rede
que consiste em colageno do tipo IV, laminina, nidogénio e entactina, juntamente com
proteoglicanos de heparam sulfato, como a agrina e o perlecam, e glicoproteinas multiadesivas.
As moléculas com carga elétrica negativa rettm moléculas carregadas positivamente, e 0
colageno IV com a laminina constituem um filtro de macromoléculas, que atua como uma
barreira fisica. Com isso, a MBG restringe 0 movimento das particulas, geralmente proteinas,
com mais de aproximadamente 70.000 Da ou raio de 3,6 nm, como a aloumina ou hemoglobina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; NAYLOR et al., 2021; ROSS, 2018). O espessamento da
MBG estd associado a albumindria, além de alteracdo da taxa de filtragdo glomerular
(MARSHALL, 2016). Adicionalmente, os poddcitos, intimamente associados aos capilares e a
MBG, estdo vulneraveis as mudancas metabolicas e pressdes hemodinamicas (ALGHAMDI et
al., 2017). A resposta dos poddcitos a injaria é determinada por suas alteracdes moleculares e
ultraestruturais. Dependendo da gravidade e da duragdo da injuria, as alteraces nas funcGes
dos poddcitos podem evoluir para um quadro de alteracdo na filtracdo glomerular e aloumindria
(MUNDEI; REISER, 2010; SHANKLAND, 2006).

Outro tipo celular presente nos glomérulos e intimamente associados a MBG sdo as
células mesangiais, que produzem matriz mesangial extracelular fornecendo sustentacao
estrutural aos poddcitos. Além disso, elas participam de mecanismos de fagocitose e da
modulacdo da filtragdo glomerular, regulando o fluxo sanguineo nos capilares glomerulares
através de suas propriedades musculares de contracdo e relaxamento. A célula mesangial
também produz citocinas, agentes vasoativos, sintetiza e degrada varias substancias do tufo
glomerular. Na matriz mesangial s&o encontrados glicosaminoglicanos sulfatados, laminina e
fibronectina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ROSS, 2018).
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A obesidade pode levar a hipertrofia glomerular, onde os poddcitos precisam cobrir uma area
maior expandindo os processos podais. Se esse aumento ndo for proporcional a hipertrofia
glomerular isso pode levar ao descolamento do poddcito (WIGGINS, 2005). Em caso de
persisténcia da injuria, o tecido normal acaba sendo substituido por tecido fibrético, o que leva
perda funcional da regido afetada (KAISSLING et al., 2013).

Doenca renal associada a obesidade

A obesidade ndo sO esta fortemente associada as duas principais causas de DRC,
hipertensdo e diabetes, mas também é um fator de risco independente para o préprio
desenvolvimento da DRC e doenca renal em estagio terminal. Evidéncias sugerem que, em
geral, o aumento do risco de DRC cresce com o aumento do IMC (MOUNT et al., 2015;
WICKMAN; KRAMER, 2013; DE VRIES et al., 2014).

O mecanismo exato pelo qual a obesidade leva a doenca renal ainda nao foi
completamente elucidado. Entretanto, associado ao acumulo lipidico no rim, dados na literatura
apontam como principais causas a hiperglicemia e hipertensao. Essas alteracdes patoldgicas nas
doencas renais relacionadas a obesidade sdo promovidas pelo estresse oxidativo e inflamacéo.
O acumulo crdnico de energia causa um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio
geradas e seu sistema de defesa, levando ao estresse oxidativo excessivo (MOUNT et al., 2015).
Durante esse processo, hé superativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
na tentativa de equilibrar a funcéo renal alterada pela inflamacgdo (RUSTER et al., 2013).

Dados indicam que as alterac@es renais geradas pela obesidade ocorrem principalmente
como consequéncia do desbalanco entre a lip6lise e a lipogénese, gerando um actimulo de
lipideos no rim. O excesso de lipideos pode causar lipotoxicidade desencadeando um processo
inflamatdrio e/ou perda da funcdo do orgdo (EO et al., 2017). Além disso, a demanda
metabolica exigida com o aumento da massa corporal (MC) pode levar ao processo de leséo
tubular, hiperfiltracdo e aumento da presséo intraglomerular, culminando no risco de lesé&o renal
(KOVESDY et al., 2006). O acumulo de lipideos pode ser observado em células mesangiais,
podacitos e células epiteliais do tdbulo proximal, essas ultimas parecem ser particularmente

mais susceptiveis ao dano pela desregulacdo do metabolismo lipidico normal uma vez que a
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maior fonte de energia provém da B-oxidagdo dos AGs (BOBULESCU, 2010; YAMAMOTO
etal., 2016).

A homeostase dos AGs € regulada por uma complexa interagdo, com a captacao de AGs
ndo-esterificados (ou AGs livres) do plasma e AGs de novo e a p-oxidacao de AGs e exportacao
via lipoproteinas (BOBULESCU, 2010; YANG et al., 2017). A esteatose renal ocorre quando
a taxa de entrada de AGs (captacdo e sintese) excede a taxa de saida (oxidacdo e secre¢do)
(POSTIC; GIRARD, 2008; YANG et al., 2017). Estudos em animais alimentados com dieta
hiperlipidica (HL) demonstraram que o metabolismo lipidico renal alterado culmina no
acumulo de AGs em forma de TG (3 moléculas de AGs esterificados com glicerol) causado por
diminuicdo de enzimas de oxidagdo de AGs e aumento de enzimas envolvidas na lipogénese
(KUME et al., 2007).

No contexto da ingestdo excessiva de calorias, a capacidade do corpo de armazenar
gordura no tecido adiposo é excedida e ocorre 0 acimulo de lipidios ectopicos em varios 6rgaos.
Acumulacdo lipidica ectdpica refere-se ao acimulo de gordura em tecidos ndo adiposos como
musculo, figado, rins e pancreas resultante de uma ingestdo de energia que excede gradualmente
a capacidade do corpo de armazenar gordura no tecido adiposo branco (GAl et al., 2019). Essa
situacdo € caracterizada por hipertrofia de adipdcitos, resisténcia a insulina, desregulacdo de
citocinas e adipocinas inflamatorias e recrutamento de macréfagos M1 (pré-inflamatério) e M2
(anti-inflamat6rio), assim como outras células imunes, como os linfocitos CD4+ (T-helper) e
CD8+ (T-citotoxicas) para o tecido adiposo inflamado. As células T citotoxicas CD8+ sdo
conhecidas por se acumular e proliferar no tecido adiposo obeso, contribuindo assim para a
inflamacdo local e sistémica e disfuncdo metabodlica do tecido adiposo (NISHIMURA et al.,
2009; TALUKDAR et al., 2012; WU et al., 2007). PopulacGes distintas de células imunes,
incluindo eosindfilos, macrofagos M2 reparadores, células linfoides inatas tipo 2, células T
“natural killer” invariantes (INKT), células B e células T reguladoras, atuam para neutralizar
esses efeitos pro-inflamatérios. Essas células residem no tecido adiposo em condigdes normais,
mas sdo reduzidas no tecido adiposo obeso (MOLOFSKY et al., 2013; NISHIMURA et al.,
2013; WANG; WU, 2018). A leptina derivada do tecido adiposo juntamente com citocinas
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-6 e IL-1pB sdo responsaveis por
estimular as vias de sinalizagéo pro-inflamatorias em varios orgéos, incluindo os rins (KAMEI
et al., 2006; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003). A lipotoxicidade renal ocorre em todas as
principais populaces de células renais, incluindo células mesangiais, poddcitos e células

epiteliais do tabulo proximal. O acimulo de lipidios no rim é mediado pela ativacdo de
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maltiplas vias inflamatérias e sinalizacdo de TGF-B. A carga geral de efeitos lipotoxicos
causados pelo acumulo ectopico de lipidios e adipocinas no rim resulta em estresse oxidativo,
ativacdo do SRAA, inflamacéo e fibrose, levando a danos nos compartimentos glomerular e
tubular (BRENNAN et al., 2021; DE VRIES et al., 2014; GAl et al., 2019) (Figura 7).

Figura 7 — Representacdo da associacao entre acumulacao lipidica ectdpica e a doenga renal
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Fonte: Adaptada de BRENNAN et al., 2021.

Diversos estudos em modelos animais de obesidade induzida por dieta HL tém
demostrado que o acumulo ectdpico de lipideos esta envolvido nas mudangas estruturais e
funcionais das células renais (DE VRIES et al., 2014; JIANG et al., 2005; DEJI et al., 2008;
BOBULESCU et al., 2010; KUME et al., 2007; BRENNAN et al., 2021; ESQUINAS et al.,
2020). Camundongos alimentados com dieta HL apresentaram um quadro de albuminuria e
alteracoes fisiopatoldgicas renais, como o acumulo lipidico, aumento na deposicéo de coldgeno
tipo IV nos glomérulos e infiltragdo de macréfagos na medula renal, glomerulomegalia,
expansdo de matriz mesangial, espessamento da MBG, glomeruloesclerose, aumento de
moléculas fibréticas, como o ativador de plasminogénio tipo 1 e fator de crescimento endotelial
vascular (DEJI et al., 2008; FANG et al., 2015; JIANG et al., 2005; MIN et al., 2014;).

Além disso, Bobulescu et al. (2014) mostraram pela primeira vez, em humanos, que a
obesidade esta associada com aumento do acumulo de TG, por exemplo, predominantemente

nas células tubulares renais. No mesmo ano, Herman-Edelstein et al. observaram metabolismo
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lipidico alterado e acimulo de lipideos no rim de humanos com nefropatia diabética, com vias
de B-oxidacdo de AGs menos ativas. Kang et al. (2015) também observaram oxidacao
defeituosa de AGs e acumulo de lipideos em células tubulares fibroticas de humanos.

A via final comum de dano renal frequentemente envolve inflamagé&o e fibrose. Por isso,
terapias que podem atuar no processo inflamatério, como AGs poli-insaturados (PUFAS)
O0mega-3 sdo consideradas promissoras. Estudos experimentais usando uma variedade de
modelos mostraram efeitos benéficos de PUFAs émega-3 (AN et al., 2009; HIRAHASHI 2017,
LIN etal., 2022; YAMAMOTO et al., 2021; ZANETTI et al., 2017).

Acidos graxos poliinsaturados

Atualmente, a forma mais eficaz tanto para o tratamento da obesidade, quanto das
alteracdes sistémicas e locais que ela possa acarretar, envolvem modifica¢fes no estilo de vida
e na dieta de pacientes com essas morbidades. A pratica de atividades fisicas e a alimentacéo
saudavel geram beneficios significativos no tratamento da obesidade. Entretanto, s6 uma
pequena porcentagem desses pacientes consegue implementar essas medidas de forma a se
tornarem eficaz (FRAULOB et al., 2012). Assim, a busca de novas opgdes terapéuticas, entre
elas opcdes farmacoldgicas vém crescendo cada vez mais, sendo a utilizacdo de PUFAs uma
alternativa promissora (MATRAVADIA et al., 2014).

Os AGs sdo acidos carboxilicos caracterizados por apresentar longa cadeia de
hidrocarbonetos com um grupo carboxila e um grupo metila em cada uma de suas extremidades
(ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018). Podem ser divididos em saturados ou insaturados,
dependendo do grau de saturacdo da molécula. A auséncia de duplas ligacdes é classificada
como saturados e na presenca de duas ou mais ligagoes, insaturados (RUXTON et al., 2004).
Os AGs mais comuns e os adquiridos pela dieta sdo principalmente na forma de TG e séo
armazenados para reserva energética, transformados em hormonios, transportadores,
mensageiros celulares e constituintes da membrana celular (ALBERTS et al., 2004;
LEHNINGER et al., 2018).

