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RESUMO

Atualmente, ndo se pode afirmar como a reprogramacdo génica acontece. Sabe-se que
fatores ambientais como o treinamento fisico e dieta podem influenciar a modulagéo
epigenética dos tecidos levando a alteracBes da expressdo génica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do consumo crbnico de uma dieta isocal6rica rica em
carboidratos simples e do treinamento aerdbico de natagdo com carga sobre o
desenvolvimento da obesidade e a modulacdo epigenética no tecido renal de
animais. Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos recém-desmamados com
aproximadamente 35 dias de vida, foram divididos entre quatro grupos: 1) sedentario
dieta controle, 2) treinado dieta controle, 3) sedentario dieta rica em carboidratos simples
e 4) treinado dieta rica em carboidratos simples. Os grupos 1 e 2, foram alimentados com
ragcdo comercial (Nuvilab) enquanto que os grupos 3 e 4 foram alimentados com uma
racdo rica em carboidratos simples. O protocolo de treinamento de natacdo com carga
consistiu de 90 sessdes (18 semanas) de 1 hora durante 5 dias da semana com aumento
progressivo da carga. Foram avaliados o consumo calérico, peso corporal, presséo
sanguinea, peso dos 6rgdos, coxins adiposos, indice de Lee, parametros hematoldgicos,
bioquimicos e histologicos. A expressdo dos marcadores epigenéticos: (i) sirtuinas 1 a 7,
(i) DNA metil transferases e (iii) desmetilases foram avaliados utilizando a técnica de
PCR em tempo real. Também foram avaliados a expressdo das enzimas envolvidas ao
estresse oxidativo (SOD e Catalase) bem como a atividade SOD total. Os animais com
obesidade induzida pela dieta rica em carboidratos simples apresentaram os niveis séricos
de triglicérides, o indice de Lee e indice de adiposidade aumentados. Por outro lado, o
treinamento fisico associado a dieta rica em carboidratos simples induziu um aumento na
expressao relativa dos genes MnSOD, ZnSOD, Catalase e das sirtuinas 3, 4, 5 e 6. Quanto
a expressdao de mMRNA de metilases e desmetilases no tecido renal, observamos que o
treino aumentou a expressdo relativa de Dnmt3a, Dnmt3b, Tet2 e Tet3. J4 a dieta rica em
carboidratos simples diminuiu a expressdo de Dnmtl e Dnmt3b. Em conjuntos, os dados
obtidos permitem concluir que a associacdo da dieta rica em carboidratos simples e
treinamento aerodbico de natacdo induziu aumento da expressdo das sirtuinas
mitocondriais 3, 4 e 5 sugerindo uma melhora na capacidade oxidativa do tecido renal. A
associacdo dieta rica em carboidratos simples e treinamento aerdébico de natacao induziu
0 aumento na expressao das enzimas envolvida na metilacdo de novo e na desmetilagéo,
sugerindo reprogramacdo epigenética ao nivel do DNA. Os genes testados podem
apresentar um possivel potencial como biomarcadores em resposta e acompanhamento
ao agravo do metabolismo no tecido renal em resposta a instalagdo de um quadro de
obesidade.

Palavras-chave: biomarcadores, epigenetica, expressdo génica, metabolismo renal,
obesidade
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ABSTRACT

Nowadays, it could not be explained how a genetic reprogramming happens. It knows
that environmental factor as practices of physical exercises and diet can influence a tissue
epigenetic modulation leading to changes in gene expression. The objective of this work
was to evaluate the effect of chronic consumption of a isocaloric high-sugar diet and n
aerobic training with work load on obesity development and an epigenetic modulation
without renal tissue of animals. Rattus novergicus Wistar , newly weaned males with
approximately 35 days of life, were divided into four groups: 1) sedentary diet control, 2)
trained diet control, 3) sedentary diet rich in simple carbohydrate and 4) trained high-
sugar diet rich. Groups 1 and 2 were fed with commercial diet (Nuvilab) while groups 3
and 4 were fed a high-sugar diet. The swim training protocol consisted of 90 sessions (18
weeks) of 1 hour during 5 days a week with progressive increase of the load. Caloric
intake, body weight, blood pressure, adipose cushions, Lee index, hematological,
biochemical and histological parameters were evaluated. The expression of epigenetic
markers: (i) sirtuins 1 to 7, (ii) DNA methyl transferases and (iii) demethylases were
evaluated using the real-time PCR technique. The expression of enzymes involved in
oxidative stress (SOD and Catalase) as well as total SOD activity were also evaluated.
Obesity animals induced by the high- sugar diet showed an increased on serum
triglyceride levels, Lee index and adiposity index. On the other hand, physical training
induced an increase in the relative expression of the MnSOD, ZnSOD, Catalase and the
3,4, 5and 6 sirtuins genes. Regarding mRNA expression of methylases and demethylases
in renal tissue, we observed that the training increased the relative expression of Dnmt3a,
Dnmt3b, Tet2 and Tet3. Taken together, the data showed that the association of high-
sugar diet and the aerobic training up regulated the mitochondrial expression of sirtuins
3, 4 and 6, in order to improve the oxidative capacity of the renal tissue. A high-sugar
diet and training aerobic also increased the expression of enzymes involved in DNA de
novo methylation and demethylation, suggesting an epigenetic reprogramming at DNA
level. The genes tested may present a potential as a biomarker in response to and follow-
up of worsening of renal metabolism in response to an onset of obesity.

Key words: biomarkers, epigenetics, gene expression, renal metabolism, obesity
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1. INTRODUCAO

A obesidade é classificada como uma doenga cronica de causa multifatorial
dependente de fatores genéticos, comportamentais, ambientais, sociais e metabdlicos. A
mesma € caracterizada pelo acimulo exacerbado de tecido adiposo no organismo. A
incidéncia da obesidade no mundo cresceu assustadoramente nas Ultimas décadas,

especialmente em paises em desenvolvimento23,

Individuos obesos, possuem maior risco em desenvolver doencas renais, devido a um
possivel mecanismo compensatorio de hiperfiltracdo para atender maiores demandas
metabdlicas associadas ao aumento de massa corporal. Outras doencas comorbidades a
obesidade, tais como a hipertenséo e a diabetes, também tém um impacto relevante no

desenvolvimento da doenca renal terminal®.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia os rins sdo classificados como
Orgdos vitais, pois participam do equilibrio quimico interno do corpo. Os mesmos sdo
responsaveis por func@es, tais como: eliminacdo de substancias nocivas ao organismo,
regulacao da formacédo do sangue e dos 0ssos, regulacdo da pressdo sanguinea, controle
hidroeletrolitico e equilibrio do pH sanguineo.> A diminuigdo progressiva da fungio

renal, implica no comprometimento de todos os outros 6rgaos.®

Além disso, estudos relatam que as doencas renais se manifestam clinicamente,
quando h& o comprometimento de 50% a 75% da funcéo renal. Por este motivo, podemos

dizer que os biomarcadores utilizados na prética clinica atual, ndo permitem o diagnéstico

1 COUTINHO, Walmir, Consenso latino-americano de obesidade, Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia &amp; Metabologia, v. 43, n. 1, p. 21-67, 1999.

2 WHO | Obesity and other diet-related chronic diseases list of publications, WHO, disponivel em:
<https://www.who.int/nutrition/publications/obesity/en/>, acesso em: 21 fev. 2019.

3 Development of a Brief Measure to Assess Quality of Life in Obesity - Kolotkin - 2001 - Obesity
Research - Wiley Online Library, disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1038/0oby.2001.13>, acesso em: 21 fev. 2019.

4 KOVESDY, Csaba P.; FURTH, Susan L.; ZOCCALI, Carmine, Obesity and kidney disease: hidden
consequences of the epidemic, Jornal Brasileiro de Nefrologia, v. 39, n. 1, 2017.

5 5Compreendendo os rins.

6 SBASTOS, Marcus Gomes, BREGMAN, Rachel; KIRSZTAIN, Gianna Mastroianni, Doenca renal
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precoce da disfuncdo renal. Por isso existe a necessidade de serem desenvolvidos novos
biomarcadores para o diagndstico, progndstico e monitoramento da doenca’.

O estilo de vida sedentario e 0os maus habitos alimentares tém contribuido para o
aumento da prevaléncia de obesidade e outras doencas cronicas ®°. Atualmente, sabe-se
que fatores epigenéticos, como a composicao dietética durante os periodos pré e pds-natal
sdo capazes de alterar permanentemente o metabolismo'°. Estudos recentes, mostram que

a reprogramacao epigenética é reversivel e pode acontecer em qualquer periodo da vida'®.

"TDUSSE, Luci et al, Biomarcadores da funcgio renal: do que dispomos atualmente?, Revista RBAC,
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atualmente/>, acesso em: 21 jan. 2019.

8 PENG, Yongdong et al, MicroRNAs: Emerging roles in adipogenesis and obesity, Cellular Signalling,
v. 26, n. 9, p. 1888-1896, 2014.

®  Vascular  stiffness in insulin resistance and obesity, disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4536384/>, acesso em: 23 fev. 2019.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da obesidade

A obesidade é classificada pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) como um
grave problema saldde publica no mundo. Estima-se que em 2025, aproximadamente 7
milhGes de adultos estejam obesos e 2,3 bilhdes com sobrepeso. Alguns levantamentos
apontam que mais de 50% dos brasileiros esta na faixa de sobrepeso e obesidade!?. A
obesidade é um disturbio metabdlico crénico associado principalmente ao perfil alimentar
e ao sedentarismo. A OMS define a obesidade como o acimulo excessivo de gordura no
corpo, que traz prejuizos a salde, e a classifica como uma doenca. Um estudo recente
mostra que no Brasil a doenca teve crescimento mais expressivo em familias de baixa
renda. Por estes motivos, nos Ultimos quinze anos a obesidade se tornou objeto de
politicas publicas, sendo o Sistema Unico de Sadde (SUS) o principal instrumento de

acdes proposto pelo Ministério da Saude?2.

De acordo com a OMS a obesidade se baseia no indice de Massa Corporal (IMC),
que é calculado dividindo-se o peso pelo quadrado da altura. O IMC na faixa entre 18,5
e 24,99 kg/m? é considerado um peso dentro dos parametros de normalidade. J4 um IMC
entre 25 e 29,99 kg/m? é avaliado como sobrepeso e um IMC > 30 kg/m? como obeso**°.
Contrapondo, outros estudos sugerem a circunferéncia da cintura como uma medida mais
apropriada do que o indice de massa corporal para avaliar os riscos associados a
obesidade®®. Apesar de ser facilmente calculado, o IMC é uma estimativa imprecisa da
distribuicdo de massa gorda, ja que individuos com mais gordura subcutanea ou
hipertrofia muscular podem ter o IMC t&o alto quanto individuos com maior gordura

intra-abdominal’.

12 Associacdo Brasileira para Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica.

13 BDJAS, Patricia Camacho et al, Obesidade e politicas pUblicas: concepgdes e estratégias adotadas pelo
governo brasileiro, Cadernos de Saude Publica, v. 33, n. 7, 2017.

¥ WHO:: Global  Database on  Body  Mass Index, disponivel em:
<http://apps.who.int/bmi/index.jsp?introPage=intro_3.html>, acesso em: 14 fev. 2019.

15 KOVESDY; FURTH; ZOCCALLI, Obesity and kidney disease.

16 POSTORINO, Maurizio et al, Abdominal Obesity and All-Cause and Cardiovascular Mortality in End-
Stage Renal Disease, Journal of the American College of Cardiology, v. 53, n. 15, p. 1265-1272, 20009.
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2.2. Obesidade e Doenca Renal Cronica

A obesidade é um problema ainda mais grave, pois esta relacionada a outros
distdrbios metabolicos tais como as dislipidemias, hipertensdo e diabetes. Em relacédo a
Doenca Renal Crénica (DRC), evidéncias indicam que o aumento da prevaléncia da DRC
possa estar associado & obesidade, porém pouca atencdo se tem prestado na ligacao entre

0 aumento de peso corporal e a DRC8:19,

Um estudo publicado em 2004, associou o0 aumento do IMC com o risco em
desenvolver Doenca Renal Terminal (DRT). Esse trabalho concluiu que o tratamento e a
prevencdo da obesidade sdo importantes estratégias para reduzir fatores contribuintes para
o desenvolvimento de DRT?°. Uma outra pesquisa, avaliou que o desenvolvimento de
doenca renal depende da distribuicéo de gordura no corpo. E que, individuos magros com
distribuicdo de gordura abdominal (central), assim como os individuos obesos e com

sobrepeso, também correm o risco de diminuicio da funcio renal?:.

Hé evidéncias ainda de que a obesidade provoca 0 aumento da excre¢do urinaria de
proteinas e, em alguns casos, leva a sindrome nefrética devido a perda gradual da funcéo
do néfron, que agrava com o tempo e acentua a hipertensdo. Em pacientes obesos 0
aumento do desenvolvimento de diabetes tipo |Il, dentre outros, acelera o
desenvolvimento da DRC?2. Devido a forte ligacdo entre a hipertenso, diabetes e
adiposidade visceral, a obesidade deve ser considerada como uma determinante
importante para a DRC. Entretanto, evidéncias indicam que a obesidade pode aumentar

o risco de disfuncéo renal independente de hipertensio e diabetes?®24,

18 HALL, John E. et al, Is obesity a major cause of chronic kidney disease?, Advances in Renal
Replacement Therapy, v. 11, n. 1, p. 41-54, 2004.

19 KOVESDY; FURTH; ZOCCALLI, Obesity and kidney disease.

20 |SEKI, Kunitoshi et al, Body mass index and the risk of development of end-stage renal disease in a
screened cohort, Kidney International, v. 65, n. 5, p. 1870-1876, 2004.

ZLPINTO-SIETSMA, Sara-Joan et al, A central body fat distribution is related to renal function impairment,
even in lean subjects, American Journal of Kidney Diseases: The Official Journal of the National
Kidney Foundation, v. 41, n. 4, p. 733-741, 2003.

22 SILVA JUNIOR, Geraldo Bezerra da et al, Obesity and kidney disease, Jornal Brasileiro de Nefrologia,
v.39,n.1, 2017.

2 HALL et al, Is obesity a major cause of chronic kidney disease?

24 EJERBLAD, Elisabeth et al, Obesity and risk for chronic renal failure, Journal of the American Society
of Nephrology: JASN, v. 17, n. 6, p. 1695-1702, 2006.



A obesidade pode causar alteragcdes glomerulares caracterizadas por hiperfiltragdo
e hipertensdo glomerular, vasodilatacdo da arteriola aferente, alteracdes estas que servem
como mecanismos compensatdrios para manter o equilibrio eletrolitico de sddio. Esses
danos sdo provocados, principalmente, por anormalidades lipidicas que geralmente
acometem pacientes obesos e podem contribuir para o0 desenvolvimento de

glomeruloesclerose, provocando microalbumindria?.

E comum pacientes obesos com sindrome nefrdtica apresentarem hiperlipidemia,
com niveis de triglicerideos, Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) e Lipoproteina
Total elevados, bem como niveis reduzidos da Lipoproteina de Alta Densidade
(HDL)%?’, A avaliacéo clinica mais utilizada para mensurar a funcéo renal é feita a partir
da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG). A mesma é definida como clearance de uma
substancia a partir do sangue. Na préatica laboratorial a TFG é estimada por meio de
métodos que dependem das dosagens de creatinina urinaria, creatinina sérica e fluxo

urinario em 24 horas 2%,

Estudos com individuos consideravelmente obesos, porém “metabolicamente
saudaveis”, sugerem que o aumento de peso isoladamente ndo induz dano renal®’. Por
isso € importante conhecer mecanismos capazes de interferir no ganho de massa corporal,
assim como caracterizar fenébmenos que precedem a obesidade e as doencgas metabdlicas,
tais como hipertensdo, resisténcia a insulina, diabetes tipo Il. A figura 1 mostra
resumidamente a relacdo entre obesidade e DRC.

25 KHAWALLI, Cristina; ANDRIOLO, Adagmar; FERREIRA, Sandra Roberta G., Beneficios da
atividade fisica no perfil lipidico de pacientes com diabetes tipo 1, Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, v. 47, n. 1, p. 49-54, 2003, p. 1.

26 SILVA, Rafael de Assis da et al, Estudo do perfil lipidico em criancas e jovens do ambulatério pedidtrico
do Hospital Universitdrio Antonio Pedro associado ao risco de dislipidemias, Jornal Brasileiro de Patologia
e Medicina Laboratorial, v. 43, n. 2, p. 95-101, 2007.

272I\WHEELER, David C.; BERNARD, David B., Lipid Abnormalities in the Nephrotic Syndrome: Causes,
Consequences, and Treatment, American Journal of Kidney Diseases, v. 23, n. 3, p. 331-346, 1994.