Existem trés importantes séries de PUFAs: 6mega 3 (n-3), 6mega 6 (n-6) e 6mega 9 (n-
9), sendo que esta nomenclatura se refere a posicdo da primeira dupla ligacdo a partir do

terminal metila, carbono denominado 6mega da cadeia de hidrocarboneto (SALA-VILA et al.,
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2008). As séries n-6 e n-3 ndo podem ser sintetizados pelos animais e humanos e devem ser
supridos pela dieta (KAPOOR et al., 2021). A biossintese dos PUFAs n-3 e n-6 compartilham
a mesma enzima desaturase, e, portanto, competem pela mesma via metabélica (RUXTON et
al., 2004). No entanto, as desaturases tém maior afinidade pelos n-3. A série n-6 € derivada do
Acido Linoléico (AL) e a série n-3, do Acido Alfa-Linolénico (ALN). A partir destes PUFAS,
sdo sintetizados os acidos Araquidonico (AA), pelo metabolismo de n-6, e Eicosapentandico
(EPA), Docosapentaendico (DPA) e Docosaexanoico (DHA), pelo metabolismo de n-3
(KAPOOR et al., 2021; PERINI, 2010).

O AA, derivado do AL, € encontrado nas carnes e visceras e 0leos vegetais como soja e
girassol. J& os derivados do ALN (EPA, DPA e DHA) estdo presentes nos peixes, especialmente
nos peixes mais gordurosos, como tuna, salméo, sardinha e carapau, assim como nos vegetais
de folhas verdes escuras e sementes da planta — como chia, linhaca e nozes. A porcdo de um
destes peixes pode prover entre 1,5 a 3,59 destes PUFAs n-3. O Gleo de peixe disponivel
comercialmente apresenta esses PUFAs numa proporcao de cerca 30% do total de lipideos, de
forma que uma capsula contendo 1g de 6leo de peixe normalmente provém aproximadamente
300 mg de PUFAs n-3 (SALA-VILA et al., 2008; KAPOOR et al., 2021).

Os PUFAs sdo essenciais para o individuo e atuam como precursores para a produgdo
de mediadores lipidicos. Esses mediadores, como resolvinas e lipoxinas, possuem
caracteristicas anti-inflamatorias, como a inibi¢do da producéo de citocinas pré-inflamatdrias,
a ativacdo de fatores de transcri¢cdo e o recrutamento de macrofagos, além de modular a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico (MOLFINO et al., 2017).

Os PUFAs sdo importantes também para a funcionalidade normal dos rins. O AA,
derivado do metabolismo de n-6, esta envolvido no desenvolvimento e manutencao das funcbes
renais normais. A molécula ativa prostaglandina (PG) é produzida a partir de AA por enzimas
como a ciclooxigenase (COX). As PGs ajustam o fluxo sanguineo para os rins, a quantidade de
agua corporal e o equilibrio da concentracdo de sodio (KATAKURA et al., 2015). O DHA e 0
EPA, PUFAs n-3, protegem contra insuficiéncia renal aguda isquémica (KIELAR et al., 2003),
nefrotoxicidade (ABD-ELLAH, 2011; JIA et al., 2004; MARIEE; THAKKAR et al., 2000;
PARINYASIRI et a., 2004) e nefropatias diabéticas do tipo 1 (TANEDA et al., 2010) e tipo 2
em roedores (BAYS, 2006; CHIN et al., 2009; GARMAN et al., 2009; KATAKURA et al.,
2014). Esses tipos de insuficiéncia renal estdo intimamente relacionados a inflamacéao, assim
como na obesidade, e promovem a perda da funcédo renal (KATAKURA et al., 2015). EPA e

DHA também mostraram efeitos benéficos na diminuicdo do risco de sindromes
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cardiovasculares e prevencdo do progresso da resisténcia a insulina e da obesidade (Flachs et
al., 2009).

Diversos trabalhos tém estudado a eficacia das fontes de PUFAs para o tratamento da
obesidade e de doencas associadas a ela, como as doencas renais e suas consequéncias. Em
estudo anterior com camundongos obesos foi verificado que a lipoxina é capaz de atenuar o
processo inflamatorio renal, reduzindo a albumindria, a producdo de radicais livres e a
deposicéo de colageno tubulointersticial (BORGESON et al., 2015). Além disso, Muramatsu
et al. (2021) observaram que 0s niveis de espécies reativas de oxigénio no rim diminuiram com
aingestdo de AA e DHA em 16 semanas ap0s inducdo de nefrectomia em modelo experimental.
Estudos apontam que a combinagdo de uma dieta rica em nutrientes e niveis significantes de
PUFAs n-3 e n-6 emergem como parte de uma estratégia equilibrada para o tratamento da
hipertensdo (DEMARCO, et al., 2014).

Atualmente, a suplementacdo mais utilizada de PUFAs é com 6leo de peixe (GO et al.,
2016; INNES; CALDER, 2020). Entretanto, essa e outras fontes mais comuns de extracéo
vegetal ou animal possuem um processo complexo para sua obtencdo e geram pequena
guantidade de produto final (PANAHI et al., 2016). Logo, fontes alternativas de obtencédo

desses PUFAs, como o 6leo de capivara, seriam de extrema importancia no cenério atual.

Oleo de capivara

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) estd amplamente distribuida na América do
Sul e é o maior roedor existente, sendo 0 consumo de sua carne um costume cultural em paises
como Venezuela e Brasil. Ela possui grande potencial econémico devido ndo s a sua carne,
mas também ao seu couro e dleo (FEDERICO; CANZIANI, 2005; GIRARDI et al., 2005). O
Brasil possui locais licenciados pelo IBAMA para criacdo de capivaras, sendo um deles a
Fazenda Santa Luzia (Goiés, Brasil), que é um criadouro destinado a carnes de caga, onde
apesar de haver o aproveitamento de varias partes do animal, a gordura é geralmente
desprezada.

Os estudos com o Oleo de capivara ainda sdo limitados na literatura. No entanto,
trabalhos anteriores observaram que o 6leo extraido da gordura da capivara contém 19,6% de

AGs linoleico e 17,9% de alfa-linolénico, que correspondem aos AGs essenciais n-6 e n-3
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respectivamente (FUKUSHIMA et al., 1997). Além disso, o éleo também é constituido por
AGs oleico (35,6 a 39,8%) e palmitico (20,7% a 24,3%) (PINHEIRO et al., 2001). O éleo de
capivara € um dos componentes do Capivarol, com indicacéo de propriedades que auxiliam em
doencas respiratorias como bronquite, asma e reumatismo (PINHEIRO, 2008), além de ser
utilizado como remédio tradicional da dieta no Paraguai (FUKUSHIMA, et al., 1997).

Poucos trabalhos investigaram sobre os efeitos do 6leo de capivara. Porém, Fukushima
et al. (1997) observaram que o 6leo reduz a concentracdo de colesterol total (CT) e os niveis
sanguineos de VLDL, lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) em ratos alimentados com dieta rica em colesterol, quando comparados com
outros 6leos de origem animal. Além disso, dados do nosso grupo demonstraram que 0 mesmo
é capaz de acelerar o processo de cicatrizacdo em feridas cutaneas de ratos (MARINHO et al.,
2013) e melhorar a esteatose, inflamacdo e a atividade mitocondrial hepatica (MARINHO et
al., 2018). Sendo assim, o dleo de capivara se apresenta como uma alternativa promissora de
PUFAs para estudo, além de possibilitar a extracdo em grandes quantidades em um custo
reduzido, se tornando uma alternativa sustentavel.

Os efeitos do 6leo de capivara estdo associados aos seus AGs n-3 de raro balanco, o que
dé& uma luz sobre a necessidade de estudos do seu possivel uso como nutracéutico (PINHEIRO,
2008). Os PUFAs podem fornecer grandes beneficios & salde, entretanto sdo facilmente
oxidados quando em contato com o0 oxigénio, o que compromete a suplementacdo requerida
pelo individuo (SHUKLA; PERKINS, 1991). Uma forma de evitar essa oxidacdo e aumentar a
biodisponibilidade dos PUFAS € a nanotecnologia farmacéutica, que surgiu nas Gltimas décadas
(ESQUERDO et al., 2015).

Nanotecnologia farmacéutica e Nanoemulsdes

A nanotecnologia é focada em caracterizagdo, fabricacdo, manipulacéo e aplicacdo de
estruturas bioldgicas e ndo bioldgicas na escala nanométrica (SAHOO et al., 2007). Nos ultimos
30 anos, a nanotecnologia farmacéutica vem crescendo exponencialmente, possibilitando
inovagdes desafiadoras para o ramo da farmacologia. Essa nova tecnologia revoluciona o
processo de entrega dos compostos biologicamente ativos e pode ser aplicavel em diversas areas
da satude (COUVREUR; VAUTHIER, 2006).
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A nanotecnologia pode ser definida como o estudo e o controle de materiais em
dimensGes menores do que 1000 nm. O emprego da nanotecnologia tem levado a abordagens
inovadoras em diversas areas da salde, sendo crescente a sua participacao no desenvolvimento
de novas formulagdes farmacéuticas, com grande potencial de aplicacdo na liberacao controlada
de farmacos (HOET et al., 2004; COUVREUR; VAUTHIER, 2006). A reducao do tamanho de
particula e a producdo de novos sistemas em escala nanométrica confere propriedades
importantes e diferenciadas a estes nanossistemas frente aos sistemas convencionais ja
conhecidos. O emprego da nanotecnologia na area farmacéutica promove uma liberacao
controlada e visa a vetorizacao a alvos especificos no organismo, o que possibilita uma reducgéo
de dose com consequente diminuicao dos efeitos adversos, redugdo na toxicidade e uma maior
adesdo do paciente a terapéutica (FARAJI; WIPF, 2009). Este aspecto é extremamente
relevante no caso de doengas crénicas onde, na maioria das vezes, o tratamento é prolongado.
Além disso, a nanotecnologia pode auxiliar na veiculacdo de compostos lipofilicos, protecdo da
degradacdo, aumento da estabilidade e biodisponibilidade de farmacos (COUVREUR et al.,
2002).

Apesar de ser considerada uma tecnologia recente, diversos estudos apontam para a
vantagem da utilizacdo de compostos nanoencapsulados ou nanoparticulados, como reducao da
dose do medicamento e melhor absorcéo do farmaco (D'ALMEIDA et al., 2017; ESQUERDO
et al., 2015). Dependendo da estrutura e composicdo das nanoparticulas, estas apresentam
propriedades fisico-quimicas especificas e diferentes possibilidades de aplicacGes. Entre as
diversas classes de materiais empregadas com a finalidade de entrega de farmacos, os sistemas
coloidais baseados em polimeros tém atraido muita atencdo devido a flexibilidade oferecida
pelos métodos de sintese macromolecular, diversidade quase infinita dos polimeros em termos
de natureza, propriedades e composicdo, além de sua facilidade de funcionalizacdo (ZHANG
etal., 2011; ELSABAHY; WOOLEY, 2012; KAMALY et al., 2012). Dessa forma, a producéo
de sistemas coloidais a base de polimeros representa uma das mais promissoras oportunidades
para o tratamento de diversas doencas.

A composicdo e estrutura de nanossistemas apresentam propriedades fisico-quimicas
especificas e diversas possibilidades diferentes de aplicacfes. As diversas op¢Bes de materiais
empregados com a finalidade e entrega de farmacos incluem nanoparticulas lipidicas sélidas,
nanocapsulas, nanocompositos para a embalagem dos alimentos ou nanoemulsdes (Jee et al.,
2006). As nanoemulsbes apresentam maior razéo entre a area e o volume de superficie, maior

estabilidade em relacdo ao indice de polidispersao e a agregacdo (CHEN; INBARAJ, 2019).
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As nanoemulsdes séo, entdo, uma excelente escolha para o encapsulamento e entrega
de farmacos, podendo carrear tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas. A grande area
interfacial entre o dleo e a agua pode melhorar a solubilidade dos ativos e, também, modificar
adsorcéo e biodisponibilidade (MCCLEMENTS, 2013; SANTANA et al., 2013). Sendo assim,
a producdo de nanoemulsdes contendo Oleo de capivara pode possibilitar um aumento da
biodisponibilidade de PUFAs, caracterizando uma oportunidade promissora para o tratamento

de diversas doencas, incluindo a doenca renal decorrente de alteracdo metabolica.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos do 6leo de capivara livre ou em nanoemulsdo nos parametros
morfologicos bioquimicos e fisiologicos renais de camundongos C57BI/6 alimentados com

dieta controle ou hiperlipidica.

1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos sdo:
a) caracterizar fisico-quimicamente o 6leo de capivara;
b) desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente nanoemulsao contendo éleo
de capivara;
c) avaliar os efeitos da administracdo do Oleo de capivara livre e em
nanoemulsdo em camundongos obesos no (a):
- massa corporal, pressao arterial e niveis de glicose no sangue;
- bioquimica plasmaética com avaliagcdo do CT, HDL, LDL, VLDL, TG,
creatinina e ureia;
- bioquimica urinaria com andlise de creatinina, ureia e proteinas
urinarias para avaliacdo do comprometimento da funcéo renal;
- morfologia estrutural do cortex renal;
- morfologia ultraestrutural do cértex renal;
- atividade de enzimas antioxidantes implicadas no estresse oxidativo do
rim; e

- remodelamento e processo inflamatdrio e fibrotico do cortex renal.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao do oleo de capivara e producao da nanoemulséo

A gordura subcutanea da capivara foi adquirida do Criadouro de Animais Silvestres e
Exdticos Fazenda Santa Luzia (Itaberai, Goias, Brasil), que possui autorizacdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) para criacao e
comercializacdo de carnes de animais exoéticos. A extracdo do 6leo foi realizada através do
processamento hidrotérmico da gordura em banho-maria, obtendo-se o éleo em sua forma
liqguida (MARINHO, et al., 2013) para sua posterior administracdo oral nos animais, via
gavagem orogastrica.

Parte do 6leo foi separado e enviado para a Universidade Federal do Mato Grosso
(UFMT) para a realizacdo das analises fisico-quimicas e producdo das nanoemulsfes pela
professora Dra. Stela Regina Ferrarini no Laboratorio de Nanotecnologia Farmacéutica.

Para o preparo das suspensfes de nanoemulsdes contendo o dleo de capivara foram
utilizadas formulacdes preparadas por emulsificacdo espontdnea. O monoestearado de
sorbitano e o dleo de capivara (componentes da fase orgénica) (1 mg/ mL) foram dissolvidos
sob agitacdo magnética a 40°C em acetona e injetados na fase aquosa (polissorbato 80 e dgua),
sob agitacdo e permanecendo nesta condi¢do por 10 min. Logo em sequéncia, a formulacgéo foi
concentrada a um volume final de 10 mL em evaporador rotatorio para eliminagdo do solvente
organico e de parte da dgua. A nanoemulsdo branca foi preparada sem a adi¢do do 6leo de
capivara, sendo este substituido por um 6leo inerte, TG de cadeia média (JAGER et al., 2009).
Na caracterizacao fisico-quimica das formulacdes em cada lote de formulacédo foi determinado
o tamanho das particulas e o indice de polidispersao através do espalhamento de luz dindmico
(Zetasizer® ZS, Malvern, Reino Unido). A confirmacéo dos parametros e 0 monitoramento do
movimento browniano das suspensdes foi realizado através do equipamento NanoSight®
(Amesbury, Reino Unido). O potencial zeta foi determinado pelo principio de mobilidade
eletroforética de sistemas coloidais utilizando-se o Zetasizer®. O pH foi determinado em
potenciometro e a morfologia das nanoemulsdes por microscopia eletronica de transmissdo. A
determinacdo da concentracdo do 6leo de capivara em nanoemulsdo foi realizada através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). E na determinacéo do tempo maximo que as
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suspensdes poderdo ser utilizadas para 0s experimentos biologicos sem apresentar nenhum
fendmeno de instabilidade fisica, foi utilizada a metodologia de espalhamento multiplo de luz

através do Turbiscan LAb® (Formulaction Co., Franca).

2.2 Animais e dieta

Os procedimentos foram realizados de acordo com as guias convencionais para
experimentacdo em animais. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica
para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (n.° CEUA/031/2018) do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Neste trabalho, foram utilizados 60 camundongos C57BI/6 machos, com 3 meses de
idade, pesando em média 26 g. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Histologia e Embriologia (DHE) na UERJ sob condicGes controladas (temperatura 21+2 °C,
umidade 60 £ 10%, ciclo de luz invertido de 12 h — claro/ escuro e ciclo de reposicéo de ar 15
min/h) e receberam dieta controle ou HL e agua filtrada durante todo o experimento, de acordo
com os grupos experimentais. As dietas foram escolhidas de acordo com a AIN93-M (Reeves
et al., 1993) e manipuladas pela empresa Pragsolucdes Biociéncias (S&o Paulo, Brasil). As
composicdes detalhadas das dietas estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2- Composicéo e contetido energético das dietas controle e hiperlipidica (dietas a base

de AIN-93M)
Nutrientes (g/ kg) Dieta Controle Dieta hiperlipidica
Caseina 140 190
Amido de milho 620,69 250,68
Sacarose 100 100
Banha de porco 0 320
Oleo de soja 40 40
Fibras 50 50
Mix Vitaminas* 10 10
Mix Minerais* 35 35
L-Cystine 1.8 1.8
Choline 2.5 2.5
Antioxidante 0,008 0,016
Total () 1000 1000
Energia (kcal/kg) 3573 5404
Carboidratos (% energia) 76 26
Proteina (% energia) 14 14
Lipideos (% energia) 10 60

Legenda: * Vitaminas e minerais presentes no mix estdo de acordo com a AIN93-M.
Fonte: A autora, 2023.

O desenho experimental teve a duracdo total de 18 semanas (Figura 8). Os animais
receberam 4g/ dia de dieta controle (C) ou hiperlipidica (HL) durante todo o periodo
experimental. Sendo assim, 0s 60 animais foram inicialmente divididos em dois grupos: 30
animais foram alocados no grupo denominado Controle (C) e os outros 30 no grupo
denominado Hiperlipidico (HL).

Transcorridas 14 semanas, esses dois grupos foram entdo subdivididos, formando dez
grupos (descritos mais adiante). Da 152 até a 182 semana de experimento, 0s dez subgrupos
receberam Oleo de capivara em sua forma livre (5000 mg/ kg/ dia ou 100 mg/ kg), nanoemulsao
de 6leo de capivara (100 mg/ kg) ou placebo (agua filtrada) para que tivessem o mesmo tipo de
influéncia durante a manipulagdo. A administragdo do dleo livre, nanoemulséo ou placebo se

deu via gavagem orogastrica, diariamente.
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Para fins de entendimento, o periodo compreendido até a 14? semana foi denominado

pré-tratamento e o periodo compreendido entre a 152 até a 182 semana foi denominado pos-

tratamento.

Os 10 subgrupos (n= 6/ grupo) sdo detalhadamente explicados a seguir:

a)
b)

c)

d)

9)

h)

)

C: Camundongos receberam dieta controle e placebo;

C + OCL: Camundongos receberam dieta controle e 6leo de capivara livre
na dose de 5000 mg/ Kg;

C + OC 100: Camundongos receberam dieta controle e 6leo de capivara livre
na dose de 100 mg/ Kg;

C + OCN: Camundongos receberam dieta controle e nanoemulséo contendo
6leo de capivara na dose de 100 mg/ Kg;

C + NB: Camundongos receberam dieta controle e nanoemulsdo sem o
principio ativo;

HL: Camundongos receberam dieta hiperlipidica e placebo;

HL + OCL: Camundongos receberam dieta hiperlipidica e éleo de capivara
livre na dose de 5000 mg/ Kg;

HL+ OC 100: Camundongos receberam dieta hiperlipidica e 6leo de capivara
livre na dose de 100 mg/ Kg;

HL + OCN: Camundongos receberam dieta hiperlipidica e nanoemulsao
contendo 6leo de capivara na dose de 100 mg/ Kg;

HL + NB: Camundongos receberam dieta hiperlipidica e nanoemulsdo sem

0 principio ativo.
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Figura 8 — Desenho experimental
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Fonte: A autora, 2023.

2.3 Massa corporal e pressdo arterial sistélica

A afericdo da pressdo arterial sistdlica (PAS) foi realizada mensalmente no periodo pré-
tratamento e quinzenalmente no periodo poés-tratamento através do método ndo invasivo da
pletismografia da artéria caudal (Kent Scientific, EUA) em todos 0s grupos experimentais, com
0S animais conscientes, a partir da semana zero (antes da ingestdo da dieta) até o fim do
experimento (semana dezoito). Todos os animais foram aclimatados durante duas semanas,
antes do periodo experimental, para minimizar o estresse durante as afericbes da PAS. As
aferi¢Oes foram feitas por meio de um garrote e de um sensor de pulso colocados em torno da
cauda de cada animal. Estes foram conectados ao registrador, o qual insufla e exsufla
automaticamente o garrote, e detecta o desaparecimento e o aparecimento da onda de pulso na
artéria caudal determinando, assim, a PAS. A média de trés aferi¢des de cada animal foi
utilizada.

A MC foi verificada semanalmente durante todo o experimento, em balanca digital de
precisdo (0,01g). A evolucdo da MC dos camundongos no decorrer das semanas foi calculada

e tracada.
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2.4 Teste oral de tolerancia a glicose

A fim de avaliar a tolerancia a glicose, o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi
realizado no inicio do experimento (para verificar a normalidade da amostra). O teste foi
realizado mensalmente apds a ingestdo da dieta, tanto no periodo pré-tratamento, quanto no
poOs-tratamento. Para tal procedimento foi verificada a glicose de jejum; em seguida foi
administrada por gavagem a solucédo de glicose a 25% (2g/ kg/ animal), e entdo nos tempos de
15, 30, 60, 90 e 120 minutos a glicose foi novamente aferida.

Nos dias de afericdo os animais permaneceram em jejum de oito horas. O sangue foi
coletado através de uma incisdo pequena na ponta da cauda do camundongo, e a concentracdo

de glicose plasmatica foi medida (glicosimetro Breeze 2, Bayer).

2.5 Excrecdo urindria, eutanasia e obtencdo das amostras de sangue e teciduais

Na 18 semana de experimentacdo, 24 h antes da eutanasia, os animais de todos os
grupos experimentais foram colocados em gaiolas metabélicas (n=3/ grupo) e a urina de 24 h
foi coletada.

No dia da eutandsia, os animais foram profundamente anestesiados com pentobarbital
(40 mg/ kg), intraperitonealmente. Através de incisdo mediana (na linha alba), o abdémen e
torax foram expostos. As amostras de sangue foram extraidas por puncgéo cardiaca e colocadas
em tubos previamente heparinizados (0,1 ml), sendo imediatamente centrifugado a 819 x g por
10 min, a temperatura ambiente. O plasma foi armazenado em refrigeracdo a -20°C para
posteriores analises.

Em seguida, os rins foram cuidadosamente dissecados, clivados e fixados em

paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% ou congelados a -80°C.
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2.6 Bioquimica plasmética e urinaria

A partir do plasma extraido do sangue de cada animal, foi possivel a realizacdo das
andlises bioquimicas. Foi feita a dosagem dos niveis de creatinina, ureia, TG, CT, HDL, LDL
e VLDL.

Além disso, a fim de avaliar a funcdo renal, foram feitas dosagens urinarias dos niveis
de creatinina, ureia e proteinas urinarias.