28 80_|VEIRA, Joice Barbosa et al, COMPARACAO ENTRE CREATININA E CISTATINA C PARA
AVALIACAO DE FUNCAO RENAL, CIPEEX, p. 1221-1222, 2019.
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FIGURA 1: Possiveis mecanismos pelos quais a obesidade causa doenca renal cronica. A DRC pode
ser ocasionada pelo o aumento da adiposidade, pois além de comprimir fisicamente os rins, a mesma ativa
0 Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS)®, induzindo
a atividade enddcrina do tecido adiposo através da producdo de adipocinas: adiponectina®?, leptina®,
resistina®, visfatina®. Isso acarreta em alteracBes metabdlicas tais como a resisténcia a insulina®%,
dislipidemia®, inflamacd0®°, aumento na producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)* e
desenvolvimento de comorbidades & obesidade*'. Fonte: Hall et al, 2014(adaptada)**
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2.3. Efeitos do treinamento fisico aerébico na obesidade

O primeiro passo para controlar a obesidade é diminuir o peso corporal através da
restricdo caldrica e da pratica de atividade fisica*®. Mudancas no estilo de vida, como por
exemplo a pratica de exercicios fisicos e 0 consumo de uma dieta equilibrada, colaboram
para a melhoria dos pardmetros metabdlicos*, como: lipidios plasmaticos, glicemia,
pressdo arterial e marcadores do estresse oxidativo. Atualmente, sabe-se que a pratica de
atividade fisica também consome uma grande quantidade de oxigénio, ocasionando o
aumento na producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS). Evidéncias sugerem
que a alta exposicdo a glicose e as EROS contribuem para a nefropatia diabética e
apoptose de poddcitos®. Por outro lado, estudos relataram que o exercicio aerdbico
apresenta efeitos renoprotetores em individuos diabéticos, embora estes mecanismos

ainda n&o estejam bem compreendidos*®.

Em uma revisdo realizada por Johansen e Painter, observou-se que nenhum estudo
examinou com rigor o efeito do treinamento fisico sobre as altera¢es da funcéo renal, no
entanto ressalta que nenhum estudo até hoje comprovou um efeito negativo do exercicio
na progressdo da DRC. Neste estudo, constatou-se que o treinamento fisico aerébico pode
levar a uma diminuicdo da proteindria e um menor indice de esclerose glomerular em

ratos apos nefrectomia®’.

“1hid.
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2.4. Efeitos da dieta na obesidade

Como dito anteriormente, a obesidade esta associada a DRC por induzir doencas
como a Hipertensdo Arterial (HA), Diabetes Mellitus (DM) e adiposidade®®. A obesidade
pode ser favorecida pela dieta, como por exemplo na dieta ocidental, onde é comum o
consumo de dietas ricas em carboidratos, as quais produzem uma alta resposta glicémica,

resultando em ganho de massa corporal®.

A maioria dos estudos recentes relacionam a dieta rica em lipideos a doencas renais.
Pesquisas realizados em roedores, mostram que a dieta rica em gordura altera o balanca
entre a lipogénese e lipolise renal, podendo ocasionar em acimulo de lipideos e lesdo

renal®°,

Outros estudos indicam também que a lesdo renal sucede a disfuncédo endotelial,
pois experimentos realizados em ratos normotensos e espontaneamente hipertensos
alimentados com uma dieta hiperlipidica mostraram que a obesidade associada a

hipertensio induz resposta inflamatoria e rompimento da barreira de filtragao renal®!.

O grupo de ANDRICH et al. (2018) mostrou que uma dieta rica em gordura
ofertadas a ratos Wistar em um curto prazo de tempo (14 dias), contribui para o
desequilibrio da homeostase corporal e prejudicou a o sono e a saciedade, desregulou o
balanco entre o armazenamento e gasto energético e por fim alterou a composi¢do

corporal e 0 metabolismo de glicose e lipideos®2.

Pouco se sabe sobre a influéncia da dieta rica em carboidratos simples com a DRC.
Contudo, a dieta rica em carboidratos simples pode induzir as mesmas alteracOes

metabdlicas desencadeadas pela dieta rica em lipideos.

48 KOVESDY; FURTH; ZOCCALI, Obesity and kidney disease.
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LUZ et al., publicaram em 2018 um estudo sobre as propriedades da racéo rica
em sacarose, o qual mostrou que ratos Wistar alimentados por 17 semanas com uma dieta
de alto indice glicémico, apresentaram indice adiposidade, massa do tecido adiposo
visceral e massa corporal aumentados quando comparado aos animais alimentados com
a dieta controle. Resultados deste estudo, sugerem que essa dieta rica em sacarose foi
capaz de induzir alteracfes metabdlicas comumente causadas por dietas com alto teor de

gordura ou ricas em frutose.

Dados do nosso laboratério mostram que uma dieta rica em carboidratos leva ao
aumento no indice de adiposidade e alteracGes no metabolismo de lipideos, aumentando
LDL, triglicerideos e resisténcia a insulina®®. Foi possivel avaliar também alteracoes sob
o0s parametros metabolicos e modulagdo génica>*. Esses fatos sugerem que essa dieta

também possa levar a uma disfuncéo renal, culminado numa perda de funcéo dos rins.

2.5. Programac&o metabolica e epigenética

A programacdo metabdlica é um evento desencadeado por alteragdes hormonais e ou
nutricionais que modulam fases iniciais ao desenvolvimento, promovendo conformacgdes
morfoldgicas, funcionais e metabdlicas®. A mesma tem por finalidade melhorar a
sobrevida da prole utilizando os nutrientes disponiveis de forma mais eficiente®®.

Pesquisas sugerem que o estado metabdlico e o grau de adiposidade materna, podem

53 DE QUEIROZ, Karina Barbosa et al, Molecular mechanism driving retroperitoneal adipocyte
hypertrophy and hyperplasia in response to a high-sugar diet, Molecular Nutrition & Food Research,
v. 58, n. 12, p. 2331-2341, 2014.

>4 |bid.

5 WATERLAND, Robert A.; GARZA, Cutberto, Potential mechanisms of metabolic imprinting that lead
to chronic disease, The American Journal of Clinical Nutrition, v. 69, n. 2, p. 179-197, 1999.

5% SULLIVAN, Elinor L.; SMITH, M. Susan; GROVE, Kevin L., Perinatal exposure to high-fat diet
programs energy balance, metabolism and behavior in adulthood, Neuroendocrinology, v. 93, n. 1, p. 1-
8, 2011.



repercutir no estado de satde da prole®”®%°°, Diferentes estudos demonstram como
situacOes nutricionais adversas, tais como, a hipernutri¢do e a desnutricdo materna podem
contribuir para o risco da prole em desenvolver a obesidade e suas complicacdes na idade

adulta®®.

A programacdo metabolica tem sido estudada em vérios tecidos, como por
exemplo no Sistema Nervoso Central (SNC), onde os efeitos da dieta podem variar de
acordo com o tempo de exposicao, a concentracio e a precocidade da hipernutricio®®. Ja
no figado, a programacao metabdlica pode desencadear uma menor sensibilidade tecidual
aos hormonios®. No péncreas, estudos realizados em roedores relatam que a
hipernutricdo durante o periodo de lactacdo promove hipertrofia em ilhotas
pancreaticas®. No tecido renal, foi realizado um estudo em roedores, onde a programagao
metabdlica renal ocasionada pela obesidade materna, foi apresentada em duas fases. Na
fase inicial, a obesidade precoce de filhotes de maes obesas foi associada a niveis elevados
de adipocinas circulantes. E na fase tardia, a prole de mées obesas apresentaram aumento
de retencdo de sddio associada a resisténcia a leptina, e também caracteristicas fibroticas

renais®.

A programacdo metabdlica pode ser explicada a nivel molecular pela alteracdo da
expressao génica. Anteriormente, acreditava-se que a modulacdo génica acontecia por
meio apenas de alteracBes na sequéncia génica. Atualmente sabe-se que a modulacdo
génica pode ocorrer também a partir de alteragcbes ambientais, principalmente quando

7 BARKER, D. J. P., The origins of the developmental origins theory, Journal of Internal Medicine,
v. 261, n. 5, p. 412-417, 2007.

8 Perinatal exposure to high-fat diet programs energy balance, metabolism and behavior in
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80 KING, Janet C., Maternal Obesity, Metabolism, and Pregnancy Outcomes, Annual Review of Nutrition,
V. 26, n. 1, p. 271-291, 2006.
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ocorrem durante o periodo gestacional e lactagdo®. O principal mecanismo pelo qual

alteraces ambientais interferem na expressao génica é conhecido com epigenética.

A epigenética € definida como um conjunto de mecanismos moleculares
herdaveis, o qual tém a capacidade de modular a expressdo génica a nivel transcricional
sem quaisquer alteracdes na sequéncia de pares de bases do Acido Desoxirribonucleico
(DNA). Desta maneira, a modulagéo génica pode ser realizada pelas células, permitindo
gue um mesmo codigo genético expresse diferentes fendtipos. A regulacdo do epigenéma
esta envolvida no silenciamento de elementos transponiveis e na expressdo génica tecido-
especifica®®. Dentre os mecanismos epigenéticos, tem-se a metilacdo de DNA, imprinting
gendmico, silenciamento mediado por Acido Ribonucleico (RNA) e mudancas na

conformacao da cromatina®’.

2.5.1. Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA é uma modificacdo quimica determinada por adi¢do de um
grupo metil no quinto carbono do anel de citosina, catalisada pelas enzimas DNA
Metiltransferases (DNMT's), levando assim a formag&o de 5-metilcitosina. Este processo
atua na inativacdo do cromossomo X, no imprinting genémico, no desenvolvimento
embrionario, na regulacdo genética e causa modificacdes da cromatina. As chamadas
ilhas CpG (citosina-fosfato-guanina) séo as regides do genoma onde ocorrem a maior
parte das metilacbes do DNA. Essas regides sao ricas em dinucleotideos CG (Citosina e

Guanina)%%
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disease, Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 618, n. 1,
p. 163-174, 2007.

8 GOLL, Mary Grace; BESTOR, Timothy H., Eukaryotic cytosine methyltransferases, Annual Review of
Biochemistry, v. 74, p. 481-514, 2005.

8 OKANO, M.; XIE, S.; LI, E., Cloning and characterization of a family of novel mammalian DNA
(cytosine-5) methyltransferases, Nature Genetics, v. 19, n. 3, p. 219-220, 1998.
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Existem dois mecanismos que determinam o padrdo de metilagdo, chamados
metilacdo de manutencdo e metilagdo de novo. A Dnmtl é responsavel pela metilagdo de
manutencdo dos padrdes de metilacdo no periodo de mitose, enquanto as Dnmt3a e
Dnmt3b sdo importantes nos estagios de desenvolvimento embrionario e estdo
encarregadas da metilacdo de novo das moléculas de DNA recém-sintetizadas (Figura
2)7°.

Outro processo importante é a desmetilacdo do DNA, onde ocorre a transformacéo
da 5-metilcitosina em 5-hidroximetilcitosina através de diversas reagdes enzimaticas. O
aumento da transcricdo pode ser resultado da presenca de 5-hidroximetilcitosina em
regibes promotoras, indicando assim um papel na regulacdo da expressdo génica. Este
processo é mediado por enzimas desmetilases Tets (enzima dez-onze translocase de
DNA)™.

" TUREK-PLEWA, Justyna; JAGODZINSKI, Pawet P., The role of mammalian DNA methyltransferases
in the regulation of gene expression, Cellular & Molecular Biology Letters, v. 10, n. 4, p. 631-647, 2005.
. JANKE RYAN, et al, Metabolism and  Epigenetics, disponivel em:
<https://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev-cellbio-100814-125544>, acesso em:
8 jan. 2019.
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FIGURA 2: Metilacdo do DNA. (A) Metilacdo da estrutura de citosina a partir da adi¢do de um grupo
metil no quinto carbono do anel de citosina, catalisada pelas enzimas Dnmt’s, (B) DNA sendo metilado
pelo mecanismo denominado Metilagdo de novo, (C) DNA sendo metilado pelo mecanismo denominado
Metilagdo de manutengdo. Fonte The role of mammalian DNA methyltransferases in the regulation of gene
expression (adaptada)”?

2.5.2. Modificacgdes da histona

As histonas séo proteinas que auxiliam na compactacdo do DNA e estdo presentes
nos nucleossomas. O nucleossoma esta localizado no ndcleo das células e é composto por
quatro histonas, que formam um octamero, sdo elas: H2A, H2B, H3 e H4. Para controlar
0 processo de transcri¢do génica, a cromatina deve ser remodelada, alterando o acesso a
fatores da transcricdo ao DNA. Eventos tais como a metilagéo, acetilacdo, ubiquitinacéo

e fosforilagdo, normalmente ocorrem na cauda das histonas que se desdobram a partir do

72 TUREK-PLEWA; JAGODZINSKI, The role of mammalian DNA methyltransferases in the regulation of
gene expression.
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centro dos nucleossomas. A acetilacdo é considerada a principal modificacdo epigenética.
A acetilagdo dos residuos de lisina das histonas neutraliza a carga positiva, interrompendo
assim a ligacdo eletrostatica entre as histonas e 0 DNA, desfrouxando a compactacao da
cromatina, deixando-a mais permissiva a transcricdo génica’. Acredita-se que a
acetilacdo das caudas N-terminais das histonas H3 e H4 seja um sinal para a ativacao da
cromatina, permitindo assim a acessibilidade a maquinaria de transcri¢do, esse sinal pode
ser removido pelas Desacetilases de Histonas (HDAC’s), que promovem a condensac¢ado

da cromatina.

2.6. Sirtuinas no tecido renal

As sirtuinas sdo proteinas desacetilases dependentes de Dinucleétido de
Nicotinamida e Adenina (NAD*) envolvidas na regulacdo do metabolismo e das respostas
ao estresse’*", Em mamiferos, as sirtuinas possuem sete isoformas, (Sirtl a Sirt7).
Outra caracteristica dessa familia de proteinas est4 relacionada a sua localizagdo nos
diferentes compartimentos celulares (Tabela 1), desta forma existem Sirtuinas especificas
no nucleo (Sirtl, Sirt6 e Sirt7), citosol (Sirtl e Sirt2), e em mitocondrias (Sirt3, Sird e
Sirt5).”” Crescentes evidéncias sugerem que as sirtuinas possuem efeitos protetores contra

o desenvolvimento de doencas renais’®.

3 T3JANKE RYAN, et al, Metabolism and Epigenetics.

74 T“GERTZ, Melanie et al, A Molecular Mechanism for Direct Sirtuin Activation by Resveratrol, PLOS
ONE, v. 7,n. 11, p. e49761, 2012.

75 SPOTTHAST, Arne Bjorn et al, Alterations of sirtuins in mitochondrial cytochrome c-oxidase
deficiency, PLOS ONE, v. 12, n. 10, p. e0186517, 2017.

76 6SAUVE, Anthony A. et al, The Biochemistry of Sirtuins, Annual Review of Biochemistry, v. 75, n. 1,
p. 435-465, 2006.

77 TTMICHISHITA, Eriko et al, Evolutionarily Conserved and Nonconserved Cellular Localizations and
Functions of Human SIRT Proteins, Molecular Biology of the Cell, v. 16, n. 10, p. 46234635, 2005.

78 BWAKINO, Shu; HASEGAWA, Kazuhiro; ITOH, Hiroshi, Sirtuin and metabolic kidney disease,
Kidney International, v. 88, n. 4, p. 691-698, 2015.
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Tabela 1: Principais caracteristicas das sirtuinas.”

Sirtuina Atividade Localizacéo Funcéo
Sirtl Desacetilase Nucleo / Citoplasma Metabolismo/Inflamacéao/
Neurodegeneracdo
Sirt2 Desacetilase Citoplasma Ciclo celular
Sirt3 Desacetilase Nicleo / Mitocdndria Metabolismo: producéo
(matriz) de ATP/ Termogénese

Sirt4 ADP-ribosil Mitocondria (matriz) Metabolismo: secre¢do de
transferase Insulina

Sirt5 Desacetilase Mitocondria (matriz) Ciclo da Ureia

Sirt6 ADP-ribosil Nucleo (heterocromatina) Reparo DNA
transferase

Sirt7 Desacetilase Nucleo (nucléolo) Transcricdo DNAr

A Sirtl medeia a regulacdo da longevidade, da resposta ao estresse agudo, da
homeostase metabdlica, da integridade do DNA e participa de vias importantes de
sinalizac&o®’. Em relacéo ao tecido renal, Sirtl reduz a pressdo arterial e a albumindria
diabética, retarda a fibrogénese renal, resiste a lesdo renal aguda e diminui o
envelhecimento renal. Em animais obesos, o aumento da atividade de Sirtl, melhora os
parametros metabolicos tais como a resisténcia a insulina e niveis de glicose no sangue

em jejum®?,

Evidéncias sugerem que Sirt3 possua um papel importante no tecido renal. E
provadvel a correlagdo do treinamento fisico com a defesa antioxidante nos

compartimentos dos tubulos proximal e distal e a manutencdo da homeostase da energia

9 DONMEZ, Gizem; OUTEIRO, Tiago F, SIRT1 and SIRT2: emerging targets in neurodegeneration,
EMBO Molecular Medicine, v. 5, n. 3, p. 344-352, 2013.

8 GENARO, Patricia de Souza; SARKIS, Karin Sedd; MARTINI, Ligia Aradjo, Effect of caloric restriction
on longevity, Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 53, n. 5, p. 667672, 2009.
8181GUAN, Yi; HAO, Chuan-Ming, SIRT1 and Kidney Function, Kidney Diseases, v. 1, n. 4, p. 258-265,
2016.
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mitocondrial. Dependendo da necessidade de energia especifica do rim, as mitocondrias

sdo capazes de modificar em nimero, tamanho e localizag&o®?.