As anélises do plasma e urina foram realizadas por espectrofotometria, de acordo com
as especificagdes do fabricante (Bioclin System I, MG, Brasil).

2.7 Histoquimica e Imunohistoquimica

As amostras de rins fixados em paraformaldeido 4% foram clivadas com bisturi
longitudinalmente e lavadas por 2 h em &gua corrente. Apds a lavagem, as amostras teciduais
foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool, 70% (overnight), 90%, 100% (2x),
por 1 h em cada etapa. Posteriormente, o material foi clarificado através de dois banhos de xilol,
sendo 20 min em cada. Em seguida, os fragmentos de rins foram inseridos duas vezes em
parafina (Proquimios, Brasil) a 60 °C por 30 min em cada etapa e incluidos ha mesma. Todos
os fragmentos incluidos em parafina foram seccionados em 5 um de espessura em micrétomo
(American Optical, modelo Spencer, Estados Unidos). As seccOes foram desparafinadas em
estufa a 60 °C por 5 min e os cortes foram hidratados, como a seguir: 2 banhos de xilol, alcool
100%, 90%, 70% e &gua destilada, por 2 min em cada etapa.

Para histoquimica, as laminas foram coradas pelos métodos de Hematoxilina-Eosina e
Acido Periddico Schiff. Em seguida, os cortes foram lavados em &gua destilada e diafanizados
em concentracdes crescentes de alcool, 70%, 90%, 100% e xilol. As laminas foram montadas
com Entellan (Merck, Alemanha) e laminulas e visualizadas ao microscopio 6ptico.

Para realizacdo da tecnica de imunohistoquimica, foram utilizadas ldminas histoldgicas
revestidas com silano (Sigma-Aldrich, USA). Inicialmente, a atividade da peroxidase enddgena
foi bloqueada utilizando peréxido de hidrogénio a 3%, por 15 min e os cortes foram lavados

com tampéo fosfato salino (PBS) 3 vezes, por 5 min cada vez. As laminas foram submetidas a
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recuperacao antigénica com tampéo citrato, pH 6,0, por 20 min a 60 °C. Em seguida, os cortes
foram lavados novamente com PBS e marcaces inespecificas dos anticorpos foram bloqueadas
através da incubacdo em PBS/BSA (soroalbumina bovina) 3%, por 20 min, em temperatura
ambiente. Os cortes foram, entdo, incubados com os anticorpos primarios TNF-a, TGF-B, IL-
10 e a-SMA (Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos) diluidos em PBS (proporg¢éo 1:100)
em camara Umida overnight a 10 °C. No dia seguinte, os cortes foram lavados com PBS e
incubados com anticorpo secundario biotinilado, por 1 h, e, posteriormente, com a
estreptavidina (Dako, Estados Unidos), por 30 min, em temperatura ambiente. Apds lavagens
com PBS, os produtos da imunorreacdo foram visualizados usando o reagente
diaminobenzidina (DAB) (Dako, Estados Unidos) e contracorados com Hematoxilina de
Harris. As laminas foram entdo hidratadas em concentracdes crescentes de alcool, 70%, 90%,
100% e xilol e montadas com Entellan e laminulas para posterior observacdo ao microscopio
Optico. O controle negativo da reagdo foi obtido omitindo a etapa de incubacdo do anticorpo
primario.

Para quantificacdo da expressdo das substancias citadas acima, foi utilizado o software
Image-Pro Plus versdo 7.0. Para tal, foram analisados 10 campos aleatdrios de cada lamina, ao

microscopio optico (Olympus BX53 com cdmera Olympus DP72 acoplada, Japao).

2.8 Estresse oxidativo

Fragmentos de rim congelados a -80°C foram homogeneizados para realiza¢éo do ensaio
enzimatico de estresse oxidativo em tampdo KPE, como realizado por Kennedy-Feitosa et al.
(2016). A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi verificada através do monitoramento
da inibicdo da auto-oxidacdo de adrenalina (Sigma-Aldrich, USA) em 480 nm. A analise da
atividade da enzima catalase (CAT) foi feita atraves da mensuracdo da taxa de diminuicéo de

peroxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich, USA), com concentra¢cBes mensuradas em 240 nm.
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2.9 Microscopia eletrénica de transmissao

As amostras teciduais foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,2, a 4°C por 24 h. O material foi clivado e lavado 3 vezes por 10 min em
tampdo cacodilato de sédio 0,1 M e incubado em tetroxido de 6smio 1% por 1 h. Apos as
lavagens, as amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona, 30%, 50%,
70%, 90% e 100%, por 30 min em cada fase. Posteriormente, o material foi infiltrado com
acetona e resina Epon (TedPella, Estados Unidos) [25mL de Epon 812, 17 mL de anidrido metil
nadico (MNA), 8 mL de anidrido dodecenil succinico (DDSA), 32 gotas de 2,4,
tridimetilaminametilfenol (DMP) nas proporc¢des de 2:1 por 2 h, 1:1 por 2 h e 1:2 por 2 h]. No
dia seguinte, o material foi inserido em resina epon pura, em tubos abertos por 4 h, e
posteriormente incluido em nova resina epon, polimerizada em estufa, a 60 °C, por 3 dias.

Em seguida, foram realizados cortes ultrafinos (60-70 nm) de areas selecionadas com
ultramicrotomo (Leica Ultracut-UCT, Leica Aktiengesellschaft, Austria) que foram
contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo para observacdo em microscopio
eletronico de transmissédo JEOL JEM1200EX (JEOL, Brasil) da Plataforma de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal Fluminense, a 80 kV.

2.10 Microscopia eletronica de varredura

Fragmentos dos rins foram fixados em glutaraldeido 2,5% por 24 h a 4°C. Os
fragmentos foram lavados no tampao cacodilato de sddio 0,1 M, pos-fixados com tetréxido de
6smio 1% diluido em 0,1 M tampdo cacodilato de sddio. Apds novas lavagens, o material foi
desidratado em série crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e absoluto 2x), 30 min cada
etapa. O material foi levado ao aparelho de ponto critico para a substitui¢do do etanol pelo CO»,
posteriormente fixados em stubs com fita adesiva de carbono e metalizados com ouro. Apds a
metalizacdo, o material foi analisado no microscopio eletrénico de varredura JEOL-JSM-6390-
LV da Plataforma Rudolf Barth de Microscopia Eletronica do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz,
a 25 kV.
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2.11 Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como meédia = desvio padrdo. As andlises estatisticas
foram realizadas pela comparacédo entre os grupos, e as diferencas entre eles foram testadas.

A comparacdo dos dados foi realizada através do teste t-Student (no periodo pré-
tratamento) ou two-way ANOVA (no periodo pds-tratamento) seguindo-se do pds-teste de
Holm Sidak. As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes
quando valores de p < 0,05.

O software Graphpad Prism versdo 6.0 para Windows (GraphPad Software, Estados

Unidos) foi utilizado para realizar as analises estatisticas e para confeccao dos graficos.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de capivara e da nanoemulsao

A analise organoléptica do 6leo de capivara mostrou que, a 25°C, ele se apresentava em
estado liquido, limpido com cor amarelo citrino, indicando uma grande quantidade de gordura
poli-insaturada. A analise fisico-quimica (Tabela 3) demonstrou que ele possui uma acidez em
torno de 0,378 + 1,68, 0 que corrobora com a quantidade de acido oleico encontrado na analise
da composicdo do 6leo de capivara (3,76%) descrito na Tabela 4 e se encontra dentro dos
valores de referéncia estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa N° 49, de 22 de dezembro de 2006,
do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA).

A avaliacdo do indice de perdxido mostrou uma baixa rancidez, 5,08 + 0,712 em uma
escala de 0 a 20, onde 20 é considerado alto teor de rancidez, estabelecendo-se no limite
superior determinado pela IN 49/2006. Este dado é corroborado pela auséncia de umidade na
amostra, visto que a umidade pode levar a reacdo de hidrélise e oxidacdo dos AGs
poliinsaturados e aumentar a rancidez do dleo. A avaliacdo de cinzas totais no 6leo mostrou um
teor de 6,84% de impurezas. Apesar de poder ser considerado um valor elevado, 0 método de
extracdo do 6leo de capivara doado pelo criadouro ndo foi qualificado e o 6leo ndo foi refinado,

0 que pode estar diretamente relacionado ao valor do teor de impurezas na amostra (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos do 6leo de capivara. O desvio calculado é o desvio

padrdo relativo

Parametros Oleo de capivara
Acidez (% &cido oleico) 0,378 + 1,68
indice de peréxidos (meg/ Kg) 5,08 0,712
Cinzas (% m/m) 6,84
Umidade Ausente

Fonte: A autora, 2023.
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A anélise da composicdo quimica do 6leo de capivara foi realizada por cromatografia
de alta eficiéncia (Tabela 4) e mostrou a presenca de diversos AGs, dentre eles o0 &cido palmitico
(56,06%), o acido estedrico (16,22%), o acido linoleico (10,93%), o acido miristico (9,48%) e
0 &cido oleico (3,76%) como os principais componentes do 6leo de capivara. Para obtencéo de
valores referenciais da composicdo de 6leo rico em PUFAs, foi utilizado o 6leo de peixe. O
Oleo de peixe apresentou valores menores para os acidos palmitico (52,73%), esteérico
(11,55%), linoleico (2,63%) e oleico (2,62%) e valor elevado para &cido miristico (21,48%) em

sua composicdo quando comparado com o 6leo de capivara.

Tabela 4 - Composicao quimica do 6leo de capivara

OLEO DE CAPIVARA OLEO DE PEIXE

COLIFOETS Area % Area %
Ac. Caprico 188340 0,15 11676 0,02
Ac. Laurico 249570 0,2 323897 0,57
Ac. Miristico 11717628 9,48 12246077 21,48
Ac. Palmitoleico 3799566 3,07 4327190 7,59
Ac. Palmitico 69325636 56,06 30059691 52,73
Ac. Linoleico 13518208 10,93 1491217 2,62
Ac. Oleico 4645935 3,76 1494724 2,62
Ac. Esteéarico 20058741 16,22 6584705 11,55
Ac. Araquidico 152567 0,12 278791 0,49

Ac. Erucico - - 944 0
Ac. Beenico 5221 0 43290 0,08
Ac. Lignocérico - - 149928 0,26
TOTAL 123661412 100 57012130 100

Fonte: A autora, 2023.

Além disso, foram analisadas as caracteristicas organolépticas do 6leo de capivara e as
nanoemulsdes contendo o 6leo de capivara e dleo inerte (Nanoemulsdo Branca- NB), utilizada
como controle negativo (Tabela 5). As nanoemulsdes do Oleo de capivara e branca
apresentavam-se também em estado liquido, com cor branca leitosa sem deposicdo de
precipitado. Utilizando duas metodologias de avaliagdo das propriedades fisico-quimicas das
nanoemulsdes — analise por difracdo a laser e a espectroscopia de correlagdo de fotons— as
nanoemulsdes NB apresentaram um didametro entre 0,186+0,012 um e 175,0+0,007 nm,
respectivamente. A andlise das nanoemulsdes contendo 6leo de capivara (OCN) evidenciaram
uma variagdo de didmetro maior entre as particulas (0,337+£0,041 pum e 183,9+£2.37nm,

respectivamente). Utilizando as mesmas metodologias acima, a homogeneidade e amplitude de
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distribuicdo das particulas nas formulagdes foram avaliadas atraves de pardmetros como a
distribuicdo dos tamanhos da particula (Span) e o indice de polidisperséo (PDI). Nossas analises
evidenciaram uma distribuicdo de particulas de 1,725+0,025 Span e PDI de 0,089+0,021para
nanoemulsdo NB. Ja a nanoemulsdo OCN apresentou uma distribuicdo de tamanho de
particulas de 0,651+0,039 Span e PDI 0,109+0,022. Além disso, foi observado pH é&cido
(NB:5,44+0,27 e OCN:5,57) e os valores negativos, proximos de zero, do potencial Zeta (NB:
-6,72+0,13 e OCN: -9,43+0,68).