Dados recentes mostraram que Sirt6 contribui para o controle da homeostase renal.
Sirté é uma enzima chave na manutencdo da permeabilidade seletiva glomerular e de
proteinas plasmaticas. A deficiéncia de Sirt6 em camundongos foi associada a hipertrofia

renal e lesdo glomerular, resultando em proteindria®.

Pesquisas relatam que Sirt7 desacetila alguns moduladores de genes mitocondriais
codificados nuclearmente envolvidos no metabolismo lipidico®. Foi demonstrado
também que Sirt7 restaura o pH no ducto coletor durante a acidose metabolica através de
sua capacidade de desacetilar o cotransportador KCC4 expresso na membrana basolateral

de células a-intercaladas onde modula o equilibrio do pH®.

Embora ndo se conheca ao certo o papel das sirtuinas 2, 4 e 5 na funcédo renal,
estudos revelam que Sirt2 participa na regulacdo do metabolismo da glicose e lipidios, e
pode ser considerada um sensor de glicose que mantem a sensibilidade a insulina. Além
disso, inibe a adipogénese e ou promove a gliconeogénese por meio de sua atividade
desacetilase®. Em um outro estudo publicado em 2017, mostra que Sirt4 possui uma
funcdo importante na homeostase da glicose e da secrecdo de insulina, pois ratos
deficientes de Sirt4 desenvolveram resisténcia a insulina e intolerancia a glicose®’. Uma
pesquisa publicada em 2006, mostra que a perda de Sirt4 aumenta a secrecéo de insulina
estimulada por aminodcidos. Um efeito parecido foi observado em células beta
pancreaticas de animais em regime de restricdo calorica ou deficientes de Sirt4.
Posteriormente, estudos demonstraram que Sirt5 controla a cetogénese através de

atividades de desaminolase e desuccinilase no tecido hepatico, e possui um efeito no fluxo

82 82| pid.

88 HUANG, Wen et al, Sirt6 deficiency results in progression of glomerular injury in the
kidney, Aging, v. 9, n. 3, p. 1069-1083, 2017.

8 8YOSHIZAWA, Tatsuya et al, SIRT7 controls hepatic lipid metabolism by regulating the ubiquitin-
proteasome pathway, Cell Metabolism, v. 19, n. 4, p. 712-721, 2014.

8 8MERCADO, Adriana et al, The K+:Cl- Cotransporter KCC4 is Activated by Deacetylation Induced by
the Sirtuin7 (SIRT7), The FASEB Journal, v. 29, n. 1_supplement, p. 666.24, 2015.

8 8YE, Xin et al, Sirtuins in glucose and lipid metabolism, Oncotarget, v. 8, n. 1, p. 1845-1859, 2016.
87 8T ANDERSON, Kristin A. et al, SIRT4 Is a Lysine Deacylase that Controls Leucine Metabolism and
Insulin Secretion, Cell Metabolism, v. 25, n. 4, p. 838-855.e15, 2017.
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energético via glicolise.® Sirt5 foi descrita inicialmente como uma desacetilase
mitocondrial que através da ativacao da carbamoil fosfato sintetase regula o ciclo da ureia
no tecido hepatico.®®

A seguir, a figura 3 ilustra a atividade funcional e a contribuicdo das Sirtuinas 1,3,6 para
manter a homeostase renal

A B

Funcio Doenca renal

Células
endoteliais

SIRT1

Anti-apoptose

Todiciios - - Anti-fibrose
SIRT3

Anti-inflamatoria
Anti-oxidante

Glomérulos

Ducto coletor r
Tubulo proximal SIRT7

SIRT1 Anti-oxidante
SIRT3 Tubulo distal Producio de ATP

SIRT1
- > Diniimica mitocondrial

Troca mitocondrial

Biogenese mitocondrial

Anti-fibrose

FIGURA 3: As sirtuinas contribuem para manter a homeostase renal e sua regulacéo negativa leva
a doencas renais crbnicas e agudas. (A) As sirtuinas sdo expressas em diferentes compartimentos renais.
No glomérulo, Sirtl, Sirt3 e Sirt6 mantém a integridade estrutural e funcional dos podécitos. Nas
proximidades dos poddcitos, as células endoteliais glomerulares expressam Sirtl. Sirtl também é expressa
e participa do controle do equilibrio de sédio e da reabsorcdo de agua, regulando a subunidade do sédio
epitelial no tubulo distal. Sirtl e Sirt3 sdo altamente expressos no tlbulo proximal, onde preservam a
integridade funcional mitocondrial. No ducto coletor, Sirt7 controla 0 manuseio de eletrélitos acido-base.
(B) Sirtl, Sirt3 e Sirt6 exercem func¢es de prote¢do, modulando vérios alvos renais (azul claro). A
downregulation de Sirtl, Sirt3 e Sirt6 favorece o desenvolvimento de distirbios renais (azul). Fonte:
Sirtuins in Renal Health and Disease (adaptada)®

8 8NISHIDA, Yuya et al, SIRT5 Regulates both Cytosolic and Mitochondrial Protein Malonylation with
Glycolysis as a Major Target, Molecular Cell, v. 59, n. 2, p. 321-332, 2015.

89 89SIRT5 Deacetylates carbamoyl phosphate synthetase 1 and regulates the urea cycle. - PubMed -
NCBI, disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19410549>, acesso em: 7 fev. 2019.
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3. JUSTIFICATIVA

Desde 2008, nosso Laboratério vem estudando os efeitos de uma dieta rica em
carboidratos simples sobre o tecido adiposo de ratos recém-desmamados, focando em
duas variaveis: o treinamento fisico em esteira rolante, a fim de se avaliar o
comportamento da adiposidade corporal mediante um fator predisponente ao gasto
energético, e o tempo, para investigar as alteracdes sobre o balanco energético num
animal “ptbere” (4 semanas) e num “adulto jovem” (8 semanas). Inicialmente, avaliamos
os efeitos a longo prazo da dieta e do exercicio fisico sobre os niveis de (Uncoupling
Protein 1) UCP1 e (Uncoupling Protein 3) UCP3, bem como a eficiéncia do balango
energético. Os resultados mostraram que os animais que foram alimentados com a dieta
rica em carboidratos simples exibiu um maior indice de adiposidade e de peso de Tecido
Adiposo Marrom inter-escapular (TAM), acopanhado de um aumento de expresdo de
UCP1 tanto ao nivel transcricional como proteico. O treinamento induziu um aumento de
expressdao dos receptores 3 no TAM e redug@o nos niveis de transcricdo de UCP3 no
musculo. Além disso, o treinamneto blogqueou a expressdo de UCP1 no TAM e aumentou
a expressao de UCP3 no musculo, sugerindo que o exercicio fisico melhora a relacéo
UCP1/UCP3 e consequentemente o balanco energético. Também foi observado que o
exercicio induz diminuicdo nos niveis de leptina no soro e um aumento na expressdo do
seu receptor no tecido adiposo retroperitoneal, entretanto em ratos alimentados com dieta
rica em carboidratos foi observado um aumento na expressdo do Receptor de Leptina
(OB-Rb) e redugdo nos niveis de catecolaminas o que resultou em altos niveis de
adiposidade e hiperleptinemia. A combinacdo de exercicio fisico com dieta rica em
carboidratos simples diminuiu os niveis de Acidos Graxos ndo esterificados (NEFAS) e
induz um aumento na expressdo de UCP2, nos animais com 4 semanas, sendo que esse
efeito ndo é observado nos animais com 8 semanas de consumo da dieta rica em

carboidratos.

Embora o mecanismo especifico ndo tenha sido completamente elucidado, noés
demonstramos que a ingestdo de dieta rica em carboidratos simples pds-desmame induz
hipertrofia e hiperplasia dos adip6citos apds 12 semanas de ingestdo, induzindo mudangas

no padrdo de expressdo de genes que atuam em redes de interagdo relacionadas a
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diferenciacdo celular e no metabolismo dos adipdcitos, ou seja, upregulation dos sinais
adipogénicos (PPARY) e downregulation dos sinais anti-adipogénicos (componentes da
sinalizacdo Wnt). Apesar dos niveis de glicose permanecerem inalterados, apds 8
semanas de consumo da dieta rica em carboidratos simples observou-se intolerancia a
glicose e alteracdo do indice HOMA, associado ao aumento dos adipdcitos, bem como
dos niveis de leptina. Entretanto, 12 semanas de consumo da dieta rica em carboidratos
iniciadas ap6s o desmame provocou hiperplasia do tecido adiposo retroperitoneal, o que
pode ser um fator importante para o restabelecimento dos parametros glicometabolicos
neste periodo. A dieta rica em carboidratos simples modula a expressdo de miRNAs anti-
adipogénicos e associados as condi¢Ges metabolicas, poderiam reverter o efeito temporal
observado na expressdo de um conjunto de genes no tecido adiposo branco®92,
Continuando essa linha de investigacao, a hipotese deste trabalho é avaliar os efeitos da
dieta rica em carboidratos simples e do treinamento aerobico de natacdo sob a

reprogramacao epigenética no tecido renal.

%1 SANTOS, Talita, Epigenética no tecido adiposo retroperitoneal de ratos: foco em metilagio de DNA e
expressao de sirtuinas, 2018.

%2 KB QUEIROZ, Associagdo entre Dieta Hiperglicidica e Exercicio. Fisico Modifica o Metabolismo e a
Expressdo Génica no Tecido Adiposo, 2010.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Avaliar alteragdes epigenéticas para disfuncdo renal induzida por dieta rica em
carboidratos simples associado ao sedentarismo em ratos Wistar.

4.2. Objetivos Especificos
e Avaliar possiveis alteracfes biométricas, hematoldgicas e bioquimicas em ratos
submetidos ao treino aerdbico e dieta rica em carboidratos simples em um periodo

de 18 semanas

e Avaliar a funcéo renal e possiveis alteracdes histoldgicas no rim dos animais em

estudo
o Avaliar a expressdo de Sirtuinas (1-7) em tecido renal

e Avaliar e comparar a expressdao e a atividade das enzimas antioxidantes

Superoxido-Dismutase (SOD) e Catalase (Cat) em tecido renal

e Avaliar e comparar a expressao mRNA de metilases e desmetilases no tecido renal.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Desenho Experimental

Foram utilizados 40 animais, Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos
recém-desmamados (massa corporal entre 40 — 65g), com aproximadamente 35 dias de
vida, provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP). Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos como descrito
nas normas do Manual de Principios Orientadores do Comité de Etica e autorizados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto, sob o
protocolo n° 2016/26. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas, ndo excedendo
cinco animais por gaiola, sob condi¢bes de luz (12/12h) e temperatura (24+2 °C)
controladas. Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) Grupo Sedentario Dieta
Controle (SDC, N=10); 2) Grupo Treinado Dieta Controle (TDC, N=10); 3) Grupo
Sedentario Dieta Rica em Carboidratos simples (SDRC, N=10) e 4) Grupo Treinado Dieta
Rica em Carboidratos simples (TDRC, N=10).

Os grupos 1 e 2 foram alimentados com ragdo comercial para ratos (Nuvilab CR-1,
Colombo, Brasil) e os grupos 3 e 4 foram alimentados com uma racdo rica em
carboidratos simples, porém isocalorica composta por 40,45% de racdo comercial
(Nuvilab CR1, Colombo, Brasil), 8,58% de acucar, 40,45% de leite condensado e 10,52%
de agua (Tabela 1).

Tabela 2: Composicao Nutricional das ragodes.

Composicéo Unidade Dieta Controle Dieta Rica em Carboidratos

Nutricional (Nuvilab CR-1) Simples

Calorias Kcal/100 g 308,52 267,54
Carboidratos 9/100g 44,08 51,63
Cinzas g/100g 6,87 3,63
Fibra bruta g/100g 11,43 5,08
Gordura Total 9/100g 5,06 1,09
Proteina 9/100g 21,67 12,81
Umidade g/100g 10,89 25,77

Os calculos nutricionais foram baseados em analises bromatologicas de ambas as ragdes. Ragao para
ratos (Nuvilab CR-1, Colombo, Brasil) e racdo rica em carboidratos simples.
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5.1.2. Treinamento aerdbico de natagdo com carga de trabalho

Durante 5 dias da semana, ao longo de 18 semanas, os animais foram treinados em
piscina coletiva profunda do CCA da UFOP, sob temperatura controlada (28+2 °C). O
treinamento de natacdo iniciou com um periodo de adaptacdo (Tabela 3) em baldes
individuais. A primeira sessdo durou 15 minutos, a segunda 30 minutos e a terceira 45
minutos. Na quarta sessdo 0s animais ja treinavam 60 minutos por dia. A partir de entdo,
os animais foram submetidos ao treinamento de natagdo com cargas confeccionadas com
fio de solda anexadas as suas caudas. O treino iniciou-se com carga equivalente a 0,5%
da massa corporal do animal, sendo aumentada semanalmente até atingir 3% (Tabela 4).
Para evitar a diminuicdo da temperatura corporal, ap6s cada sessdo de natacdo, os ratos

foram secados individualmente.

Tabela 3: Protocolo de adaptacdo do treinamento aerdbico de natacéo (sem carga)

12 Semana — Adaptagéo

Dia da semana Tempo

Segunda-feira 15 minutos
Terca-feira 30 minutos
Quarta-feira 45 minutos
Quinta-feira 60 minutos
Sexta-feira 60 minutos

Tabela 4: Protocolo de treinamento aerdbico de natacdo com sobrecarga de peso

durante 18 semanas.

Grupo (TDC e TCRC)
Acréscimo de carga (% em relagédo a massa corporal)

Semana Tempo por sessdo Carga
12 (adaptacéo) Crescente 15 min — 60 min 0%
28 60 min 0,5%
32 60 min 1%
42 60 min 1,5%
5a 60 min 2%
62 60 min 2,5%
78 60 min 3%
8 60 min 3%
92 60 min 3%
102 60 min 3%
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Grupo (TDC e TCRC)
Acréscimo de carga (% em relagédo a massa corporal)

Semana Tempo por sessdo Carga
112 60 min 3%
128 60 min 3%
132 60 min 3%
148 60 min 3%
158 60 min 3%
16 60 min 3%
178 60 min 3%
182 60 min 3%

TDC - treinado dieta controle, TCRC - treinado dieta rica em carboidratos simples

5.2. Determinacéo do ganho de massa corporal e do consumo alimentar

Os animais foram pesados individualmente uma vez por semana e o ganho de massa

foi calculado subtraindo-se a massa corporal final da inicial®.

O consumo alimentar dos animais foi medido durante todo o periodo experimental.
E a ingestdo caldrica calculada multiplicando-se o consumo alimentar pela densidade
energética da dieta de cada grupo, sendo o valor adotado para a dieta controle 3,08 kcal/g
e para a dieta rica em carboidratos simples 2,67 kcal/g®*.

93 9pERERA, Thanusha et al, Effect of fluoride on major organs with the different time of exposure in rats,
Environmental Health and Preventive Medicine, v. 23, n. 1, p. 17, 2018.

% %physical activity prevents alterations in mitochondrial ultrastructure and glucometabolic
parameters in a high-sugar diet model, disponivel em:
<https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0172103>, acesso em: 3 jan. 2019.
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5.3. Indice de Lee e Indice de adiposidade

Para avaliar a inducdo da obesidade pela dieta rica em carboidratos simples, foram
analisados parametros biométricos. O indice de Lee (IL) foi calculado como o descrito
por Lee em 1928%:%,

3 eso corporal
IL = p P (9) X 1000
comprimento naso — anal (cm)

O Indice de Adiposidade (1A) foi utilizado como indicador de obesidade, pois
permite a avaliacdo das porcentagens de gordura corporal. Para obter o indice de
adiposidade, foi calculada a partir da soma dos depdsitos de gordura, normalizada pelo

peso corporal®’.
epididimal (g) + retroperitoneal (g) inguinal (g)

A= x 100
peso corporal (g)

5.4. Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Ao final de 18 semanas de treinamento aerdbico de natacdo, os animais foram
eutanasiados por decapitacdo e as amostras de sangue foram colhidas e distribuidas em
tubo seco e microtubos contendo anticoagulante EDTA sédico (10%) para realizacdo dos
pardmetros bioquimicos e hematoldgicos, respectivamente. Apds a coagulagdo do sangue
em tubos seco, as amostras foram centrifugadas a 2044 xg, durante 10 minutos para a

separacao do soro.

% FOLCH, Jordi; LEES, M.; STANLEY, G. H. Sloane, A Simple Method for the Isolation and Purification of
Total Lipides from Animal Tissues, Journal of Biological Chemistry, v. 226, n. 1, p. 497-509, 1957.

% %BBERNARDIS, L. L.; PATTERSON, B. D., Correlation between “Lee index” and carcass fat content in
weanling and adult female rats with hypothalamic lesions, The Journal of Endocrinology, v. 40, n. 4,
p. 527-528, 1968.

9% 97LUVIZOTTO, Renata de Azevedo Melo et al, Lycopene supplementation modulates plasma
concentrations and epididymal adipose tissue mRNA of leptin, resistin and IL-6 in diet-induced obese rats,
The British Journal of Nutrition, v. 110, n. 10, p. 1803-1809, 2013.
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5.4.1. Analise dos parédmetros hematoldgicos e bioquimicos

Os parametros hematoldgicos foram analisados através de um analisador semi-
automatizado (Sysmex®-KX 21) e as laminas avaliadas através de microscopia éptica. As
dosagens bioquimicas foram realizadas nas amostras de soro com kits (Bioclin, Minas
Gerais, Brasil), ja as analises urinarias foram realizadas com kit comercial da Labtest
(Lagoa Santa, MG - Brasil) atraves de um analisador automatizado (Wiener Lab, CM
200, Sao Paulo - Brasil), pelo Laboratério Piloto de Anélises Clinicas da Escola de
Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto. Foram dosados os niveis séricos de
uréia, creatinina, Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST),
colesterol total, HDL, triglicérides e glicose. E na urina foram dosados a proteindnia,

creatinuria e calculado a Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG), para avaliar a funcéo renal.
TFG foi estimado utilizando a equacéo abaixo®:

Creatinuria x Fluxo urinario

TFG .24h™1) =
(m ) Creatinina sérica

5.5. Dosagem de Insulina

Para avaliacdo dos niveis de insulina foi utilizado um método de imunoensaio do
tipo ELISA sanduiche em que ocorre a captura da insulina presente no soro por anticorpos
monoclonais de insulina de rato. Para isto foi utilizado o Kit Rat /Mouse Insulin
(Millipore, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Em espectofotometro, foi
lida a absorbancia em comprimento de onda 450 nm, para calcular a concentracdo de
insulina, foi realizada uma curva padrdo de funcéo logaritmica com quatro parametros
nas concentragdes de (0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 ng/mL).

% RIBEIRO, A.P.AF., AdaptacGes renais induzidas pelo treinamento aerébico em ratos normais em
repouso e sob o efeito de exercicios, 2009.
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5.6. Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG)

O Teste de Tolerancia Oral a Glicose foi realizado apds os ratos ficarem 12 horas
em jejum. As amostras de sangue foram colhidas da cauda animal e os niveis de glicose
foram monitorados nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos, apos a gavagem com dextrose a
40%. Para a dosagem da glicemia foi utilizado um glicosimetro Accu-Check (Accu-Chek
Active, Roche Diagnostics Corp, Hague Road, IN). O indice de resisténcia a insulina foi

calculado usando a formula de HOMA®®:

insulina sérica em jejum X glicose plasmatica

HOMA =
0 22,5

5.7. Extracéo de lipideos

O conteudo lipidico do tecido renal foi extraido de acordo com o método de
Folch.1% Cerca de 100 mg de tecido foram homogeneizados com 1266 uL de cloroférmio
em um homogeneizador do tipo polytron e, em seguida foram adicionados 0,660 pL de
uma solucdo de cloroférmio-metanol (2:1). O contetdo foi transferido para um tubo de
vidro e homogeneizado com vortex por 3 minutos. Foram adicionados 400 pL de metanol
e esse material foi incubado por 30 minutos a temperatura ambiente, depois, foi
centrifugado por 10 minutos a 3370 xg. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
de vidro previamente pesado e foram adicionados 800 pL de cloroformio e 640 pL de
NaCl a 0,73%. O contetdo foi homogeneizado em vértex por 1 minuto e centrifugado
por 10 minutos a 3370 xg. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi lavado por 3 vezes
com 600 uL de solug¢ao de Folch [cloroformio-metanol-agua (3:48:47)]. O sobrenadante
foi descartado e os vestigios de solvente foram secos em estufa semiaberta, a 40°C, até
completa evaporagdo. O tubo foi novamente pesado e os lipideos foram ressuspendidos
em 500 pL de isopropanol. A quantidade de lipidios extraida foi calculada, utilizando-se

a seguinte formula:

B IPMATTHEWS, D. R. et al, Homeostasis model assessment: insulin resistance and B-cell function from
fasting plasma glucose and insulin concentrations in man, Diabetologia, v. 28, n. 7, p. 412419, 1985.

100 10FQLCH; LEES; STANLEY, A Simple Method for the Isolation and Purification of Total Lipides
from Animal Tissues.
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. massa de lipidios (g)
% lipidios = X100
massa da amostra (g)

A variedade lipidica foi determinada no tecido renal através das dosagens de
colesterol total e triglicerideos utilizando os kits comerciais (Bioclin, Minas Gerais,

Brasil), conforme instruc¢des do fabricante.

5.8. Lactato

Para analisar os niveis de lactato presente no plasma, realizou-se a coleta de sangue
periférico da veia caudal de todos os animais, em tubos contendo conservante fluoreto de
sodio e oxalato de potassio (5%), que foi centrifugado 8.000 xg por 5 minutos.
Posteriormente dosou-se o lactato pelo kit comercial (Bioclin, Minas Gerais, Brasil), por
espectrofotometria, conforme instrucGes do fabricante. A coleta sanguinea foi realizada
em dois momentos, sendo a primeira enquanto os animais ainda se encontravam em
repouso (pré-treino) e a segunda, apds 60 minutos de natacdo com carga (pds-treino)

equivalente a 3% da massa corporal do animal.

5.9. Analises histoldgicas

Os tecidos renais foram fixado em solucdo de 80% metanol e 20% DMSO, em
seguida foram armazenados a -20 °C até serem submetidos a técnicas de histologia. Os
cortes histologicos (4um de espesura) foram corados com tricromo de Masson e foi
realizada a morfometria para a avaliacdo da fibrose renal. A area do tecido de colageno
(cor azul) foi medida quantitativamente usando o software ImageJ®?, e para estimar
quantos campos seriam analisados por lamina, foi realizado o teste de estabilidade®? para
determinar o nimero médio de glomérulos a serem analisados. A seguir foram obtidas 30

imagens com a objetiva de 40x do microscépio Leica DM5000B através da microcamera

101 IPONNUSAMY, Murugavel et al, Blocking Sirtuin 1 and 2 Inhibits Renal Interstitial Fibroblast
Activation and Attenuates Renal Interstitial Fibrosis in Obstructive Nephropathy, Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 350, n. 2, p. 243-256, 2014.

102 12NOGUEIRA-PAIVA, Nivia Carolina et al, Myenteric plexus is differentially affected by infection
with distinct Trypanosoma cruzi strains in Beagle dogs, Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 109,
n. 1, p. 51-60, 2014.
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acoplada (Leica DFC340FX) concedidos pelo Laboratorio Multiusuério de Microscopia
do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto.
A medida da area de colageno total e diferencial foi realizada com auxilio do software
ImageJ (1.38).

5.10. Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Para dosar a atividade da enzima Superoxido Dismutase, foi utilizado o Kit
(Superoxide Dismutase (SOD) Colorimetric Activity — Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil). O
kit € um ensaio de atividade colorimétrica que quantifica a atividade da superdxido
dismutase no tecido, o ensaio foi realizado conforme as instruc¢des do kit e a placa foi lida

em um espectofotometro em comprimento de onda 450 nm.

5.11. Extracdo de RNA total

Foram utilizados cerca de 100 mg de tecido renal para extrair RNA total. A
purificacdo foi realizada através do kit (SV Total RNA Isolation System - Promega) de
acordo com as instrucbes do fabricante com algumas alteracdes. O tecido foi
homogeneizado com o auxilio de um homogeneizador rotativo do tipo polytron, para isso
foi adicionado 1 ml de Trizol (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) a amostra e esta foi
submetida a 5 pulsos de 1 minuto cada no polytron, seguidos de banho de gelo por um
minuto. Depois 0 homogenato ficou incubado por 16 horas a temperatura de 4°C. Ap06s
esse periodo, o mesmo foi colocado em temperatura ambiente por 5 minutos e adicionado
400 pl de cloroférmio, essa mistura foi friccionada por 1 minuto em um agitador tipo
vortex, e centrifugadas a 12000 xg por 15 minutos a 4°C. Entdo, mais 400 pul de
cloroférmio foram adicionados e as amostras foram novamente vortexadas e incubadas
por 25 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a centrifugacdo dos homogenatos
foi repetida a 12000 xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo Eppendorf® e adicionados 600 pl etanol a 95% (Sigma ST. Louis, MO, USA)

e homogeneizados manualmente por inversdao. Em etapa conseguinte, o material foi
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transferido para a coluna de retencdo de &cidos nucleicos. Posteriormente, 0 RNA foi
tratado com DNAse (Turbo DNase - Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) de acordo com as
instrucdes do kit, e entdo o mesmo foi quantificado atraves de um espectrofotdmetro
compacto NanoDrop™ Lite Spectrophotometer® (ThermoFicher SCIENTIFIC). O grau
de pureza também foi avaliado pela relagdo entre os comprimentos de onda 260/280.
Foram aceitas para a sintese de cDNA razdes acima de 1,8 e a qualidade do RNA total

foi avaliada a partir da confeccdo de um gel a 1,2% de agarose.

5.11.1. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando 1pug de RNA total conforme as instrugdes do kit
High-Capacity cDNA RT-Applied. A reacio foram adicionados 2 pL tampdo RT 10x, 2
pL Random Primer 10x, 0,8 pL dNTP 25x e 1 pL da enzima Multiscribe Reverse
Transcriptase e agua livre de nucleasse até completar um volume final de 20 uL. A
amostra foi entdo incubada por 10 minutos a 25°, 120 minutos a 37°C, posteriormente a
enzima foi inativada a 85°C por 5 minutos. As amostras foram armazenadas em freezer a

-80°C, por até cinco dias ap6s a confeccdo do cDNA.

5.11.2. Sele¢do do controle endégeno

Para a escolha gene normalizador foi realizada uma analise quanto a variacdo da
expressao génica para quatro controles endogenos: Rplp?, Hprtl, Gapdh e rRNA18S. O
gene que menos variou foi o0 rRNA18S, mas 0 mesmo tem expressdo consideravelmente
alta em relacdo aos alvos, por isso, 0 gene normalizador que apresentou mais adequado
foi o Hprtl.

29



5.11.3. Analise da expressdo génica pela técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR)

Para a analise da expressdo de genes foi utilizada a técnica de PCR em tempo real,
onde a amplificagdo foi realizada utilizando o kit Promega que contém a enzima Taq
DNA polimerase, dNTPs e SYBR Green como corante intercalante. Para a reagdo foram
adicionados 5 uL de SYBR, 3 uL de primer, 0,1 uL de CXR e 2 uL. de cDNA (100pg).
As amostras foram aplicadas na placa em triplicata, utilizando o Hprtl como gene
normalizador. A quantificacdo génica relativa foi determinada de forma automatizada no
equipamento 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems), onde as reacGes foram
submetidas as mesmas condicGes de analise. A expressao relativa foi calculada a partir
do ACT associado ao gene normalizador (Hprtl) e os resultados foram analisados pelo

método de fold change. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Sequéncias dos primers Forward e Reverse utilizados para andlise da

expressao génica

Gene Sequéncia N° de acesso ao
GenBank

Hprtl Forward: GCAGAC TTT GCT TTCCTT GG NM_012583.2
Reverse: ATC CAACACTTC GAG AGG TCC

Sirtl Forward: GGT TGC AGG AAT CCA AAG G XM_008772947.2
Reverse: CCA CGA ACAGCTTCACAATC

Sirt2 Forward: CAC GAT GAG CTG GAT GAA AG XM_006228676.3
Reverse: CGG GCT TTACCACATTCTG

Sirt3 Forward: GGG TCC TTT GCT CTG AGT CC XM_008759981.2
Reverse: TCC ACC AGCCTTTCCACAC

Sirt4 Forward: TTG ATT TCATCC GCAGTG XR_595327.2
Reverse: CCC AAG TTT CTCCCAGTT

Sirts Forward: AAC GCA AAG CAC ATAGTCAT XM_006253802.2
Reverse: AGC AAA GGC CAG AGG AGT

Sirté Forward: GCC GTC TGG TCATTG TCA XM_017594720.1
Reverse: AGC CTT GGG TGC TAC TGG

Sirt7 Forward: AGC ACG GCA GCC TCT ATC XM_017599391.1
Reverse: AGG TCG GCAGCACTCACA

Dnmtl Forward: GAG CCC AGC CCA GAG TAT GC NM_052254.3
Reverse: ATG GCA GAA GGA GGA ACAG

Dnmt3a Forward: CTG GCA AGG CTG TGG AGG TG XM_017594268.1
Reverse: GGT GGG GGT GGG GCA TAA GC

Dnmt3b Forward: GCT GGT GGC TCT GGG TCT GT NM_001003959.1
Reverse: AGG GCG GCT GGG GAAGGTCT

Tet2 Forward: CCC AGG AAA GCA CAG ACATAG XM_227694.8
Reverse: AGC ACC ATT AGG CAT TAG CAC

Tet3 Forward: TCA GCA ACA CCT TCATCA CAA XM_0006236793.3

Reverse: TTT TCC TTG GGT GGT TTG TCA
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MnSOD Forward: TGT GTC TGT GGG AGT CCA AG NC_000006.12
Reverse: AGG CGG CAATCT GTA AGC

ZnSOD Forward: ATA CAC AAG GCT GTACCACTGC XM_ 002.445.626
Reverse: CCT CTC TTC ATC CGC TGG AC
Cat Forward: ATT GCC GTC CGATTC TCC NC_005102.4

Reverse: CCAGTT ACCATCTTC AGT GTAG

5.12. AnaAlise estatistica

As analises dos dados foram realizadas utilizando o teste estatistico (two-way
ANOVA, seguido do pos-teste Bonferroni) do software GraphPad Prism, versdo 6.01 for
Windows, (Inc., San Diego, CA, USA). Os resultados foram entdo apresentados como

média £ desvio padrdo, considerando significativos valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Avaliacdo do consumo alimentar e caldrico dos animais

Os animais foram pesados semanalmente durante todo o periodo experimental, e
0 consumo alimentar e a ingestdo calorica foram calculados. Foi possivel observar que
houve um aumento do consumo alimentar e uma reducdo da ingestdo caldrica pelos
animais sedentérios e treinados que consumiram a dieta rica em carboidratos simples.
Contudo, apesar dos animais do grupo TDCS terem ingerido maior quantidade de
alimentos em relacdo aos grupos SDC e TDC, em termos de calorias esse foi o grupo com
menor ingestdo caldrica, seguido dos animais SDCS (Tabela 6). Isso sugere que existe
um efeito da dieta na ingestdo calérica dos animais, embora outro fator deva estar
associado, ja que os animais treinados que receberam a mesma dieta reduziram ainda mais

a ingestao de calorias.

Tabela 6: Consumo alimentar (g) e Ingestdo calérica (Kcal) no periodo de 18 semanas.

Grupo Consumo alimentar (g) Ingestdo caldrica (Kcal)
SDC 1373,24 + 4,17 4229,43 + 12,81
TDC 1404,2 + 40,27 4324,95 + 124,01
SDCS 1517,69 + 53,23 ® 4052,63 + 142,15 ®

TDCS 1428,7 + 4,53 3¢ 3814,61 + 12,13 ®¢

As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA two-way (pds teste de
Bonferroni) e os dados expressos como média + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes. SDC - sedentario dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC
- sedentario dieta rica em carboidratos simples, TDRC — treinado dieta rica em carboidratos
simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo SDC, (b) para grupos
estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo TDC, (c) para grupos estatisticamente diferentes
em relacdo ao grupo SDRC

6.2.  Analise dos parametros biométricos dos animais submetidos a ingestdo da dieta

rica em carboidratos simples e treinamento fisico de natagdo com carga

A tabela 7 mostra o ganho de massa corporal dos animais submetidos a 18 semanas

de ingestdo da dieta isocalorica rica em carboidratos simples e treinamento fisico de
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natacdo com carga. Foi possivel observar que o peso inicial dos animais era semelhante,
mas 0 peso final foi maior no grupo SDRC quando comparado ao grupo TDRC. Quanto
ao ganho de massa real (final — inicial), os grupos que consumiram a dieta rica em
carboidratos simples apresentaram maior ganho de massa. Entretanto o treino de natacédo

ndo foi capaz de reverter este quadro.

Tabela 7: Ganho de massa corporal dos animais submetidos a 18 semanas de ingestao

da dieta rica em carboidratos simples e treinamento fisico de natacdo com carga.

Massa inicial (g) Massa final (g) Ganho de massa (g)
Grupo Meédia = SD Meédia =+ SD Meédia = SD
SDC 85+ 8,83 4150+ 27,1 320,8571 + 34,64
TDC 86,5+ 8,67 387,1+ 33,63 293,7 + 39,28
SDCS 80,44 £+ 13,44 510,78 + 28,06 2 422,33 +4291 %
TDCS 82,4 + 13,89 456,2 + 37,13 ¢ 373,8 £43,18"

As anélises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA two-way (p6s teste de Bonferroni) e
o0s dados expressos como média + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
SDC - sedentéario dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentério dieta rica em
carboidratos simples, TDRC - treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos
estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em
relacdo ao grupo TDC, (c) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo SDRC.

6.3. Indice de Lee, indice de adiposidade e peso em gramas dos 6rgaos e

tecidos de animais de 18 semanas.