Tabela 5 — Caracterizacdo fisico-quimica da nanoemulsdo branca (NB) e nanoemulsdo
contendo o 6leo de capivara (OCN)

. Resultados
Caracteristicas
NB OCN
Difracdo de esfera
186 + 12 7+ 41
equivalente (d4.3) (um) 0,186+ 0,0 0,337£0,0
Difracdo a Laser Distribuicio do t h
stribuicdo dotamanio —— 2554 g 025 0,651 + 0,039
das particulas (Span)
Diametro médio das
nanoparticulas (Z- 1,75 £ 0,007 183,9+2,37
Espectroscopia de Avarage) (nm)
correlagdo de indi idi 3
! o Indice de polidispersdo 0,089 + 0,021 0,109 + 0,022
fotons (P1)
Potencial Zeta (mV) -6,72+£0,13 -9,43 £ 0,68
pH 5,44 + 0,27 5,57

Fonte: A autora, 2023.

3.2 Analise da massa corporal

A MC dos camundongos foi verificada semanalmente durante todo o periodo
experimental a partir da semana zero (antes de iniciar a administracdo das dietas). No periodo
pré-tratamento, a MC dos animais do grupo C se manteve constante durante todas as semanas
(27,8 £ 1,5 g). Os animais do grupo HL apresentaram um aumento progressivo e significativo
da MC (31,2 £+ 2,3 g) quando comparados com 0s animais alimentados com dieta controle, a

partir da 42 semana de experimento (Figura 9A).
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No periodo pos-tratamento, a MC dos animais dos grupos alimentados com dieta
controle (C: 26,9+ 1 g, C+OCL: 27,5+ 0,9 g, C+OCN: 27,7+ 1,3 g, C+OC100: 27,2+ 1,2ge
C+NB: 27 £ 1,6 g) permaneceu constante e ndao apresentou diferencas significativas entre eles.
Ja a MC dos animais dos grupos alimentados com dieta HL continuou aumentada quando
comparado aos grupos alimentados com dieta controle. Os grupos HL+OC100, HL+NB e HL
nédo apresentaram diferenca significativa entre si ao longo das semanas de tratamento (35,6 £
2,4 g; 358 = 2,7 g; 38,7 + 2,5 g, respectivamente). Os grupos HL+OCL e HL+OCN
apresentaram uma reducao da MC (37,9 £ 2,8 g; 35,8 + 1,2 g, respectivamente), porém somente
no grupo HL+OCN foi observada uma diminuig&o significativa quando comparado ao grupo

HL a partir da 172 semana (Figura 9B).

Figura 9 — Evolucdo da massa corporal dos grupos experimentais
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Legenda: Evolucdo da massa corporal em gramas (g); dados referentes a MC de camundongos dos grupos C e HL,
avaliada nas semanas pré-tratamento (A), dados referentes a MC de camundongos de todos os grupos
experimentais, avaliada nas semanas pos-tratamento (B).

Nota: (a), (b), (c), (d), (e), (f) representam p<0,05 em relagdo aos grupos C, C+OCL, C+OCN, C+OC100, C+NB

e HL, respectivamente. n=6 para todos 0s grupos experimentais.

Fonte: A autora, 2023.

3.3 Andlise do teste oral de tolerancia a glicose

O TOTG foi realizado nos camundongos antes do inicio do experimento para
verificacdo de uma amostra homogénea (més 0) e mensalmente nos periodos pre (meses 1, 2 e
3) e pos tratamento (més 4). Os resultados foram avaliados pela area sob a curva (ASC) (Figura
10).



49

No periodo pré-tratamento, foi observado que os animais do grupo HL (1324 + 199,5
mg/ dL/ min) apresentaram um aumento significativo dos niveis de glicose plasmatica a partir
do 1° més de administracdo das dietas comparado aos animais do grupo C (1129,5 £+ 122,9 mg/
dL/ min). No periodo pds-tratamento, os niveis de glicose dos animais dos grupos alimentados
com dieta controle (C: 988,6 + 45,6 mg/ dL/ min, C+OCL: 994,7 + 184,4 mg/ dL/ min, C+OCN:
1045 + 83,3 mg/ dL/ min, C+OC100: 1163,6 + 69,5 mg/ dL/ min e C+NB: 946,2 + 89,4 mg/
dL/ min) permaneceu constante e ndo apresentou diferencas significativas entre si. No entanto,
0s grupos HL, HL+OC100 e HL+NB (1498,3 + 86,5 mg/ dL/ min; 1380,6 + 99,5 mg/ dL/ min;
1339 + 176 mg/ dL/ min, respectivamente) apresentaram um aumento significativo dos niveis
de glicose em relagdo aos grupos alimentados com a dieta controle. Nos grupos HL+OCL e
HL+OCN (1328,6 + 84,8 mg/ dL/ min e 1212,8 + 48,4 mg/ dL/ min, respectivamente) foi
observado uma diminuicdo dos niveis de glicose plasmatica comparado ao grupo HL. No
entanto, somente o grupo HL+OCN apresentou diminui¢éo significativa em relacdo ao grupo
HL, indicando que o tratamento com nanoemulséo de éleo de capivara foi capaz de atenuar o

quadro de intolerancia a glicose.

Figura 10 - Teste oral de tolerancia a glicose (mg/ dL/ min) nos periodos pré e pos-tratamento
de todos 0s grupos experimentais
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Nota: Teste oral de tolerancia a glicose (mg/ dL/ min) nos periodos pré e pés-tratamento de todos os grupos
experimentais. Os resultados foram avaliados pela &rea sob a curva (ASC). (a), (b), (c), (d), (e), (f)
representam p<0,05 em relacéo aos grupos C, C+OCL, C+OCN, C+0OC100, C+NB e HL, respectivamente.
n=6 para todos 0s grupos experimentais.

Fonte: A autora, 2023.

3.4 Analise da pressao arterial sistélica

A PAS dos camundongos foi verificada mensalmente durante todo o periodo pré-

tratamento a partir da semana zero. No periodo pos-tratamento, a PAS foi aferida
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quinzenalmente, a fim de acompanhar o efeito do tratamento na evolugéo da hipertensdo (Figura
11). No periodo pré-tratamento, a PAS dos animais do grupo HL apresentou aumento
progressivo e significativo a partir do 2° més de experimentacdo (172,8 = 17,2 mmHg)
comparado aos animais do grupo C, que se manteve constante ao longo das semanas (130,2 +
10,9 mmHg). No periodo pds-tratamento, a PAS dos animais dos grupos alimentados com dieta
controle se manteve constante durante todas as semanas do experimento (C:133 £ 4,85 mmHg;
C+0OCL: 130,9 + 4,87 mmHg; C+OCN: 131,3 + 5,96 mmHg; C+0OC100: 130,8 £ 2,86 mmHg;
C+NB: 131,4 + 3,82 mmHg) e ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Ja a PAS
dos animais dos grupos alimentados com dieta HL apresentou um aumento significativo
comparada a dos animais alimentados com dieta controle. No entanto, 0s animais dos grupos
tratados HL+OCL e HL+OCN apresentaram reducdo significativa (167 + 12,6; 159,9 + 9,9
mmHg, respectivamente) dos niveis de PAS na ultima semana de tratamento quando comparado
aos grupos HL, HL+ OC100 e HL + NB (174,8 £ 4,3 mmHg; 174,4 £ 8,2 mmHg; 175,3 £ 5,8

mmHg, respectivamente).

Figura 11 — Evolucéo da pressao arterial sistélica de todos os grupos experimentais nos periodos

pré e pos-tratamento
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Nota: Evolucao da presséo arterial sistolica em milimetros de mercurio (mmHg) de todos os grupos experimentais
nos periodos pré e pds-tratamento. (a), (b), (c), (d), (e), (f) representam p<0,05 em relagdo aos grupos C,
C+0OCL, C+OCN, C+0C100, C+NB e HL, respectivamente. n=6 para todos 0s grupos experimentais.

Fonte: A autora, 2023.
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3.5 Analise bioquimica plasméatica

Os niveis plasmaticos de creatinina, ureia, CT, HDL, LDL, VLDL e TG foram avaliados
nos animais de todos o0s grupos experimentais (Figura 12). Os niveis de creatinina (Figura 12
A) e ureia (Figura 12 B) ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos. Os grupos
HL, HL+OC100 e HL+NB apresentaram aumento significativo dos niveis de CT (Figura 12 C),
LDL (Figura 12 E), VLDL (Figura 12 F) e TG (Figura 12 G) quando comparado aos grupos
alimentados com dieta controle (C, C+OCL, C+OCN, C+OC100 e C+NB). J& nos grupos
tratados HL+OCL e HL+OCN foi observada uma diminuicédo significativa dos niveis de CT,
LDL e VLDL comparado ao grupo HL. Na andlise de TG, somente o grupo HL+OCN
apresentou diminuicéo significativa comparado ao grupo HL. Em relacdo ao HDL, considerado
0 colesterol bom, ambos os grupos tratados HL+OCL e HL+OCN apresentaram um aumento

significativo em relacdo aos grupos C, C+OC100, C+NB e HL.
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Figura 12 — Par@metros bioquimicos no plasma de todos os grupos experimentais
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Nota: (a), (b), (c), (d), (e), (f) representam p<0,05 em relacdo aos grupos C, C+OCL, C+OCN, C+0C100, C+NB,
e HL, respectivamente. n=6 para todos 0s grupos experimentais.

Fonte: A autora, 2023;
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3.6 Andlise bioguimica urinaria

Os niveis de creatinina, ureia e proteinas urinarias foram avaliados a partir da urina dos
camundongos de todos os grupos experimentais (Figura 13). Nos niveis de creatinina (Figura
13 A), os animais dos grupos HL, HL+OC100 e HL+NB evidenciaram uma diminuigéo
significativa de sua excrec¢do quando comparado aos animais dos grupos alimentados com dieta
controle, que ndo apresentaram diferenca entre si. Os animais dos grupos HL+OCL e HL+OCN
apresentaram um aumento da excrecao de creatinina comparados ao grupo HL, porém somente
0 grupo HL+OCN apresentou um aumento significativo. Os niveis de ureia (Figura 13 B) ndo
apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos experimentais, apesar dos grupos HL,
HL+OC100 e HL+NB indicarem uma diminuicdo da excrecdo de ureia comparado aos animais
dos grupos alimentados com dieta controle. Na andlise de proteinas urinérias (Figura 13 C), 0s
grupos alimentados com dieta controle ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Os
grupos HL, HL+OC100 e HL+NB apresentaram aumento significativo da excrecdo de proteinas
guando comparado aos grupos alimentados com dieta controle. Os grupos HL+OCL e
HL+OCN apresentaram uma reducao da excrecao de proteinas em relagdo ao grupo HL, porém
somente o grupo HL+OCN diminui significativamente a excre¢do quando comparado ao grupo
HL.
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Figura 13 — Pardmetros biogquimicos na urina de todos 0s grupos experimentais

A 1.5+
2
ng 0 f

— 1.0-
EE N L abcde
o & abe, = B o
Eo d.e
EE
*g‘-' 0.54 !
: =

0.0-
B

Urela urinaria
(g/24h)
& rid
—
T —

C

15- - C
@ abcde mm C+0CL
T abc,de == C+OCN
£z mm C+0C 100
[
>3 mm C+NB
- = HL
5E == HL+OCL
o == HL +OCN
- = HL +OC 100

== HL +NB
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©).
Nota: (a), (b), (c), (d), (e), (f) representam p<0,05 em relagéo aos grupos C, C+OCL, C+OCN, C+OC100, C+NB
e HL, respectivamente. n=6 para todos 0s grupos experimentais.
Fonte: A autora, 2023.
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3.7 Andlise histopatologica do cortex renal

A histopatologia foi analisada através da coloracdo de Hematoxilina-Eosina (Figura 14).
Os grupos alimentados com dieta controle (C, C+OCL, C+OCN, C+OC100 e C+NB)
apresentaram 0s corpusculos renais (setas) e tubulos contorcidos proximais e distais
preservados. No entanto, os grupos HL, HL+OC100 e HL+NB apresentaram perda na estrutura
dos corpusculos e tubulos renais, além de possiveis areas com vesiculas lipidicas (asteriscos).
Nos grupos HL+OCL e HL+OCN foi observado diminuigdo das areas com vesiculas lipidicas
e um remodelamento benéfico do cdrtex renal quando comparado ao grupo HL, principalmente
dos corpusculos e tubulos contorcidos proximais e distais.

Para avaliacdo das membranas basais presentes nas estruturas do cortex renal de todos
0s grupos experimentais, foi utilizada a coloragdo pela técnica do Acido Periddico Schiff
(Figura 15). Os grupos HL, HL+OC100 e HL+NB apresentaram membrana basal intensamente
corada, principalmente envolvendo o folheto parietal da capsula de Bowman (setas) e nos
capilares glomerulares, comparado aos demais grupos experimentais. Essa coloracdo mais
intensa indica um aumento da matriz extracelular mesangial nos glomérulos, que pode estar
associada a patologias renais. Entretanto, os grupos HL+OCL e HL+OCN evidenciaram
preservacao da membrana basal da capsula, dos glomérulos e dos tbulos contorcidos proximais

e distais, apresentando coloracdo comparativa aos grupos alimentados com dieta controle.
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Figura 14 — Avaliacdo da morfologia do cortex renal em fotomicrografias de todos os grupos

experimentais
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Fonte: A autora, 2023.
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Figura 15 — Avaliacdo das membranas basais das estruturas do cortex renal em fotomicrografias
dos grupos experimentais

CONTROLE HIPERLIPIDICO

Nota: As setas evidenciam a membrana basal em cor magenta. Coloragdo: Acido Periddico-Schiff. Barra de
calibragdo 50 pm.
Fonte: A autora, 2023.
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3.8 Anélise da fibrose renal

A andlise da fibrose renal foi analisada através de estudo imuno-histopatologico, por
imunocoloragdo positiva do anticorpo anti-TGF- e anti-a-SMA no cortex renal em todos 0s
grupos experimentais (setas) (Figura 16 A e 16 B, respectivamente). Os grupos alimentados
com dieta HL (HL, HL+OCL, HL+OCN, HL+0OC100 e HL+NB) apresentaram marca¢ao mais
evidenciada principalmente nos tabulos, quando comparado aos grupos alimentados com dieta
controle (C, C+OCL, C+OCN, C+0OC100 e C+NB). Em contrapartida, foi observada uma
diminuicdo das areas de marcacao nos grupos HL+OCL e HL+OCN quando comparado aos
grupos HL, HL+OC100 e HL+NB. Através da quantificacdo dos anticorpos anti-TGF-p ¢ anti-
a-SMA, observou-se um aumento significativo no numero de células marcadas nos grupos HL,
HL+OC100 e HL+NB em relacdo aos grupos controles, assim como uma diminuicdo
significativa desses marcadores nos grupos HL+OCL e HL+OCN quando comparado ao grupo

HL, como mostra as Figuras 16 C e 16 D, respectivamente.
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Figura 16 — Imunomarcacdo e quantificacdo no cértex renal com os anticorpos anti-TGF-f ¢
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Legenda: Fotomicrografias da imunomarcacéo especifica para TGF-f (A). Fotomicrografias da imunomarcacédo
especifica para a-SMA (B). Quantificacdo (pixel/um2) da imunomarcagdo com o anticorpo anti-TGF-
(C). Quantificagdo (pixel/um?) da imunomarcagdo com o anticorpo anti-a-SMA (D).

Nota: As setas indicam a imunomarcac&o positiva principalmente nos tibulos. (), (b), (c), (d), (e), (f) representam
p<0,05 em relagdo aos grupos C, C+OCL, C+OCN, C+OC100, C+NB e HL, respectivamente. n=6 para
todos 0s grupos experimentais. Barra de calibragdo: 50 um (a-SMA) e 100 pum (TGF-B).

Fonte: A autora, 2023.

3.9 Avaliacéo na expresséo de citocinas inflamatorias por imunohistoquimica

Na imunomarcacdo especifica para TNF-a e IL-10 (Figura 17 A e 17 B,
respectivamente), os grupos alimentados com dieta controle evidenciaram uma pequena

expressdo dessas citocinas. Em contrapartida, os grupos HL, HL+OC100 e HL+NB
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apresentaram muitas areas de intensa marcacdo de TNF-a (setas) nos tibulos proximais ¢ distais
e glomérulos e poucas areas de marcacgdo de IL-10. Entretanto, os grupos HL+OCL e HL+OCN
apresentaram marcacGes menos frequente de TNF-a e grande expressdo de IL-10 quando
comparado ao grupo HL. A quantificagdo de TNF-a e IL-10 estdo representadas nas Figuras 17
C e 17 D, respectivamente, e corroboram o0s achados descritos acima, constando aumento
significativo dos niveis de TNF-o nos grupos HL, HL+OC100 e HL+NB e de IL-10 nos grupos
HL+OCL e HL+OCN comparados aos demais grupos. Os grupos alimentados com dieta
controle ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.

Figura 17 — Imunomarcacao e quantificacdo no cortex renal com os anticorpos anti-TNF-a. e
anti-1L-10
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Legenda: Fotomicrografias da imunomarcacdo especifica para anti-TNF-o e IL-10 (A). Quantificacdo da
imunomarcacdo (pixel/ umz2) para o anticorpo anti- IL-10 (B). Quantificacdo da imunomarcacao (pixel/
pm?2) para o anticorpo anti-TNF-a (C). Quantificacdo da imunomarcacdo (pixel/ pm2) para o anticorpo
anti-1L-10 (D).

Nota: (a), (b), (c), (d), (e), (f) representam p<0,05 em relagdo aos grupos C, C+OCL, C+OCN, C+OC100, C+NB

e HL, respectivamente. n=6 para todos 0s grupos experimentais. Barra de calibracdo: 100 pum.

Fonte: A autora, 2023.
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3.10 Analise da atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo

Na anélise da atividade enzimatica de marcadores centrais associados ao estresse
oxidativo (Figura 18), os grupos alimentados com dieta controle (C, C+OCL, C+OCN
C+0C100 e C+NB) néo apresentaram diferenca significativa entre eles. O grupo HL apresentou
aumento significativo da atividade de CAT (Figura 18 A) e SOD (Figura 18 B) comparado aos
grupos alimentados com dieta controle. Em relacdo aos grupos HL+OC100 e HL+NB, ha um
aumento significativo da atividade de CAT comparado aos grupos C+OCL, C+OCN e
C+0C100. J& na atividade de SOD, ha um aumento significativo no grupo HL+OC100
comparado aos grupos C, C+OCL e C+OCN e no grupo HL+NB gquando comparado ao grupo
C. Nos grupos tratados com o 6leo de capivara (HL+OCL e HL+OCN) observa-se uma

diminuig&o tanto da atividade da enzima SOD quanto da CAT comparado ao grupo HL.

Figura 18 — Avaliacdo da atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo de todos 0s

grupos experimentais
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Legenda: Avaliacdo da atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo (U/mg). Quantificacdo da atividade
da enzima antioxidante Catalase (A); Quantificacéo da atividade da enzima antioxidante SOD (B).

Nota: (a), (b), (c), (d), (e), (f) representam p<0,05 em relagdo aos grupos C, C+OCL, C+OCN, C+OC100, C+NB
e HL, respectivamente. n=6 para todos 0s grupos experimentais.

Fonte: A autora, 2023.
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3.11 Avaliagéo da ultraestrutura renal

3.11.1 Microscopia eletronica de varredura

Na analise da ultraestrutura renal por microscopia eletrénica de varredura (Figura 19),
0s grupos controles apresentaram podaocitos (asterisco) integros constituidos de prolongamentos
primarios e secundarios (pedicelos) (seta). Além disso, o corpo celular (estrela) e as fendas de
filtracdo se mostraram preservadas entre as interdigitacdes regulares dos pedicelos. No entanto,
o0s grupos HF, HF+OC100 e HF+NB apresentaram fenda de filtracdo mais dilatada (cabeca de
seta) e pedicelos (seta) com contornos irregulares, além de muitos ndo apresentarem
interdigitacdes regulares, assim como espessamento dos prolongamentos primarios (asterisco).
Além das alteracdes descritas anteriormente, no grupo HF+NB foi observado pedicelos com
terminacOes dilatadas (seta), além de encurtamento dos mesmos. Ja& o grupo HF+OC100
apresentou pedicelos mais delgados (seta) com trajeto irregular, impossibilitando a formacéo
das interdigitacdes, além de prolongamentos primarios mais curtos (asterisco). Os grupos HF
tratados com 6leo livre (HF+OCL) ou nanoemulsdo (HF+OCN) apresentaram remodelamento
benéfico dos prolongamentos primérios (asterisco) e secundarios (seta), com interdigitacdes
regulares dos pedicelos. Adicionalmente, os prolongamentos primarios se apresentaram mais

delgados e alongados em comparacéo aos grupos HF, HF+OC100 e HF+NB.
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Figura 19 — Analise da ultraestrutura renal por microscopia eletronica de varredura de todos o0s

grupos experimentais
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Legenda: Estdo indicadas os podécitos (*), os pedicelos (setas), corpo celular (estrela) e dilatacdo da fenda de
filtracdo glomerular (cabeca de seta).

Nota: Barra de calibragdo: 1 um.

Fonte: A autora, 2023.
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3.11.2 Microscopia eletrbnica de transmissao

Na analise da ultraestrutura renal por microscopia eletrénica de transmisséo (Figura 20),
os animais dos grupos controles (C, C+OCL, C+OCN, C+OC100 e C+NB) apresentaram
numerosos pedicelos (cabega de seta) com espessuras regulares formando as fendas de filtracdo
(seta) com membranas evidentes. Além disso, foi observado que a MBG (asterisco) e 0s poros
dos capilares glomerulares (cruz) apresentaram-se integros. No entanto, os grupos HF,
HF+OC100 e HF+NB apresentaram alteracGes na ultraestrutura, como espessamento da MBG
(asterisco), tamanhos variaveis e irregulares dos pedicelos (cabeca de seta), onde se observam
pedicelos com espessuras diferentes. Adicionalmente, hd descontinuidade dos poros dos
capilares glomerulares fenestrados (cruz). Além das alteracdes evidenciadas anteriormente, no
grupo HF+OC100 ndo foi possivel observar a membrana do poro glomerular, assim como
auséncia da membrana da fenda de filtracdo glomerular. J& no grupo HF+NB hé auséncia dos
poros do capilar glomerular fenestrado e pedicelos mais curtos. Os grupos HF tratados com
Oleo livre ou nanoemulsdo (HF+OCL e HF+OCN, respectivamente) apresentaram
remodelamento benéfico da morfologia dos pedicelos (cabeca de seta) com fendas de filtracdo
(seta) e membranas preservadas. Além disso, foi observada integridade da MBG (asterisco),
assim como continuidade dos poros dos capilares glomerulares (cruz) quando comparado aos
grupos HF, HF+OC100 e HF+NB.
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Figura 20 — Andlise da ultraestrutura renal por microscopia eletrénica de transmissdo de todos

0S grupos experimentais
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Legenda: Estdo indicadas a fenda de filtracdo (setas), os pedicelos (cabecas de seta), a MBG (*) e 0s poros do
capilar glomerular fenestrado (7).