Para avaliar a influéncia da dieta e do treino aerébico de natacdo com carga sob o
grau de obesidade, foram calculados o indice de Lee e adiposidade. A tabela 8 mostra que
a dieta rica em carboidratos simples induziu um aumento de depositos de gordura
epididimal, inguinal e retroperitoneal nos animais sedentarios, mas que o treino aerobico
de natacdo foi capaz de reverter estes resultados. Observamos também que o treino e a
dieta rica em carboidratos simples induziram um aumento de tecido adiposo marrom.
Quanto ao indice de Lee e adiposidade podemos observar que a dieta rica em carboidratos
induziu um aumento nestes dois parametros, mas que o treino aerobico de natagdo com
carga foi capaz de reverter estes resultados. Também foi observado um aumento do peso
do figado nos animais sedentarios que receberam a dieta rica em carboidratos simples

quando comparados com os animais treinados alimentados com dieta controle (Figura 8)
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Tabela 8: Indice de Lee, indice de adiposidade e peso em gramas dos Orgaos e tecidos

de animais de 18 semanas.

Tecido Grupos

SDC TDC SDRC TDRC
Coragéo 1,430 £ 0,115 1,534 £0,138 1,533+£0,181 1,583 + 0,240
Figado 10,784 + 1,821 9,885 + 1,027 11,986 +1,335° 11,426 + 1,807
Intestino 1,737 £ 0,496 1,543+ 0,274 1,291 + 0,358 1,651 + 0,340
Mdusculo EDL 0,403 + 0,046 0,396 + 0,049 0,440 + 0,053 0,426 + 0,074
Musculo Gastrocnémio 4,224 + 0,537 4,084 + 0,399 4,578 + 0,609 4,503 + 0,424
Musculo Séleo 0,421 + 0,035 0,415 + 0,050 0,439 + 0,068 0,440 + 0,070
Muasculo Tibial 1,513+ 0,110 1,552 £ 0,175 1,595+ 0,194 1,732 £0,183
Pulmé&o 2,209 + 0,480 2,400 = 0,345 2,364 + 0,316 2,364 + 0,811
Reto 0,142 + 0,025 0,125 + 0,019 0,101 + 0,026 ® 0,102 + 0,021
Rim Direito 1,283+£0,184 1,220 £ 0076 1,323+ 0,102 1,234 £ 0,100
Rim Esquerdo 1,284 £ 0,200 1,207 £ 0,083 1,340 £ 0,115 1,211 £0,129
TA Epididimal 5,492 + 1,305 4,759 + 1,257 14,992 £3,424% 7,826 +3,530°¢
TA Inguinal 9,283 + 2,252 7,178 £ 1,650 20,934 +3,632% 11,693 + 5,095 ™
TA Retroperitoneal 5,18+1,41 4,15+1,46 16,56+3,43 % 8,80+3,70
TA Marrom 0,399 + 0,08 0,733+0,095% 0,666 +0,1682 0,842 +0,158?
indice de Lee 0,307 + 0,009 0,309 + 0,019 0,329 + 0,010 0,313 + 0,013
Adiposidade 4,987 + 1,039 4,274 + 0,546 10,527 £1,473%® 6,626 + 2,148

As anélises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA two-way (pés teste de Bonferroni) e os
dados expressos como média + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC -
sedentério dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentério dieta rica em carboidratos
simples, TDRC — treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes em
relacdo ao grupo SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo TDC, (c) para grupos
estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo SDRC.
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6.4. Avaliacéo da influéncia da dieta rica em carboidratos simples e do treinamento
de natacdo nos parametros hematoldgicos e bioquimicos em ratos Wistar machos, apos

18 semanas de experimento.

Para avaliar o efeito da dieta rica em carboidratos simples na inducéo de alterac6es
hematoldgicas e bioquimicas, ao final do experimento na 18 semana, durante a eutanésia
foram coletadas amostras de sangue e realizadas analises de diferentes metabdlitos no

soro dos animais em experimentacao.

A partir da analise dos parametros hematolégicos , foi possivel observar que a
dieta rica em carboidratos simples induziu apenas uma reducdo no namero de leucécitos,
porém sem significancia clinica, j& que a contagem de leucdcitos esta dentro dos
parametros normais (Tabela 9). J& nos pardmetros bioquimicos a dieta rica em
carboidratos simples induziu uma redugdo nos niveis séricos de uréia nos grupos SDRC
e TDRC em relacdo ao grupo SDC, e um aumento nos niveis de triglicérides em relacao

ao grupo TDC.
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Tabela 9: Parametros hematoldgicos dosados no sangue de ratos Wistar machos, apos

18 semanas de experimento.

Parametros Unidade Médiaz5D Média=SD MédiaxSD M¢édia=SD
Hematolégicos SDC DC SDRC TDRC

Leucécitos (10°/uL) 11,70=1,15 13,40=1,15 0.6222.70° 8,30=166°
Hemicias (10%/uL) 8.4120.16 8.45033 8.79+0,15 8,36=0,33
Hemoglobina (z/dL) 15,88=0,45 16,14=0,60 15,4020,45 15.5420,71
Hematberito (%4) 46,62=1,16 47,56=1,74 47,22+1,91 46,74=1,95
VCM 0] 55,58=0,76 56,26=0,96 53,80=1,62 55.00=0,71
CHM (pg) 18,88=0,31 17,88=2,57 17,5420,29 18.60=0,40
CHCM (g/dL) 34,18=0,33 34,00=0,44 32,60=0,42 33,500,65
RDW-SD (L) 30,04=1,19 30,28=0.93 30,26=0,71 31,04=1,30
RDW-CV (%4) 13,76=0,64 13,5420,35 14,4420,98 14,2820,71
VPM (fL) 7.36=0,46 7.04=0,47 7.12+0,35 7,22+0,35
Plaquetas (10%/uL) 796,8+12595  674.40=11942  768,00129,73 755.60+106,29
Neutréfilos (%4) 21,20=3,11 22.40=3,85 27,00=2,55 23,40=4,39
Linfocitos (%4) 69,20=6,22 68,20=6,87 65,0023 .31 70,2023,11
Monécitos (%4) 8.20+3,89 9,00=2,34 7.60+2,70 6.40+1,81
Eosinéfilos (%4) 0,60=0,54 0,400,389 0,000,00 0,000,00

Az analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA two-way (pds teste de Bonferroni) e oz dados

expressos como média £ desvie padrio. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-zedentirio dieta

controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentirio dieta rica em carboidratos simples, TDEC — treinado dieta

rica em carboidratos simples. (*) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo TDC.
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Tabela 10: Parametros bioguimicos séricos de ratos Wistar machos, ap6s 18 semanas.

Parametros Unidade Média+SD Média+SD Média+SD Média+SD
Bioquimicos SDC TDC SDRC TDRC
Ureia mg/dL 72,20+6,47 60,92+6,75 58,58+4,99° 56,21+8,49
Creatinina mg/dL 0,72+0,11 0,78+0,09 0,76+0,11 0,95+0,27
TGO mg/dL 272,40+94,97 431,83+200,38 268,81+60,28 501,30+216,59
TGP mg/dL 80,92+21,57 80,40+10,37 84,08+42,37 85,09+25,06
Colesterol mg/dL 97,88+29,10 77,75+14,76 77,62+14,08 71,91+15,73
HDL mg/dL 26,34+2,07 24,43+5,45 23,07+4,13 24,24+4,95
Triglicérides mg/dL 83,00+25,38 72,85+11,18 110,41+24,81° 116,85+36,14°
Glicemia mg/dL 115,80+31,38 105,26+15,71 130,72+22,92 134,53+25,67
Insulina muU/L 18,88+8,40 17,82+5,65 39,91+33,95 24,91+22,73
HOMA-B - 151,17+£111,06 175,50+64,12 242,98+213,58 104,48+80,75
HOMA-IR - 5,33+2,44 4,53+1,66 12,14+10,15 9,36+9,27

As andlises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA two-way (pés teste de Bonferroni) e os dados
expressos como média + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-sedentéario dieta
controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentario dieta rica em carboidratos simples, TDRC — treinado
dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo SDC, (b) para

grupos estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo TDC.
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6.5. Teste oral de tolerancia a glicose, apds 18 semanas de experimento.

Ao final da 182 semana, realizou-se tambeém o teste oral de tolerancia a glicose
(TTOG). A Figura 4 mostra que a dosagem de glicemia inicial (jejum) e a final (2 horas
apos a gavagem com dextrose a 40%) permaneceram dentro da faixa de normalidade.

Tais dados analisados, ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05).

Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TTOG)
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FIGURA 4: Teste de tolerancia a glicose obtido a partir da glicemia média dos grupos estudados. Os
dados expressos como média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas através do teste
two-way ANOVA (pds teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-
sedentario dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentério dieta rica em carboidratos
simples, TDRC - treinado dieta rica em carboidratos simples. (*) para grupos estatisticamente diferentes
em rela¢do ao grupo TDC.

6.6. Conteudo lipidico do tecido renal dos animais apds serem submetidos a 18
semanas de ingestao da dieta rica em carboidratos simples e treinamento fisico
de natagdo com carga.

Para averiguar se a dieta rica em carboidratos simples tem um efeito no depdsito
ectépico de gordura no tecido renal, foi realizada a dosagem do contetdo lipidico do
tecido renal. A figura 5 mostra que a porcentagem de lipidios avaliada pela metodologia
de Folch, ndo apresenta diferenca estatistica entre os grupos. Porém, a dosagem de
triglicerideos foi significantemente maior no grupo SDRC quando comparado ao grupo
TDC.
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FIGURA 5: Contetdo lipidico do tecido renal dos animais submetidos a 18 semanas de ingestao da
dieta rica em carboidratos simples e treinamento fisico de natacdo com carga. As andlises estatisticas
foram realizadas através do teste ANOVA two-way (pds teste de Bonferroni) e os dados expressos como
média + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC - sedentério dieta
controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentéario dieta rica em carboidratos simples, TDRC —
treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes em relacéo ao grupo
SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo TDC, (c) para grupos estatisticamente
diferentes em relacdo ao grupo SDRC.

6.7. Analise dos niveis de lactato nos animais treinados por 18 semanas.
A figura 6 mostra que ndo houve diferenca estatistica na concentracdo plasmatica
de lactato nos periodos de pré e pés treinamento, confirmando assim, que o treino

realizado pelos animais se manteve em aerobiose.
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FIGURA 6: Avaliacdo dos niveis de lactato plasmatico apds 18 semanas de treinamento regular de
natagéo com carga. A coleta sanguinea foi realizada em dois momentos, sendo a primeira enquanto 0s
animais ainda se encontravam em repouso (pré-treino) e a segunda apds 60 minutos de natacdo com carga
(pds-treino). As andlises estatisticas foram realizadas através do teste Wilcoxon. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes.
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6.8.  Efeitos da dieta rica em carboidratos simples e do treinamento fisico de natacgéo

sobre 0s parametros bioquimicos na urina e histoldgicos do rim.

Os resultados apresentados na tabela 11, mostram que apesar da dosagem de
proteinuria ndo apresentar diferenga estatistica, 0s animais que consumiram a dieta rica
em carboidratos simples apresentaram hiperfiltracdo glomerular. Sugerindo que a dieta
provoca disfuncdo renal. Para avaliar se tal disfuncdo foi capaz de provocar lesdao no
tecido e/ou fibrose renal, foi analisada por microscopia a area da capsula de Bowmann,
area glomerular, espaco capsular e colageno total. Resultados mostram que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos, confirmando assim, que o periodo experimental de

18 semanas ndo foi capaz de induzir fibrose renal. (Figura 7 e 8)

Tabela 11: Paré@metros bioquimicos dosados na urina de ratos Wistar machos, apés 18

semanas de experimento.

Parametros SDC TDC SDRC TDRC

Creatindria (mg/dL) 96,25 + 15,06 113,0 + 16,144  152,0 + 39,50 166,87 +34,662
Proteinuria (mg/dL) 78,36 = 18,45 75,73+ 12,15 108,54+ 32,81 129,13 + 52,96
TFG (ml/24h) 1400,0+20,20 1549,60+24,4 2063,05+56,32 2213,41+64,2%

As analises estatisticas foram realizadas através do teste two-way ANOVA (pos teste de Bonferroni) e os dados
expressos como média + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-sedentario
dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentario dieta rica em carboidratos simples, TDRC —
treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo
SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo TDC, (c) para grupos estatisticamente

diferentes em relacéo ao grupo SDRC.
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FIGURA 7: Avaliacdo da integridade glomerular e contetido de coladgeno total no tecido. Os dados
expressos como média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA
two-way (pds teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-sedentario
dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentario dieta rica em carboidratos simples, TDRC
— treinado dieta rica em carboidratos simples.

Dieta Controle Dieta Rica em Carboidrato Simples

Sedentdrio

Treinado

FIGURA 8: Fotomicrografias de sec¢es histoldgicas do tecido renal dos animais de 18 semanas. Os
dados séo expressos como média + Desvio Padrdo. Os efeitos da dieta e/ou treinamento fisico foram
comparados utilizando ANOV A two-way e os valores de p<0,05 foram considerados significantes. Aspecto
histolégico normal e ndo houve diferenga estatistica entre os grupos estudados quanto a morfologia.
Coloragdo com tricromio de Masson, barra = 50 um. (A) grupo SDC-sedentario dieta controle, (B) grupo
TDC - treinado dieta controle, (C) grupo SDRC - sedentario dieta rica em carboidratos simples, (D) grupo
TDRC - treinado dieta rica em carboidratos simples.
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6.9.  Avaliacdo da expressdo das enzimas anti-oxidantes SOD e Catalase e medida

da atividade da enzima SOD.

A figura 9 mostra que o treino aerdbico de natagdo com carga associado a dieta rica
em carboidratos simples induziu um aumento na expresséao relativa dos genes MnSOD,
ZnSOD e Catalase, e que a dieta rica em carboidratos simples reduziu a expressdo de
ZnSOD quando comparado aos demais grupos e aumentou a expressao de relativa de
Catalase em relagdo aos grupos SDC e TDC. Apo6s observar alteragdes na expressao
desses genes, avaliamos a necessidade de dosar a atividade da enzima superdxido
dismutase (Figura 9). Entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos quanto a

atividade da enzima superdxido dismutase.
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FIGURA 9: Perfil de expressédo dos genes MnSOD, ZnSOD e Catalase no tecido renal dos animais de
18 semanas. Os dados sdo expressos como valores médios + desvio padrdo da expressdo fold change de
mRNAs alvos em relacéo ao grupo calibrador (SDC). As anélises estatisticas foram realizadas através do
teste ANOVA two-way (pés teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
SDC-sedentério dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentério dieta rica em carboidratos
simples, TDRC — treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes
em relacéo ao grupo SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo TDC, (c) para
grupos estatisticamente diferentes em rela¢do ao grupo SDRC.
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FIGURA 10: Atividade da enzima Superoxido Dismutase dos animais de 18 semanas. Os dados sdo
expressos como média = Desvio Padrdo. Os efeitos da dieta e/ou treinamento fisico foram comparados
utilizando ANOVA two-way e os valores de p<0,05 foram considerados significantes. (A) grupo SDC-
sedentério dieta controle, (B) grupo TDC - treinado dieta controle, (C) grupo SDRC - sedentério dieta rica
em carboidratos simples, (D) grupo TDRC — treinado dieta rica em carboidratos simples.

6.10. Perfil de expressdo mRNA de sirtuinas (1-7) no tecido renal dos animais de 18

semanas

A figura 11 apresenta os resultados obtidos a partir da anélise estatistica da
expressao das sirtuinas (1-7) em tecido renal. Os resultados demonstraram que o treino
aerobico de natacdo com carga associado com a dieta rica em carboidratos simples
induziu uma modulagdo positiva da expressdo da Sirt3, Sirt4, Sirt5 e Sirt6. J& a dieta rica
em carboidratos simples induziu uma modulagéo negativa sob a expressao de Sirt2, Sirt3
e Sirt7.
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FIGURA 11: Perfil de expressdo mRNA de sirtuinas (1-7) no tecido renal dos animais de 18 semanas.
Os dados sdo expressos como valores médios * desvio padrdo da expressao fold change de mMRNAs alvos
em relagdo ao grupo calibrador (SDC). As analises estatisticas foram realizadas através do teste ANOVA
two-way (pds teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes. SDC-sedentéario
dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentario dieta rica em carboidratos simples, TDRC
— treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao
grupo SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo TDC, (c) para grupos
estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo SDRC.
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6.11. Perfil de expressdo mRNA de metilases e desmetilases no tecido renal

A figura 12 mostra que a expressdo de mRNA de metilases e desmetilases no tecido
renal, observamos que o treino associado a dieta rica em carboidratos simples aumentou
a expressdo relativa de Dnmt3a, Dnmt3b, Tet2 e Tet3. J& a dieta rica em carboidratos

simples diminuiu a expressao de Dnmtl e Dnmt3b.
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FIGURA 12: Perfil de expressdo mRNA de metilases e desmetilases no tecido renal dos animais de
18 semanas. Os dados sdo expressos como valores médios + desvio padrdo da expressdo fold change de
mRNAs alvos em relacdo ao grupo calibrador (SDC). As andlises estatisticas foram realizadas através do
teste ANOVA two-way (p0s teste de Bonferroni). Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
SDC-sedentério dieta controle, TDC - treinado dieta controle, SDRC - sedentério dieta rica em carboidratos
simples, TDRC — treinado dieta rica em carboidratos simples. (a) para grupos estatisticamente diferentes
em relacdo ao grupo SDC, (b) para grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo TDC, (c) para
grupos estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo SDRC.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a interacdo da dieta e do exercicio
fisico no desenvolvimento da obesidade induzida por dieta rica em carboidratos em ratos
e os efeitos epigenéticos no rim. Vale ressaltar que, nas Ultimas décadas, diversos
pesquisadores vém atribuindo a obesidade como uma doenca de carater epigenético. Ou
seja, fatores ambientais influenciariam a expressao de diversos genes capazes de modular

a resposta metabolica dos diversos sistemas energéticos.

Resultados obtidos neste trabalho mostram que o consumo alimentar dos animais
obesos foi maior, embora a quantidade calérica tenha sido menor. De fato, a
palatabilidade dos ingredientes inseridos na dieta e seu poder dulgor podem ser fatores
responsaveis pelo aumento desse consumo. Estudos mostram que a ingestéo de alimentos
doces causam sensacdo de prazer, por estimular, entre outras, vias serotoninérgicas
relacionadas a decodificacdo de aferéncias relacionadas ao prazer. Entretanto, essas vias
quando constantemente estimuladas podem se tornar compulsivas®, o que justificaria o
aumento do consumo alimentar dos animais em questdo. Em consequéncia a esses fatores,
animais do grupo SDRC apresentaram maior ganho de massa corporal, resultando em um
aumento nos coxins gordurosos e consequetemente aumentando o indice de adiposidade
e indice de Lee. Foi possivel observar também que o treinamento fisico de natacdo com

carga, foi capaz de melhorar os parametros biométricos.

A dieta rica em carboidratos simples tem sido amplamente discutida na
comunidade cientifica como tendo a seguinte composicdo: 65% de carboidratos totais
(25% sacarose), 12,3% de proteinas, 4,3% de gorduras totais, totalizando

3,48Kcal/gl®41051%  Contudo, a dieta rica em carboidratos utilizada neste trabalho

103 DREWNOWSKI, Adam et al, Sweetness and food preference, The Journal of Nutrition, v. 142, n. 6,
p. 1142S-8S, 2012.

104 DE QUEIROZ, Karina Barbosa et al, Endurance Training Increases Leptin Expression in the
Retroperitoneal Adipose Tissue of Rats Fed with a High-Sugar Diet, Lipids, v. 49, n. 1, p. 85-96, 2014.
195 DE QUEIROZ et al, Molecular mechanism driving retroperitoneal adipocyte hypertrophy and
hyperplasia in response to a high-sugar diet.

106 \/AISY, Morad et al, Hyperglycemic diet and training alter insulin sensitivity, intramyocellular lipid
content but not UCP3 protein expression in rat skeletal muscles, International Journal of Molecular
Medicine, v. 25, n. 6, p. 905-913, 2010.
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demonstrou a partir da analise bromatoldgica que a composicdo da dieta é diferente
daquela reportada na literatura, bem como o teor cal6rico. Porém, ela ainda possui maior
teor de carboidratos e menor teor de outros macronutrientes e fibras totais quando
comparado a dieta controle. Ainda, as duas dietas utilizadas nesse trabalho possuem valor
energético equivalentes podendo ser consideradas isocaldricas. Vale ressaltar que
também encontramos valores distintos daqueles disponiveis no rétulo na anélise

bromatoldgica da dieta controle.

Frequentemente tem-se discutido sobre a composicao ideal das dietas devido ao
crescente aumento de obesidade em todo mundo. As diretrizes atuais indicam dietas com
baixo teor de lipideos, enquanto hd um aumento no consumo de dietas com alto indice de
carboidratos refinados. No entanto, 0 consumo exagerado da dieta rica em carboidratos
pode induzir alteragdes no metabolismo da glicose*?’, na expresséo de genes relacionados
a lipogénese e diferenciacdo celular, promovendo o excesso de peso e doencas
associadas'®®1%° A dieta utilizada por nosso grupo de pesquisa tem se mostrado favoravel
ao aumento de massa corporal, depésitos de gordura e aumento no indice de Lee e
adiposidade a partir de 8 semanas de consumo da dieta'®11112 Além disso, essa dieta
também altera padrGes de expressdo de genes adip6genicos e anti-adipogénicos
favorecendo o aciimulo de gorduras®'®. Os animais pertencentes ao grupo que recebeu a
dieta rica em carboidratos simples também apresentaram a aumento significativo de

massa corporal, do indice de Lee e adiposidade, além do aumento na massa dos tecidos

107 WALDMAN, Hunter S. et al, A shift toward a high-fat diet in the current metabolic paradigm: A new
perspective, Nutrition (Burbank, Los Angeles County, Calif.), v. 46, p. 33-35, 2018.

108 VIDA, Margarita et al, CB1 blockade potentiates down-regulation of lipogenic gene expression in
perirenal adipose tissue in high carbohydrate diet-induced obesity, PloS One, v. 9, n. 2, p. €90016, 2014.
109 GIARDINA, Simona et al, Modulation of Human Subcutaneous Adipose Tissue MicroRNA Profile
Associated with Changes in Adiposity-Related Parameters, Molecular Nutrition & Food Research, v. 62,
n. 2, 2018.

110 PINTO, Bruno Araljo Serra et al, Early and sustained exposure to high-sucrose diet triggers
hippocampal ER stress in young rats, Metabolic Brain Disease, v. 31, n. 4, p. 917-927, 2016.

111 SOUSA, Rosangela Maria Lopes et al, Long-term high-protein diet intake reverts weight gain and
attenuates metabolic dysfunction on high-sucrose-fed adult rats, Nutrition & Metabolism, v. 15, p. 53,
2018.

112 SANTOS, T.A.P.D., Efeito Temporal da Dieta Rica em Carboidratos Simples e do Treinamento Fisico
de Natacdo Sobre Modificacfes Epigenéticas e Expressdo de Sirtuinas no Tecido Adiposo de Ratos, 2108.
113 DE QUEIROZ et al, Molecular mechanism driving retroperitoneal adipocyte hypertrophy and
hyperplasia in response to a high-sugar diet.
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adiposos epdidimal, retroperitoneal e ingnal, mostrando que a dieta utilizada € eficiente
para induzir obesidade.

Levando em consideracdo se as diferencas estatisticas se manifestariam em
alteracBes clinicas proeminentes ao o estado metabolico e a fun¢io dos 6rgdosti41d,

avaliamos parametros bioquimicos e hematoldgicos.

Foram observadas poucas alteracdes em relacdo aos parametros biogquimicos. E,
apesar de haver uma diferenca significativa nos niveis séricos de ureia, nos animais que
consumiram a dieta rica em carboidratos simples, este parametro ainda permanece na
faixa de normalidade dentro dos valores de referéncia'®!’. A reducéo nos niveis de ureia
deve ser cominada a menor ingestdo de proteinas, sendo que a dieta rica em carboidratos
simples contém menor conteido proteico que a dieta controle!*®, Quanto ao perfil
lipidico, o nivel sérico de triglicérides foi aumentado nos grupos que consumiram a dieta
rica em carboidratos simples. E, o treino aer6bico de natacdo ndo foi capaz de reverter

este parametro.

Dados anteriores do nosso laboratério mostram que em relacdo ao metabolismo de
glicose, embora ndo haja uma alteracdo na concentracdo sérica de glicose em jejum nem
no TTOG, existe um aumento na concentracdo plasmatica de insulina nos ratos
submetidos a dieta rica em carboidratos simples'®, levando ao um quadro de resisténcia
a insulina, que precede a instalacdo de diabetes mellitus tipo 2. Nossos resultados de
concentracdo de glicose e TTOG corroboram com esses achados, porém esses dados em

114 BIRGEL JUNIOR, E. H. et al, Valores de referéncia do eritrograma de bovinos da raca Jersey criados
no Estado de Sdo Paulo, Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinéria e Zootecnia, v. 53, n. 2, p. 1-9,
2001.

115 BOEHM, Olaf et al, Clinical chemistry reference database for Wistar rats and C57/BL6 mice, Biological
Chemistry, v. 388, n. 5, p. 547-554, 2007.

116 MELO, M G D et al, Valores de referéncia hematolégicos e bioquimicos de ratos (Rattus novergicus
linhagem Wistar) provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sergipe, Scientia Plena, p. 6,
2012.

17 LIMA, C.M. et al, Valores de referéncia hematoldgicos e biogquimicos de ratos (Rattus novergicus
linhagem Wistar) provenientes do biotério da Universidade Tiradentes.

118 BURTIS, C.; ASHWOOD, E.; BRUNS, D. E., Tietz fundamentos de quimica clinica, 6 ed. [s.l.: s.n.],
2008.

18 SANTOS, T.A.P.D., Efeito Temporal da Dieta Rica em Carboidratos Simples e do Treinamento Fisico
de Natacdo Sobre ModificacBes Epigenéticas e Expressdo de Sirtuinas no Tecido Adiposo de Ratos.
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relagdo a concentragéo de insulina ndo foram conclusivos e futuros experimentos serdo

realizados para averiguar a resisténcia a insulina.

Dietas com elevado indice glicémico tém sido sugeridas como possivel fator
desencadeante da obesidade, considerada fator de risco convincente no desenvolvimento

de diversas doengas cronicas?? 12,

Durante o periodo experimental houve a morte precoce de 1 animal do grupo SDC e
3 animais do grupo TDRC. O que nos levou a acreditar que alguns animais poderiam estar
doentes. Entéo, junto aos veterinarios e a diretoria do CCA, levantamos a hipotese de que
0s ratos estariam infectados por Mycoplasma, uma bactéria capaz de comprometer o
funcionamento pulmonar*??. Confirmando esta hipétese, resultados do nosso laboratorio,
obtidos através da histologia pulmonar (comunicacdo pessoal) apresentam alteragdes
ocasionadas por bactérias. Além disso, foi realizado o sequenciamento do gene 16S rRNA
que identificou bactérias patogénicas (comunicacdo pessoal), sendo elas do género
Mycoplasma e Mycobacterium nas fezes dos animais. Logo, se fez necessario a anélise
hematoldgica para avaliar o estado de sadde geral dos animais!?*%4, E, apesar de haver
uma diferenca significativa na contagem de leucdcitos da série branca do hemograma,
estes dados ndo apresentam significancia clinica, pois ainda permanecem dentro da faixa

de normalidade dos valores de referéncial?>126,

Para avaliar o treinamento fisico realizado pelos animais em nosso estudo, 0s niveis

plasmaticos de lactato foram dosados, e os resultados confirmaram que o treino de

120 NISHIDA, Chizuru et al, The Joint WHO/FAQ Expert Consultation on diet, nutrition and the prevention
of chronic diseases: process, product and policy implications, Public Health Nutrition, v. 7, n. 1a, p. 245-
250, 2004,

121 SARTORELLLI, Daniela S.; CARDOSO, Marly A., Association between dietary carbohydrates and type
2 diabetes mellitus: epidemiological evidences, Arquivos Brasileiros de Endocrinologia &amp;
Metabologia, v. 50, n. 3, p. 415-426, 2006.

122 BARRETO, Maria Lucia et al, Detection of Mycoplasma pulmonis in laboratory rats, Brazilian Journal of
Microbiology, v. 33, n. 3, p. 260-264, 2002.

123 BIRGEL JUNIOR et al, Valores de referéncia do eritrograma de bovinos da raca Jersey criados no
Estado de S&o Paulo.

124 BOEHM et al, Clinical chemistry reference database for Wistar rats and C57/BL6 mice.

125 MELO et al, Valores de referéncia hematoldgicos e bioquimicos de ratos (Rattus novergicus linhagem
Wistar) provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sergipe.

126 LIMA et al, Valores de referéncia hematoldgicos e bioquimicos de ratos (Rattus novergicus linhagem
Wistar) provenientes do biotério da Universidade Tiradentes.
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natacdo com carga é considerado aerébico, ja que os niveis de lactato se mantiveram

estavelt?’,

Dados do nosso estudo, mostram que a porcentagem de lipidios avaliada pela
metodologia de Folch, ndo apresenta diferenca estatistica entre os grupos. Porém, a
dosagem de triglicerideos no tecido renal, foi significativamente maior no grupo SDRC
quando comparado ao grupo TDC. Estes resultados sugerem que 0s animais do grupo
SDRC, tém maior susceptibilidade em desenvolver disfuncées renais devido ao acumulo

ectopico de gordura.

Em condi¢bes metabolicas normais, os triglicerideos se acumulam preferencialmente
no tecido adiposo. Mas, quando a ingestéo caldrica € maior que o gasto, esse desequilibrio
pode levar ao acimulo de gordura em outros tecidos!?®, tais como: rins, figado, pancreas,
coragdo e musculo esquelético'?®3% A deposicio de gordura ectopica pode ocasionar um
processo denominado lipotoxicidade, onde o acimulo de &cidos graxos néo esterificados
no citoplasma de células, podem causar disfuncdo ou morte celular. Estudos sugerem que
0 conteudo lipidico renal, ja descrito em varios modelos animais, pode levar a disfuncédo

renalt3!,

Para avaliar a funcdo renal dos animais, utilizamos dois métodos. No primeiro
avaliamos os parametros bioquimicos, em que dosamos a creatindria, proteindria e
calculamos a TFG. Em seguida, analisamos histologicamente estruturas do rim e a area
de colageno total para avaliar a presenca de fibrose renal. Nossos resultados mostram os
animais do grupo SDRC e TDRC apresentam a funcdo renal diminuida quando
comparado aos animais do grupo controle, pois 0s animais que consumira a dieta rica em
carboidratos simples tiveram uma hiperfiltracdo. Corroborando com nossos resultados,

num estudo realizado por Timo Rieg, também foi observado a TFG aumentada em ratos

127 POWERS, S. K.; HOWLEY, E. T., Fisiologia do exercicio: teoria e aplicagdo ao condicionamento e
ao desempenho, 2 ed. [s.l.: s.n.], 2000.

128 185 AKHAEE, Khashayar, Recent advances in the pathophysiology of nephrolithiasis, Kidney
international, v. 75, n. 6, p. 585-595, 20009.

129 129/ AN HERPEN, N. A.; SCHRAUWEN-HINDERLING, V. B., Lipid accumulation in non-adipose
tissue and lipotoxicity, Physiology & Behavior, v. 94, n. 2, p. 231-241, 2008, p. .

130 1bid.

181 BIBOBULESCU, lon Alexandru, Renal lipid metabolism and lipotoxicity, Current Opinion in
Nephrology and Hypertension, v. 19, n. 4, p. 393-402, 2010.
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selvagens que desenvolveram Diabetes mellitus tipo | induzida por uma droga conhecida
como estreptozotocina®®2. Além disso, um estudo realizado em 2013 por Xavier et al.,

mostrou que pacientes com hipertrigliceridemia apresentam a TFG reduzida®®3,

Resultados da analise histologica do tecido renal de nossos animais, mostram que ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos, sugerindo que apesar da dieta prejudicar a

funcdo renal, o periodo experimental de 18 semanas nao foi capaz de induzir fibrose renal.

A fibrose renal é um determinante comum para a maioria das doengas que evoluem
para insuficiéncia renal crbnica. Sabe-se também que a producdo de EROS estimula a
deposicdo de matriz extracelular que deteriora a funcéo do 6rgdo e destroi sua arquitetura.
As EROS sdo mediadoras importantes dos efeitos adversos do sistema renina-
angiotensina-aldosterona no tecido renal e vascular **. Estudos recentes associaram a
producdo de EROS a fibrose renal em diferentes doencas, incluindo a nefropatia diabética
e cronica.’® Sabe-se ainda que o rim é naturalmente afetado pelo o processo de
envelhecimento, e a idade aumenta a fibrose intersticial e a glomeruloesclerose. Essas
alteracbes sdo ocasionadas, dentre outras, pelo aumento de EROS que ocorre em
decorréncia ao envelhecimento. O excesso de EROS estd associado a alteragfes do
metabolismo mitocondrial, com perda da sua funcédo, ocasionando dano celular que, por

sua vez pode resultar em doenca cronica e fibrose renal®.

Apesar de ndo haver alteracGes histologicas, foi verificado a influéncia da dieta rica
em carboidratos simples e do treino aerébico em eventos moleculares, uma vez que

alteracBes na expressdo génica precedem as alteracdes bioquimicas e histoldgicas®’.

A metilacdo do DNA é um dos eventos moleculares mais estudado e possui um papel

importante durante o periodo da embriogénese e desenvolvimento inicial. A exposicao

132 AU - RIEG, Timo, A High-throughput Method for Measurement of Glomerular Filtration Rate in
Conscious Mice, JoVE, n. 75, p. €50330, 2013.

133 1BYAVIER, H. T. et al, V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose, Arquivos
Brasileiros de Cardiologia, v. 101, n. 4, p. 1-20, 2013.

13 GUIMARAES-SOUZA, Nadia Karina et al, Superoxide overproduction and kidney fibrosis: a new
animal model, Einstein (S&o Paulo), v. 13, n. 1, p. 79-88, 2015.