Nota: Barra de calibragdo: 1 um.

Fonte : A autora, 2023.
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4 DISCUSSAO

A dieta HL prolongada em camundongos C57BI/6 é um modelo estabelecido de dieta
que induz obesidade (BELLANTI, et al., 2017). A alimentagdo com alto teor de lipideos (60%
da energia total) em animais experimentais é conhecida por induzir diversas alteracdes
sistémicas, como obesidade, hiperglicemia, perfil lipidico anormal, alteracdes renais, incluindo
albumindria e lesdes glomerulares (DEJI et al., 2008), além de aumento da PAS (CHAAR et
al.; 2016). As modifica¢Ges funcionais sdo intensificadas pelo grau e tempo de instalagdo da
obesidade e pelo ambiente pro-inflamatério e pré-fibrético tipico da obesidade. O resultado
final sdo alteracBes morfo-estruturais glomerulares, que podem se manifestar sob a forma de
glomerulopatia associada a obesidade (KAMBHAM et al., 2001).

No presente estudo, observamos que a indugéo de obesidade em camundongos C57BL/6
causou aumento da MC e elevagdo da PAS. De acordo com estudos anteriores, a fisiopatologia
da hipertensdo associada a obesidade depende de mdltiplos fatores incluindo dieta,
metabolismo, disfuncdo endotelial e vascular, desequilibrio neuroenddcrino, retencéo de sédio,
hiperfiltracdo glomerular, proteinuria e resposta imune e inflamatoria desajustada (RE, 2009;
DEMARCO et al., 2014). Os animais obesos tratados tanto com 6leo de capivara livre (5000
mg/ Kg) quanto em nanoemulsdo apresentaram uma diminuicdo significativa dos niveis de
PAS, porém, somente 0 grupo obeso tratado com nanoemulsdo de 6leo de capivara foi capaz
de reduzir significativamente os niveis de MC.

Além disso, os animais do grupo HL apresentaram intolerancia a insulina, evidenciada
através do aumento dos niveis de glicose plasmatica. As gorduras saturada e monoinsaturada
sdo capazes de promover obesidade e resisténcia a insulina, sendo estas capazes de gerar
aumento da lipogénese. Além disso, a banha de porco (mistura de gordura saturada e
monoinsaturada), utilizada neste trabalho, é a mais recomendada para a geragao de um modelo
valido de roedor obeso com alteracdes metabdlicas (BUETTNER et al., 2006). Em nosso
trabalho, somente os animais tratados com nanoemulsdo de 6leo de capivara apresentaram
diminuigdo significativa dos niveis de glicose plasmatica, evidenciando uma melhora da
resisténcia a insulina causada pela obesidade.

Cada vez mais sdo apontadas evidéncias de que as lesdes celulares de lipotoxicidade
podem causar lesdo renal, incluindo inflamacéo, estresse oxidativo, fibrose, alteragfes nas vias

de sinalizacéo intracelulares e apoptose induzida por lipidios (KATSOULIERIS et al., 2010).
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Nossos achados revelam que camundongos obesos apresentaram alteragdo dos parametros
lipidicos, alteracdo da morfologia estrutural e ultraestrutural com perda da funcéo renal, além
de estresse oxidativo e aumento da fibrose e inflamacéo renal.

Nossos achados mostraram que tanto o tratamento com éleo de capivara livre (5000 mg/
kg) quanto em nanoemuls&o reduziram a fibrose renal, diminuindo a expressao de TGF-f ¢ a-
SMA, desempenhando um papel protetor renal através da supressao da producdo de colégeno.
Estudos anteriores indicaram que o TGF- atua como um dos mediadores chave na progressao
da fibrose renal patoldgica através da producdo de matriz extracelular, aumentando a expressdo
do gene do colageno tipo IV nas células do epitélio tubular, causando hipertrofia e fibrose renal
(BOTTINGER, 2007; FELDMAN et al., 2008; KELLY et al., 2007; NUSSBERGER et al.,
2007). Um dos efeitos fibréticos do TGF-B ocorre por induc¢do de apoptose e estd associada a
deplecéo de poddcitos, glomeruloesclerose, perda de capilares glomerulares ou peritubulares e
atrofia tubular (MEIER et al., 2007; CHO, 2010).

O a-SMA é considerado um marcador de fibroblastos maduros ou miofibroblastos. A
producdo de miofibroblastos no rim constitui a etapa critica que leva a fibrose intersticial renal
(NAGAMOTO et al., 2000), onde a formacdo dos mesmos € mediada pela transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT) das células epiteliais tubulares em fibroblastos e miofibroblastos. Sendo
assim, a EMT renal é considerada outra via importante na patogénese e progressao da fibrose
intersticial renal (BARNES et al., 2011), onde ocorre perda de moléculas de adesao de células
epiteliais, como a e-caderina epitelial, que sdo transformadas em marcador mesenquimal o-
SMA (LIU, 2010; KRIZ et al., 2011). Estudos anteriores indicaram que a inibicdo do acimulo
de miofibroblastos pela via EMT é fundamental na prevencéo da fibrose tubulointersticial e na
preservacdo da funcdo renal (BARNES et al., 2011; KRIZ et al., 2011; LIU, 2010). Estudos
evidenciaram que a utilizacdo de AGs n-3 reduziu a atrofia tubular focal e fibrose intersticial,
com supressdo da expressao renal de a-SMA (FUJIKAWA et al., 1994; SABRY et al., 2006).

A geracdo de radicais livres constitui um processo continuo e fisiolégico, porém a
producéo excessiva pode conduzir a lesdes oxidativas (BARBOSA et al., 2010). No presente
estudo observamos um aumento da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD nos
animais obesos, indicando um aumento de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente,
do estresse oxidativo. Os sistemas antioxidantes existem sob a forma de compostos enzimaticos
e ndo enzimaticos. O sistema anti-oxidante enzimatico inclui a SOD e CAT, por exemplo. Estas
enzimas sdo responsaveis pela remogao do anion superdxido (O27) e peroxido de hidrogénio

(H202), respectivamente (PIETTA, 2000; YU, 1994). O desequilibrio entre os sistemas
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antioxidante e pro-oxidante resulta no estresse oxidativo, que promove alteracbes como
peroxidagdo lipidica, fragmentacdo de DNA e oxidacdo de diferentes moléculas, levando a
morte celular (BARBOSA et al., 2010). Em individuos obesos e na presenca de producéo
excessiva de espécies reativas de oxigénio ou resposta inflamatdria, o rim terd uma grande
chance de ser exposto ao estresse celular, podendo sofrer alteragdes estruturais e perda da sua
funcdo (BOBULESCU, 2010; KIM et al., 2013; MARIC-BILKAN, 2013; OGAWA et al.,
2009).

Em relacdo ao perfil inflamatorio, demonstramos reducdo da inflamacdo renal, com
aumento da expressdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, e diminuicéo da expressao de
TNF-a, uma citocina pro-inflamatéria, em camundongos obesos tratados com 6leo de capivara
livre (5000 mg/ kg) ou em nanoemulsdo. O TNF-a ¢ um importante mediador da inflamacéo e
um importante participante na patogénese da lesao renal, promovendo apoptose por inflamacéo
e 0 acumulo de matriz extracelular, reduzindo a taxa de filtracdo glomerular e aumentando a
permeabilidade a albumina (LEE; CHOI, 2015). A IL-10 é uma citocina com importantes
propriedades anti-inflamatorias, como inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias e
estimulacdo de células anti-inflamatdrias, como células T reguladoras e macr6fagos (MOORE
et al., 2001). Uma deficiéncia na expresséo de IL-10 pode piorar o desenvolvimento da DRC
atraves da progressao da aterosclerose (GEORGE et al., 2004).

Para avaliacdo da funcédo renal, foram analisados os niveis urinarios de creatinina e
proteina. A creatinina € um importante marcador da funcéo renal e € derivada principalmente
do metabolismo da creatina muscular sendo excretada inteiramente pela urina. Portanto, seu
nivel urinario diminui quando ha deficiéncia na capacidade de filtracdo renal, sugerindo que ha
dano aos néfrons (ABENSUR, 2011). Além disso, a presenca de proteina na urina, denominada
proteinuria, € toxica para os tubulos e pode causar inflamacao tubulointersticial e esta associada
a danos ao rim por meio da estimulacdo de efeitos pré-inflamatérios. Sendo assim, este
marcador bioquimico é considerado um forte pardmetro para identificar a progressdo da DRC
(GORRIZ; MARTINEZ-CASTELAO, 2012). No nosso estudo, os animais do grupo HL
apresentaram diminuicdo da excrecao de creatinina e aumento da proteindria. O tratamento com
6leo de capivara livre (5000 mg/ Kg) apresentou uma tendéncia de aumento da excregédo de
creatinina e diminuigéo da proteindria, porém somente o tratamento com nanoemulséo foi capaz
de reverter significativamente seus niveis. Portanto, esses dados indicam que somente o
tratamento com nanoemulsdo contendo 6leo de capivara foi capaz de melhorar a funcéo renal

de camundongos obesos.
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A excrecdo urinéria de proteinas, como a albumina, causa doencas glomerulares como
lesdo de poddcitos, glomeruloesclerose por hipertrofia mesangial e disfuncdo das células
endoteliais vasculares (JEFFERSON et al., 2008). A barreira de filtracdo glomerular consiste
em trés camadas: o epitélio glomerular, a lamina basal e os diafragmas em fenda. Os diafragmas
em fenda sdo formados pelos prolongamentos secundarios dos poddcitos, os pedicelos, e
impedem a passagem de proteinas para o filtrado urinario (GARG, 2018). Portanto, como
resultado da lesdo podocitaria e pedicelos, os diafragmas em fenda se rompem e ocorre um
aumento da excrecdo urinaria de proteinas. Através do microscopio eletronico de transmissédo
e varredura, nossos resultados indicaram que o grupo HL apresentou alteracOes ultraestuturais,
como descontinuidade dos poros dos capilares glomerulares fenestrados e espessamento da
lamina basal glomerular, além de tamanhos variaveis e irregulares dos pedicelos, prejudicando
entdo, o funcionamento da barreira de filtracdo. Os diferentes tratamentos com éleo de capivara
livre (5000 mg/ Kg) ou em nanoemulséo foram capazes de induzir um remodelamento benéfico
da morfologia dos pedicelos e melhorar a integridade da MBG.

O papel da desregulacéo lipidica na inducéo de lesdo renal em individuos obesos tem
sido amplamente relatado (WEINBERG, 2006). Nossos achados corroboram Weinberg (2006),
uma vez que foi observado um aumento dos niveis de CT, LDL, VLDL e TG nos grupos HL,
HL+OC100 e HL+NB, indicando alteracdo do perfil lipidico. O tratamento com dleo de
capivara tanto em sua forma livre quanto em nanoemulsao foi capaz de reduzir os niveis de CT,
LDL e VLDL. Porém somente o grupo obeso tratado com nanoemulséo de éleo de capivara foi
capaz de diminuir os niveis de TG significativamente, demonstrando um efeito mais eficaz do
tratamento com nanoemulsdo. Individuos obesos apresentam quadros de dislipidemia, com
aumento da secrecdo de LDL e VLDL e diminuicdo de HDL, possivelmente devido as
alteracdes nos niveis lipidicos que a obesidade promove (STANHOPE et al., 2009). Nossos
resultados evidenciaram um aumento dos niveis de HDL nos grupos hiperlipidicos tratados com
0leo de capivara livre e em nanoemulséo, sugerindo uma melhora do perfil lipidico.