135 FUJITA, Hiroki et al, Reduction of renal superoxide dismutase in progressive diabetic nephropathy,
Journal of the American Society of Nephrology: JASN, v. 20, n. 6, p. 1303-1313, 20009.

136 136GUIMARAES-SOUZA et al, Superoxide overproduction and kidney fibrosis.

137 MOORE, KEITH L. ET AL, Embriologia clinica, [s..: s.n.], 2016.
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apropriada a moduladores epigenéticos provenientes da dieta que tendem para
reprogramacao da metilagdo do DNA, pode interferir positivamente na reprogramacao
epigenética e na prevencdo de doencas®*®. Na metilagdo do DNA, temos a hipometilagéo
e a hipermetilacdo, onde a hipometilacdo pode desencadear a ativacdo de genes
silenciados aumentando a expressdo génica, enquanto a hipermetilacdo reduz a expressao

de genes-alvo®°.

Em 2014 QUEIROZ et al., analisaram um perfil de genes adipogénicos no tecido
adiposo de ratos alimentados com uma dieta rica em carboidratos simples em diferentes
periodos. Além disso, dados do nosso laboratério tem demonstrado uma alteragdo no
perfil de metilagdo do DNA tanto no tecido adiposo retroperitoneal, quanto nos
hepatocitos (comunicacdo pessoal). Esses resultados nos levaram a hipotese de que
alteracdes na expressdo génica poderia ocorrer pela modificagdo do perfil de metilacdo
dO DNA140‘141.

Em nossa pesquisa, avaliamos a expressao de mMRNA de metilases e desmetilases no
tecido renal, e observamos que o treino associado a dieta rica em carboidratos simples
aumentou a expressao relativa de Dnmt3a, Dnmt3b, Tet2 e Tet3. J4 o consumo da dieta
rica em carboidratos simples em animais sedentarios diminuiu a expressdo de Dnmtl e
Dnmt3b. Estes resultados sugerem que o treino regular de natacdo atua prevenindo
desenvolvimento de doencas. Contudo, a investigacdo da metilacdo dos promotores

desses genes sera essencial para comprovar essa hipétese.

Também foi objetivo do nosso trabalho avaliar o perfil dos biomarcadores
epigenéticos relacionados a programacgdo metabodlica. A partir da expressdo relativa de
sirtuinas (Figura 11), foi possivel avaliar as alterages génicas ocasionados pela dieta rica

em carboidratos simples e treino aerébico de natacdo com carga. Resultados obtidos a

138 1], Yuanyuan; SALDANHA, Sabita N.; TOLLEFSBOL, Trygve O., Impact of Epigenetic Dietary
Compounds on Transgenerational Prevention of Human Diseases, The AAPS Journal, v. 16, n. 1, p. 27—
36, 2013.

139 ONG, Thomas Prates; MORENO, Fernando Salvador; ROSS, Sharon Ann, Targeting the epigenome
with bioactive food components for cancer prevention, Journal of Nutrigenetics and Nutrigenomics, v. 4,
n. 5, p. 275-292, 2011.

140 DE QUEIROZ et al, Molecular mechanism driving retroperitoneal adipocyte hypertrophy and
hyperplasia in response to a high-sugar diet.

141 SANTOS, Epigenética no tecido adiposo retroperitoneal de ratos: foco em metilagdo de DNA e
expressao de sirtuinas.
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partir da analise estatistica da expressao das sirtuinas (1-7) em tecido renal demonstraram
que o treino aerdbico de natacdo com carga associado com a dieta rica em carboidratos
simples induziu uma modulacéo positiva da expressdo das sirtuinas mitocondriais Sirt3,

Sirt4, Sirt5 e da sirtuina nuclear Sirt6.

De acordo com a literatura, diversas patogenias estdo envolvidas com a disfungédo
e/ou dano mitocondrial, incluindo entre essas a doengas renais cronicas*4143144, Diante
disso, nossos resultados sugerem que a associacdo entre dieta rica em carboidratos
simples e treino aerébico de natacdo com carga, induziu uma melhora na atividade
mitocondrial e consequentemente reduziu danos ao tecido renal. J& em animais
sedentarios, a dieta rica em carboidratos simples induziu uma modulacao negativa sobre

a expressdo de Sirt2, Sirt3 e Sirt7.

Corroborando com estes dados, estudos recentes mostraram que Sirt3 esta envolvida
reprogramacao metabodlica e na manutencéo da integridade mitocondrial e que 0 aumento
do estresse oxidativo no rim diabético pode ser mediado pela reducédo da atividade de
Sirt315146 Um outro estudo conferiu que Sirt3 atua como um renoprotetor a partir de
melhorias na dindmica mitocondrial. E que, a superexpressdo de Sirt3 protege as células
contra a apoptose, agindo sobre genes alvo do Fator Nuclear Kappa  (NF-xB), como
MnSOD, tornando as células resistentes a lesdo celular mediada por peréxido de

hidrogénio®47148,

142 TANG, Chengyuan; DONG, Zheng, Mitochondria in Kidney Injury: When the Power Plant Fails,
Journal of the American Society of Nephrology, v. 27, n. 7, p. 1869-1872, 2016.

143 ZHAN, Ming et al, Mitochondrial dynamics: regulatory mechanisms and emerging role in renal
pathophysiology, Kidney International, v. 83, n. 4, p. 568-581, 2013.

144 Mitochondrial dysfunction in the pathophysiology of renal diseases | American Journal of
Physiology-Renal Physiology, disponivel em:
<https://www.physiology.org/doi/full/10.1152/ajprenal.00571.2013>, acesso em: 28 fev. 2019.

145 BATISTA, Maria Esilene Valenga; DE LUCENA, Thais Luckwili, PAPEL BIOLOGICO DAS
SIRTUINAS NO PROCESSO DE ENVELHECIMENTO HUMANO: MINI-REVISAOQ., p. 6, .

148 OGURA, Yoshio et al, Renal mitochondrial oxidative stress is enhanced by the reduction of Sirt3
activity, in Zucker diabetic fatty rats, Redox Report: Communications in Free Radical Research, v. 23,
n. 1, p. 153-159, 2018.

147 MORIGI, Marina et al, Sirtuin 3—dependent mitochondrial dynamic improvements protect against acute
kidney injury, The Journal of Clinical Investigation, v. 125, n. 2, p. 715-726, 2015.

148 CHEN, Chun-Juan et al, SIRT3 protects cardiomyocytes from oxidative stress-mediated cell death by
activating NF-xB, Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 430, n. 2, p. 798-803,
2013.
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Pouco se sabe a respeito da fungéo de Sirt4 sobre os mecanismos mitocondriais,
entretanto estudos indicam que Sirt4 regula a oxidacdo de &cidos graxos, secrecdo de
insulina e atua na homeostase da glicose durante o envelhecimento. Foi verificado
também, que Sirt4 regula a resposta metabolica celular ao dano no DNA, inibindo o
metabolismo da glutamina mitocondrial. Além disso, observou-se também que Sirt4
exerce capacidade supressora de tumor, e que os niveis Sirt4 sdo regulados negativamente

no carcinoma de células renais renais'4%:190.151.152.

Ainda sobre a fungdo das sirtuinas na regulacédo metabolica das mitocondrias, WANG
et al., descreve que a Sirt5 regula parcialmente a atividade mitocondrial através de
mecanismos de succinilacdo, malonilacéo e acilacdo de proteinas. E que a super-acilacdo
prejudica a funcio mitocondrial e a e homeostase metabdlica®>®. Em um outro estudo, foi
observado que a deficiéncia de Sirt5 diminui a produ¢do mitocondrial de ATP e em
resposta ao estresse energético promove a ativacdo da Proteina Quinase Ativada por
Adenosina Monofosfato (AMPK)**. Como citado anteriormente, Sirt5 também participa
no controle a cetogenese e tem um papel importante no fluxo energético e na via da

glicolise'®.

Dados anteriores do nosso laboratdrio, mostrou que o treinamento fisico regular

tem um efeito protetor em animais obesos alimentados com uma dieta rica em

149 JEONG, Seung Min et al, SIRT4 has tumor-suppressive activity and regulates the cellular metabolic
response to DNA damage by inhibiting mitochondrial glutamine metabolism, Cancer Cell, v. 23, n. 4,
p. 450-463, 2013.

150 BATISTA; DE LUCENA, PAPEL BIOLOGICO DAS SIRTUINAS NO PROCESSO DE
ENVELHECIMENTO HUMANO: MINI-REVISAO.

151 CHEN, Zhouxun et al, SIRT4 protein levels are downregulated in kidney renal clear cell carcinoma,
p.8,.

152 CSIBI, Alfred et al, The mTORC1 pathway stimulates glutamine metabolism and cell proliferation by
repressing SIRT4, Cell, v. 153, n. 4, p. 840-854, 2013.

153 Sirt5 Plays a Critical Role in Mitochondrial Protein Acylation and Mitochondrial Metabolic
Homeostasis in Brown Fat | Diabetes, disponivel em:
<http://diabetes.diabetesjournals.org/content/67/Supplement_1/274-OR>, acesso em: 28 fev. 2019.

154 ZHANG, Mengli et al, SIRT5 deficiency suppresses mitochondrial ATP production and promotes
AMPK activation in response to energy stress, PLOS ONE, v. 14, n. 2, p. €0211796, 2019.

155 15NISHIDA et al, SIRT5 Regulates both Cytosolic and Mitochondrial Protein Malonylation with
Glycolysis as a Major Target.
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carboidratos simples, prevenindo a disfun¢do mitocondrial e a resisténcia a insulina apos

um periodo de 8 semanas®®®.

Sabe-se que as sirtuinas regulam a expressdo e/ou atividade das enzimas que
controlam o estresse oxidativo, e como dito anteriormente, o estresse oxidativo esta
associado a DRC. As espécies reativas de oxigénio sdo produtos normais do metabolismo
aerobico, incluindo por exemplo o peroxido de hidrogénio, o anion superoxido, radical
hidroxila e o peroxinitrito. Dessa forma, para evitar os danos provocados pelas EROS, as
células possuem enzimas antioxidantes, capazes de neutralizar essas moléculas. A
principal enzima antioxidante para a remogdo do superoxido € a Superdxido Dismutase
(SOD). A guebra dos filamentos de DNA, peroxidacdo lipidica e a oxidacdo de proteinas
podem ser ocasionadas pelo o acumulo de ERQOS, isso acontece quando a producdo de

EROS extrapola os mecanismos de defesa antioxidante®”.

A superoxido dismutase e a catalase sdo enzimas importantes para manter o
equilibrio redox. A enzima SOD é um defensor importante contra o superoxido.
Mecanismos de producdo de superéxido na nefropatia diabética ainda ndo sao
completamente compreendidos. Mas é sabido que excesso de superdxido resultante do

diabetes, desempenha um papel central no dano tecidual®s®,

Para avaliar o estresse oxidativo em tecido renal ocasionados pela dieta rica em
carboidratos simples e treinamento fisico de natacéo, fez-se necessario avaliar a expressao
dos genes de ZnSOD, MnSOD e Cat e por qRT-PCR, e posteriormente relacionar os

resultados da expressdo desses genes com a atividade da enzima superoxido dismutase.

Dados do nosso estudo mostram que o treino aerébico de natacdo com carga
associado a dieta rica em carboidratos simples induziu um aumento na expresséo relativa
dos genes MnSOD, ZnSOD e Catalase, e que a dieta rica em carboidratos simples reduziu
a expressdo de ZnSOD quando comparado aos demais grupos e aumentou a expresséo de

relativa de Cat em relacdo aos grupos SDC e TDC. Devido a maior expressdao de SOD e

1% QUEIROZ, Karina Barbosa de et al, Physical activity prevents alterations in mitochondrial ultrastructure
and glucometabolic parameters in a high-sugar diet model, PLOS ONE, v. 12, n. 2, p. e0172103, 2017.
157 157G ES, H., Oxidative stress: oxidants and antioxidants, Experimental Physiology, v. 82, n. 2, p. 291—
295, 1997.

158 FUJITA et al, Reduction of renal superoxide dismutase in progressive diabetic nephropathy.
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Cat no grupo TDCS, realizamos também a dosagem da atividade das enzimas superdxido
dismutase. Os resultados mostraram que, embora a expressdo a nivel transcricional das
enzimas SOD tenha sido expressivamente maior no grupo TDCS, esse aumento nédo
refletiu na atividade enzimatica. Dados mostram que nao houve diferenca estatistica entre

0S grupos quanto a atividade da enzima superdxido dismutase.

A epigenética oferece a promessa de fornecer uma melhor compreensdo dos
eventos moleculares envolvidos no desenvolvimento de doengas metabdlicas,
especialmente da obesidade, o que certamente permitira a identificacdo de biomarcadores
epigenéticos de prognostico e assim a identificagcdo e estratificacdo dos pacientes com
aumento do risco de desenvolvimento e progressdo da obesidade. Isso é especialmente
interessante e importante porque ja € bem estabelecido a influéncia dos fatores ambientais
que modulam o ganho de peso e desenvolvimento da obesidade. O uso de organismos
modelo como ratos Wistar permite uma triagem répida e eficaz dos processos
epigenéticos mais relevantes, permitindo inclusive avaliar a estabilidade intergeracional
e transgeracional. Por fim, acreditamos que o cenario epigenético deve levar em
consideracdo o envelhecimento natural e na presenca de ambiente de "doenca™, como por
exemplo, hiperglicigeridemia, resisténcia a insulina e disfuncéo renal.

Essa abordagem é desafiadora, dada a heterogeneidade e complexidade dos
eventos epigenéticos, mas poderia ter beneficios consideraveis para permitir a
identificacdo de novos biomarcadores com potencial para melhorar a satde funcional
humana. As alteracdes na expressdo de biomarcadores epigenéticos estudados nesse

trabalho sugerem a continuacéo, avaliando a expressdo de miRNAs e RNAs longos.
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8. CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa, nos permitem ressaltar a importancia da composicao
dietética dos alimentos e do treinamento fisico, uma vez que a interacao entre a dieta rica
em carboidratos simples e o treinamento aerdbico de natagdo com carga se mostrou capaz
de modular a expressdao génica de sirtuinas e reprogramar ao nivel epigenético o
metabolismo do tecido renal. A dieta rica em carboidratos simples alterou 0 metabolismo
lipidico, assim como o peso corporal e a massa gorda, levando ao estabelecimento da
obesidade. Entretanto, o treinamento fisico de natagdo com carga mostrou-se eficaz na
reversao desse fendtipo. Ainda, a dieta rica em carboidrato simples prejudicou a fungéo
renal dos animais sedentarios e treinados. Contudo, a interacdo desta dieta e do treino de
natacdo regulou positivamente a expressdo das sirtuinas 3, 4, 5,6 e 7, assim como induziu
um aumento na expressdo a nivel transcricional das enzimas SOD e catalase. Conclui-se
que a expressdo génica dos marcadores epigenéticos sirtuinas 1 a 7, Dnmtl, 3a, 3b, Tets
2 e Tet3 foram moduladas pela associacdo treinamento aerébico de natacdo e dieta rica
em carboidratos simples. Acredita-se que esta diferenca na modificacdo da expressdo
génica anterior ao estabelecimento de desordens no funcionamento renal pode ser

importante na investigacao de novos biomarcadores epigenéticos.
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PERSPECTIVAS

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Repetir a quantificacdo da insulina sérica dos animais para confirmar se a dieta
induziu resisténcia a insulina seguido dos testes indice de HOMA BETA e HOMA
IR;

Quantificar e analisar a metilacdo global do DNA no tecido renal;

Quantificar proteinas carboniladas para avaliar danos do estresse oxidativo ao

tecido renal;

Avaliar possiveis alteracbes mitocondriais a partir de técnicas moleculares.
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11. ANEXQOS

11.1. Anexo: Laudo de analise 07945/2018
Hidrocepe - Servicos de Qualidade Lida

Pagina 1 de 1
LAUDO DE ANALISE - 07945/2018
PRC: 2T8.0112
DADOS DO CLIENTE

Cliente: REMNATA GUERRA DE SA

Endereco: FRua Professor Moacir Lisbea - Bairre Jardim Alvorada

Cidade: Ouro Preto Estado: MG CEP: 35.400-000 Telefone;_ [31) 99559-1992

CNPJ/CPF: 135.747.188-29 E-mail: deborah_fia@hotmail.com

DADOS DA AMOSTRA

Identificagdo da amostra: Racdo - Dieta Rica em Carboidratos 01

Data Entrada: 26/07/2018 Coletor: Clients

Solicitante: Deborah Campos Oliveira Lote: —

Local de Coleta: — Data / Hora Coleta: —

Fabricagdo: -— Validade: -

Lacre: — Temp. Amostra: —

RESULTADOS ANALITICOS

LABORATORIO: ANALISE FISICO-QUIMICAS
PARAMETROS UNIDADE RESULTADO VMP L.Q. METODOLOGIA
Calorias Keali100 g 2714 Nao consta - Revista Quimica Nova 2008 (1)
Carboidratos @/100g 52 48 N&o consta - Lapagre n®34 (2)
Cinzas @M100g 3.70 MNio consta 0,19 1AL 018V (3]
Fibra bruta g/100g 42 Mo consta 037 1AL 04401V (3)
Fibra detergente neutro FON g/100g 3.33 Mo consta - Graviméfrico  (4)
Fibra detergente acido FDA g/100g 3.00 MNdo consta - Graviméfrico  (4)
Gordura Total @100g 1,13 MNio consta 0,18 LAMARA (5)
Lipidias g/100g 1,13 Nao consta - AL 032/ (3)
Proteina g/100g 12,83 Mo consta 022 1AL D36/V i3]
Umnidade @/100g 25 66 MN&o consta 0,02 AL 0120V (3)

Legendas

(1) gravimetria;(2): Portaria n* 108 de 04 de Setembro de 1991 do MARA. Publicado no DOU 17 de Setembro de 1994..(3): Métodos fisice-quimicos
para analise de alimentos - Instituto Adolfo Lutz IV edicio.;(4); Analise de Alimenfos. Metodos Quimicos & Biclégicos. UFV 2002..(5); Portaria n*001
de 07 de Outubro de 1951 MAPA POP - Procedimento Operacional Padrao ( As analises que foram realizadas através de PQP's foram validadas pelo
Laboratério) para analise de alimentos; LQ - Limite de Quantificagde; NC - Nao consta; ND - Nao detectado; NMP - Namero mais provavel; UFC -
Unidade formadora de coldnia; VMP - Valor maximo permitido; Nao detectado : < limite de quantificacéo.