Apesar dos crescentes relatos associando obesidade e altas cargas lipidicas com
insuficiéncia renal, 0 mecanismo molecular que governa o desenvolvimento da disfuncéo renal,
bem como seus alvos terapéuticos ndo sdo totalmente elucidados. Portanto, é uma necessidade
explorar novos potenciais terapéuticos para prevenir e/ou reverter os efeitos nocivos da
obesidade e alteracdes fisiopatologicas renais.

Diversos trabalhos j& publicados referem-se aos efeitos benéficos da suplementacéo de

6leos de origem animal em modelos de obesidade, especialmente aqueles ricos em PUFAS
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(LANZA, et al., 2013; GO, et al., 2016). Os mecanismos pelos quais 0s PUFAs sdo benéficos
para a obesidade e consequentes lesGes ndo estdo bem elucidados, porém estudos indicam que
esses AGs tém efeitos sobre a regulacdo de proteinas de funcdo quinase e precursores de PGs,
leucotrienos e tromboxanos (BRADDOCK et al., 2002).

No rim, a via COX é a principal sintese de PGs em tubulos contorcidos distais e interfere
no metabolismo de sddio e dgua. As funcbes fisiologicas renais dos glomérulos, como a
filtracdo do sangue, sdo parcialmente dependentes da via enzimatica COX e de seus produtos,
como os eicosanoides, que ativam a regulacdo do tdnus vascular e a homeostase de sal e agua
pela modulagdo da hemodinamica glomerular, assim como atua no ajuste da fungédo do néfron
distal (EO et al., 2017). Como os eicosanoides sdo produtos derivados do metabolismo de AGs,
varios estudos recentes apontam para a possivel aplicacdo de abordagens dietéticas na
prevencdo e tratamento de doengas com cunho inflamatério, como a doenca renal associada a
obesidade (MATTIX; BADR, 2000; HAO; BREYER, 2008).

Estudos com o bleo de peixe relacionam seus efeitos benéficos em animais alimentados
com dieta HL (LANZA et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2010; TISHINSKY et al., 2012).
No entanto, a producdo comercial de 6leos ricos em n-3 tem dependido principalmente de 6leos
de peixe marinho, apesar de sua aplicacdo muitas vezes ser dificultada por variagdes sazonais,
poluicdo marinha e a crescente demanda por 6leos de peixe ja ndo é sustentavel (GO et al.,
2016). No cenario atual, o estudo do dleo de capivara refere-se a melhor maneira de utilizar os
subprodutos da capivara, uma vez que o consumo de sua carne esta crescendo a cada dia no
Brasil, tendo boa aceitagdo no mercado, além de ser rico em PUFAs (MARINHO et al., 2013).
Nesse sentido, 0 6leo de capivara se apresenta como uma alternativa terapéutica promissora
para tratar as alteracdes metabolicas impostas pela obesidade, uma vez que esse 6leo €é rico em
PUFAs, conforme evidenciado na caracterizacdo quimica neste trabalho.

O consumo de PUFAs apresenta diversos beneficios, como prevencdo de doencas
cardiovasculares, melhora da funcdo cerebral, reducdo da presséo arterial e do colesterol
(WALKER et al., 2013; KARGAR et al., 2011). Em estudos anteriores, a suplementagdo com
6leo de peixe em ratos espontaneamente hipertensos diminuiu a PAS e a area de injuria renal,
além de reduzir as concentragfes de CT e TG desses individuos. A melhora no padréo lipidico
por meio dessa suplementacdo ¢ um dos fatores protetores cardiacos e renais encontrados em
pacientes hipertensos (DIAZ ENCARNACION et al., 2008). Adicionalmente, Kasiske et al.
(1991) demonstraram que a suplementacdo com oOleo de peixe reduziu a albumindria, a

expansdo mesangial e a glomeruloesclerose em ratos diabéticos, além de diminuicdo dos TG e
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CT e aumento de HDL. Sendo assim, a suplementacdo com n-3 foi capaz de amenizar ou
melhorar o quadro progressivo de injuria renal.

Apesar de haver poucos trabalhos na literatura com 0Oleo de capivara, nosso grupo
demonstrou que esta fonte alternativa de PUFA, foi capaz de reverter o dano hepatico associado
a doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (MARINHO et al., 2018) e melhorou o processo de
cicatrizacdo de feridas em um modelo de camundongo suico (MARINHO et al., 2013).
Diversos trabalhos j& publicados observaram efeitos benéficos da suplementacdo de 6leos de
origem animal em modelos de obesidade, especialmente aqueles ricos em PUFAS essenciais,
como o 6leo de peixe, principalmente por seus proeminentes efeitos anti-obesogénicos (GO et
al., 2016; LANZA et al., 2013).

Em relacdo a analise quimica do 6leo de capivara, foi observado que este possui maior
concentracdo de diversos AGs em relacdo ao 6leo de peixe, como os acidos oleico e linoleico,
acido palmitico e estearico, com excecdo do acido miristico que foi encontrado em menor
concentracdo. No entanto, ndo foi possivel analisar a concentracdo de n-3, uma vez que 0 custo
para obtencdo do padrdo n-3 é mais elevado comparado aos demais acidos graxos analisados.
Consequentemente, nao foi possivel obter a curva de referéncia para comparar com o perfil da
amostra. Os &cidos palmitico, estearico e miristico sdo considerados AGs saturados e estdo
envolvidos no processo de resposta pro-inflamatéria na obesidade e resisténcia a insulina.
Concomitantemente, ha a liberacdo do fator de transcricdo NF-kB, culminando na producéo de
citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 (PALOMER et al., 2018). Contudo, uma dieta rica em
PUFAs com alto teor de AGs n-3, como EPA e DHA, apresenta significantes propriedades
antiinflamatdrias através da inibicdo de eicosandides pro-inflamatérios derivados dos PUFAS
n-6, como os derivados do AA, e a diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias. Os AGs n-3
competem com 0s n-6 na incorporacdo de membranas celulares pela agdo da COX (CALDER,
2006). O acido oleico é responsavel por produzir derivados pré-inflamatérios do AA, como
leucotrienos. Entretanto, o acido ALA (n-3) é responsavel pela producdo de DHA e EPA,
precursores de resolvinas, protectinas, maresinas e lipoxinas, que possuem um importante papel
anti-inflamatorio modulando a quimiotaxia de neutrofilos, aumentando a capacidade fagocitica
dos leucdcitos e reduzindo a producédo de citocinas pré-inflamatorias (IZAOLA et al., 2011).
Além disso, estudos anteriores demonstraram que o EPA suprimiu a expressao TNF-a em
células monociticas humanas (DUSING et al., 1990), o que foi parcialmente devido a inibicédo
da ativacdo do NF-kB. Em um estudo usando um modelo de obstrucdo ureteral unilateral de

rato, a administracdo de PUFAs n-3 diminuiu IL-1, proteina quimioatraente de monacitos 1,
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proteina inflamatoria de macréfagos 1 e TGF-f3 no tecido renal (FRIEDMAN; MOE, 2006).
Apesar de ndo ter sido possivel realizar a analise da concentracdo de n-3 na amostra, n0ssos
resultados sugerem que o 6leo de capivara possui alta concentracdo do mesmo, uma vez que
apresentou efeitos benéficos no perfil inflamatério e fibrético.

No entanto, a configuracdo dos PUFAs pode levar a mudancas estruturais, uma vez que
sdo acidos instaveis e propensos a oxidacao, isomerizacdo e polimerizacdo. Essas mudancas
ocorrem porque o hidrogénio ligado a um carbono adjacente de duas ligacdes duplas possui
menor energia de dissociagdo, facilitando o processo de abstragdo (HOGG,;
KALYANARAMAN, 1999). Uma vez que PUFAs sdo sensiveis & degradacdo oxidativa, a
producdo de alimentos enriquecidos com concentrados de PUFAs, como o 0leo de capivara, se
torna desafiador. Uma alternativa para retardar a oxidacao, evitar a perda da taxa metabdlica e
consequentemente aumentar a biodisponibilidade, é a nanotecnologia (KARGAR et al., 2011,
ZIMET; LIVNEY, 2009). As nanocépsulas lipidicas sdo sistemas transportadores coloidais
desenvolvidos para encapsular, proteger e fornecer componentes lipofilicos em alimentos e
suplementos (MOOMAND; LIM, 2014).

A composicdo e estrutura de nanossistemas apresentam diferentes propriedades e
diversas possibilidades de aplicagfes. Dentre os materiais empregados com a finalidade de
entrega de farmacos, ha as nanoemulsbes (JEE et al., 2006). A utilizacdo da nanoemulséo
apresenta diversos beneficios em relacdo as demais aplicacdes. Estudos anteriores indicaram
que a utilizacdo de nanoemulsdo contendo 6leo de peixe ocasionou:

a) aumento da permeabilidade nas membranas de fosfolipidios, otimizando os
efeitos moduladores da inflamacéo relacionados aos AGs presentes nos 6leos
de peixe (AHMAD et al., 2020);

b) melhora da absorcdo de moléculas hidrofébicas do éleo de peixe pela via de
administracao oral (SANTOS et al., 2020);

c) protecdo quimica dos ativos dos PUFAs dentro da nanoemulsdo (WALKER
etal., 2014).

Por estas razfes, a administracdo do 6leo de capivara em nanoemulsdo se apresentou
como um tratamento mais eficaz nas alteragdes causadas pela obesidade. Neste trabalho
administramos o 6leo de capivara em nanoemuls&o na dose de 100 mg/ Kg e o 6leo livre em
duas doses diferentes (5000 mg/ Kg e 100 mg/ Kg). O tratamento com 6leo livre na dose de
100 mg/ Kg, mesma dose utilizada na nanoemulsdo, néo foi capaz de melhorar nenhum dos

parametros analisados.
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Nosso estudo demonstrou de maneira inédita que tanto o 6leo de capivara livre (5000
mg/ Kg) como em nanoemulsdo diminuem as lesdes fisiopatologicas renais causadas pela
obesidade. Porém, somente o tratamento com nanoemulsdo melhorou a funcédo renal e a
resisténcia a insulina, além de diminuir significativamente os niveis de MC. Além disso, a dose
utilizada do 6leo de capivara na nanoemulséo é 50 vezes menor do que a aplicada em sua forma
livre, possibilitando diminuicdo de possiveis efeitos adversos, reducéo na toxicidade e maior
adesdo do paciente a terapéutica, sendo este um importante aspecto em doencas crénicas onde,
geralmente, o tratamento ¢é prolongado (FARAJI; WIPF, 2009).
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CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos achados demonstraram que tanto o tratamento com déleo de
capivara livre na dose de 5000 mg/ kg quanto em nanoemulsdo na dose de 100 mg/kg
promoveram reducdo da PAS, restabelecimento do parénquima renal e dos pardmetros
lipidicos, diminuicdo do estresse oxidativo e expressao de citocinas pro-inflamatdrias no cortex
renal de camundongos obesos com doenca renal. Além disso, ambos os tratamentos foram
capazes de restaurar os niveis de a-SMA e TGF-B, com consequente diminui¢ao da fibrose
renal. No entanto, somente o tratamento com nanoemulsdo de 6leo de capivara foi capaz de
reduzir a MC e os niveis de glicose plasmatica, assim como melhorar a funcédo renal. Sendo
assim, nossos achados sugerem gue o tratamento com nanoemulsdo de 6leo de capivara é mais
eficaz no tratamento das alteracOes renais decorrentes da obesidade, uma vez que foi capaz de
promover melhora em todos os parametros, além de ser administrado em dose menor. Logo, 0
tratamento com nanoemulsdo ndo é apenas uma alternativa terapéutica capaz de reduzir a PAS,
mas também possui efeitos benéficos sobre a estrutura e ultraestrutura do rim, melhorando os

efeitos sisttmicos e locais causados pela obesidade.
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