Observagies
- As incertezas serdo disponibilizadas pelo laboratorio a pedido do cliente.

Obs. Resultado
Legislacdo ndo pertinente.

Abrangéncia
Oz resultados expressos neste laudo referem-se somente ao material recebidao.

Plano de Amostragem
Plano de amostragem de responsabilidade do interessado ou Manual de Coleta da Hidrocepe. - Versdo 11.

Data de Realizagio das Andlises

0 Hidrecepe garante que as analises foram executadas dentro do prazo de validade de cada parametro segundo manual de coleta, quando todo
o processo analiico (coleta e analise) & de responsabilidade da Higrogepe Quando a coleta € de responsabilidade do interessado, caso haja
algum desvio, o cliente & previamente consultado para continuacio das analises.

Data: 051082015 o@bﬂ' %,,&

Jorge Barquete CRF 6-2090
Rita de Cdssia Dionisio da Silva CRQ 02404597

FH-205-IT.5GQ.23 versdo 01 4 Registro n* MG 018/2004 - MAPA, para exercer controle de qualidade de produtos veterinarios.
R. Lagoa da Prata, 243 - Salgado Filho/BHMG /f CEP: 30.550-000 f Telefone: (31) 3335-6284 4/ (31) 2511-1436 /1 (31) 2535-4779 I (31) 2535~
4778 waw hidrocepe.com.br [ hidrocepe@hidrocepe com.br
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11.2. Anexo: Laudo de analise 07946/2018

Hidrocepe - Servicos de Qualidade Ltda

LAUDO DE ANALISE - 07946/2018

PRC: 279.01112
DADOS DO CLIENTE
Cliente: REMATA GUERRA DE SA
Enderego: Rua Professor Moacir Lisboa - Bairro Jardim Alvorada
Cidade: Ouro Preto Estado: MG CEP: 35.400-000 Telefone: (31)99559-1992
CHNPJICPF: 135.747.188-29 E-mail: deborah_fia@hetmail com

Pagina 1 de 1

DADOS DA AMOSTRA

Identificacio da amostra: Racdo - Dieta Rica em Carboidratos 02

Data Entrada: 26/07/2018 Coletor: Cliente

Solicitante: Deborah Campos Oliveira Lote: -—

Local dej:{:leta: — Data / Hora C_nleta: —

Fabricagdo: — Validade: —

Lacre: — Temp. Amostra: —

RESULTADOS ANALITICOS

LABORATORIO: ANALISE FISICO-QUIMICAS
PARAMETROS UNIDADE RESULTADO VMP L.Q. METODOLOGIA
Calorias Kcal100 g 267.99 Mo consta - Revista Quimica Mova 2008 (1)
Carboidratos g/100g 31,59 MNdo consta - Lanagro n®34 (2]
Cinzas g/100g 357 Mo consta 019 1AL D13/V (3]
Fibra bruta g/100g 315 MNio consta 037 1AL 04411V (3]
Fibra detergente neutro FON g/100g 8.58 MNdo consta - Graviméirico  (4)
Fibra detergente dcido FDA g/100g 2,99 Mio consta - Gravimétrico  (4)
Gordura Total g/100g 1.03 MNdo consta 018 LANARA (5)
Lipidios g/100g 1.03 Nio consta - JAL 032/IV ()
Proteina g/100g 12,68 Mio consta 0,22 1AL D36V (3]
Umidade g/100g 25 65 Néo consta 0,02 1AL 01211V (3)
Legendas

(1): gravimetria;(2): Portaria n® 108 de 04 de Setembro de 1991 do MARA. Publicado no DOU 17 de Setembro de 1991 .;(3): Métodos fisico-quimicos
para andlise de alimentos - Instituto Adolfo Lutz IV edigdo.;(4): Analise de Alimentos. Métodos Quimicos e Biclogicos. UFV 2002.;(5): Portaria n°001
de 07 de Outubro de 1981 MAPA:POP - Procedimento Operacional Padrio | As analises que foram realizadas através de POP's foram validadas pelo
Laboratario) para analise de alimentos; LQ - Limite de Quantificacdo; NC - Mo consta; ND - Nao detectado; NMP - NOmero mais provavel, UFC -
Unidade formadera de coldnia; VIMP - Valor maximo permitido; Mao detectade : < limite de quantificacio.

Observagoes
- As incertezas serdo disponibilizadas pelo laboratorio a pedido do cliente.

0Obs. Resultado
Legislacdo ndo pertinente.

Abrangéncia
Oz resultados expressos neste laudo referem-se somente ao material recebido.

Plano de Amostragem
Plano de amostragem de responsabilidade do interessado ou Manual de Celeta da Hidrocepe - Versédo 11.

Data de Realizagdo das Andalises

O Hidrocepe garante que as analises foram executadas denfro do prazo de validade de cada parametro segundo manual de coleta, quando todo
o processo analiico (coleta e analise) € de responsabilidade da Hidrocepe. Quando a coleta € de responsabilidade do interessado, caso haja

algum desvie, o cliente & previamente consultado para continuacdo das analises.
—

Data:  05/09/2015

Jorge Barguete CRF 6-2090
Rita de Cassia Dionisio da Silva CRQ 02404597

FH-205-IT G023 versio 01 // Registro n* MG 018/2004 - MAPA, para exercer controle de qualidade de produtos veterinarios.
R. Lagoa da Prata, 243 - Salgado Filho/BHMG /f CEP: 30.550-000 /f Telefone: (31) 3335-6284 // (31) 2511-1436 [/ (31) 2535-4779 // (31) 2535-
4778 www hidrocepe.com.br f hidrocepe@hidrocepe.com.br
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11.3. Anexo: Laudo de anéalise 07947/2018

Hidrocepe - Servicos de Qualidade Lida

Pagina 1 de 1

LAUDO DE ANALISE - 07947/2018

PRC: 278.0012
DADOS DO CLIENTE
Cliente: RENATA GUERRA DE SA
Enderego: Rua Professor Moacir Lisboa - Bairre Jardim Alvorada
Cidade: Quro Preto Estado: MG CEP: 35.400-000 Telefone: (31) 99559-1992
CNPJCPF: 135.747.182-29 E-mail: deborah_fia@hotmail.com
DADOS DA AMOSTRA
Identificagio da amostra: Racdo - Dieta Rica em Carboidratos 03
Data Entrada: 26/07/2018 Coletor: Clients
Solicitante: Deborah Campos Qliveira Lote: —
Local de Coleta: — Data / Hora Coleta: -
Fabricagdo: — Validade: -—
Lacre: - Temp. Amosira; -—

RESULTADOS ANALITICOS

LABORATORIO: ANALISE FISICO-QUIMICAS

PARAMETROS UNIDADE RESULTADO VMP L.Q. METODOLOGIA
Calorias Kcald0 g 263,67 Mio consta - Revista Quimica Mova 2008 (1)
Carboidratos g/100g 50,51 MNdo consta - Lanagre n"34 (2]
Cinzas g/100g 361 Mo consta 019 AL 01811V [3)
Fibra bruta g/100g 5,88 Mio consta 0,37 1AL 04471V (3]
Fibra detergente neutro FDN g/M00g 9.2 Mo consta - Gravimetrics (4
Fibra detergente acido FDA g/100g 26 MNdo consta - Gravimétrics  (4)
Gordura Total g/M00g i1 Mo consta 013 LAMARA (5)

| Lipidios g/1004g 1.11 Mio consta - IAL D32V (3
Proteina g/100g 12,91 MNdo consta 022 1AL 036/1V (3]
Umidade g/100g 25,98 Nio consta 0,02 IAL 0121V (3)
Legendas

(1): gravimetria;(2): Portaria n® 103 de 04 de Setembro de 1991 do MARA. Publicado no DOU 17 de Setembro de 1991.;(3): Métodos fisico-quimicos
para andlise de alimentos - Instituto Adolfo Lutz IV edicdo.;(4): Andlise de Alimentos. M&todos Quimicos e Bioldgicos. UFV 2002.;(5): Portaria n*001
de 07 de Outubro de 1981 MAPA;POP - Procedimento Operacional Padr3o ( As analises que foram realizadas através de POP's foram validadas pelo
Laboratario) para analise de alimentos; LQ - Limite de Quantificacio; NG - Nio consta; ND - Nao detectado; NMP - Himero mais provavel; UFC -
Unidade formadera de coldnia; YMP - Valor maximo permitido; M&o detectado - = limite de quantificagio.

Observagoes
- As incertezas serdo disponibilizadas pelo laboratério a pedide do cliente.

Obs. Resultado
Legislagdo ndo pertinente.
{ *) amostra apresenta grande variagdo entre resultados e muita dificuldade no processo de filfragio.

Abrangéncia
Os resultados expresses nesie laudo referem-se somente ao material recebido.

Plano de Amostragem
Plano de amostragem de responsabilidade do interessado ou Manual de Coleta da Hidrocepe - Versdo 11

Data de Realizagdo das Analises

O Hidrocepe garante que as analises foram executadas dentro do prazo de validade de cada pardametro segunde manual de coleta, quando todo
o processo analifico (coleta e andlise) & de responsabilidade da Hidrocepe. Quando a coleta é de responsabilidade do interessado, caso haja
glgum desvie, o cliente & previamente consultade para confinuacio das analises.

Data:  05/09/2018 9@# W v

Jorge Barquere CRF 6-2090
Rita de Cassia Dionisio da Silva CRQ 02404597

FH-205-IT 5G0 23 versdo 01 /Y Registro n® MG 018/2004 - MAPA, para exercer controle de qualidade de produtos veterinarios.
R Lagoa da Prata, 243 - Salgado Filhe/BHMG // CEP: 30.550-000 / Telefone: (31) 3335-6284 // (31) 2511-1436 [/ (31) 2535-4779 & (31) 2535-
4778 www hidrocepe.com.br /! hidrocepe@hidrocepe. com.br
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11.4. Anexo: Laudo de andlise 07948/2018
Hidrocepe - Servicos de Qualidade Ltda

LAUDO DE ANALISE - 07948/2018

PRC: 2780112
DADOS DO CLIENTE
Cliente: REMATA GUERRA DE 54
Enderego: Rua Professer Moacir Lisboa - Bairo Jardim Alvorada
Cidade: Quro Preto Estado: MG CEP: 35.400-000 Telefone: (31) 99559-1992
CHNPJ/CPF: 135.747.158-29 E-mail: deborah_fia@hotmail.com

Pagina 1 de 1

DADOS DA AMOSTRA

Identificacdo da amostra: Ragdo - Dieta Controle 01

Data Entrada: 26/07/2013 Coletor: Cliente
Solicitante: Deborah Campos Oliveira Lote: -—
Local de Coleta: — Data / Hora Coleta: —
Fabricagio: — Validade: -—
Lacre: -— Temp. Amostra: --—

RESULTADOS ANALITICOS

LABORATORIO: ANALISE FISICO-QUIMICAS

PARAMETROS UNIDADE RESULTADO VMP L.Q. METODOLOGIA
Calorias Keali100 g 304,90 Mo consta - Revista Quimica Mova 2008 (1)
Carboidratos g/100g 41,56 Mo consta - Lanagre n°34 (2]
Cinzas g/100g 6,91 Mio consta 0,19 AL 0181V (3]
Fibra bruia g/100g 12,35 Mao consta 0,37 1AL 04441V i3]
Fibra detergente neutro FON g/100g 19.6* Mo consta - Gravimétrico (&)
Fibra detergente acido FDA /100g 717 Mio consta - Gravimétrica (4
Gordura Total g/100g 5,08 Mo consta 0,138 LANARA (5)
Lipidios g/100g 5,06 Méo consta - IAL D32V (3
Proteina g/100g 23,28 Mio consta 022 AL 036V (3]
Umidade g/100g 10,84 Mao consta 0,02 IAL 01241V (3)
Legendas

(1): gravimetria;(2): Portaria n* 103 de 04 de Setembro de 1991 de MARA. Publicado no DOU 17 de Setembro de 1991_;(3): Métodos fisico-quimicos
para analise de alimentos - Instituto Adolfo Lutz IV edicdo.;(4): Andlise de Alimentos. Métodos Quimicos e Bioldgicos. UFV 2002.;(5): Portaria n"001
de 07 de Outubro de 1981 MAPA;POP - Procedimento Operacional Padrio ( As analises que foram realizadas através de POP's foram validadas pelo
Laboratério) para analise de aimentos; LQ - Limite de Quantificacao; NG - N3o consta; ND - N3o detectado; NMP - Namero mais provavel; UFC -
Unidade formadora de coldnia; YMP - Valor maximo permitido; Mao detectado © = limite de quantificacio.

Observagcies
- Asincertezas serdo disponibilizadas pelo laboratdrio a pedido do cliente.

Obs. Resultado
Legislacdo ndo pertinente.
( * y amostra apresenta grande variacdo entre resultados & muita dificuldade no processo de filtraco.

Abrangéncia
Os resultados expressos nesie laudo referem-se somente ao material recebido.

Plano de Amostragem
Plano de amostragem de responsabilidade do interessado ou Manual de Coleta da Hidrocepe - Versdo 11,

Data de Realizagdo das Analises

0 Hidrecepe garante que as analises foram executadas denfro de praze de validade de cada parametro segundo manual de coleta, quande tode
o processo analitico (coleta e andlise) & de responsabilidade da Hidrocepe. Quando a coleta & de responsabilidade do interessado, caso haja
algum desvio, o cliente & previamente consultado para continuagso das analises.

o Gy coget

Jorge Barguete CRF 6-2090
Rita de Cdssia Dionisio da Silva CRQ 02404597

FH-205-IT.5G0.23 versdo 01 /Y Registro n® MG 018/2004 - MAPA, para exercer controle de qualidade de produtos veterinarios.
R. Lagoa da Prata, 243 - Salgado Filho/BHMG /i CEP: 30.550-000 / Telefone: (31) 3335-6284 WV (31) 2511-1436 Jf (31) 2535-4779 I (31) 2535-
4778 www hidrocepe. com br  hidrocepe@hidrocepe com.br
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11.5. Anexo: Laudo de analise 07949/2018

Hidrocepe - Servicos de Qualidade Ltda

Pagina 1 de 1
LAUDO DE ANALISE - 07949/2018

PRC: 279.0012
DADOS DO CLIENTE
Cliente: RENATA GUERRA DE SA
Enderego: Rua Professoer Moacir Lisboa - Bairro Jardim Alvorada
Cidade: Curo Preto Estado: MG CEP: 35.400-000 Telefone: (31)99559-1992
CNPJI/CPF: 135.747 188-29 E-mail: deborah_fia@hotmail.com
DADOS DA AMOSTRA
Identificacdo da amostra: Racdo - Dieta Controle 02
Data Entrada: 26/07/2015 Coletor: Cliente
Solicitante: Deborah Campos Oliveira Lote: —
Local de Coleta: — Data / Hora Coleta: —
Fabricagdo: -— Validade:
Lacre: — Temp. Amostra: —

RESULTADOS ANALITICOS

LABORATORIO: ANALISE FISICO-QUIMICAS

PARAMETROS UNIDADE RESULTADO VYMP L.Q. METODOLOGIA
Calorias KcalM00 g 311.95 Mo consta - Revista Quimica Mova 2008 (1)
Carboidratos g/100g 4599 Mo consta - Lanagre n*34 (2]
Cinzas g/100g 510 Mio consta 019 1AL 01311V (3]
Fibra bruta g/100g 11,26 Mo consta 037 1AL 04411V (3]
Fibra detergente neutro FON g/100g 16,78% Mdo consta - Graviméirico (4
Fibra detergente acido FDA g/100g §.74 Mio consta - Gravimétrico (4
Gordura Total g/100g 507 Mo consta 018 LANARA (5)

| Lipidios g/100g 507 Mdo consta - 1AL 0320V (3)
Proteina g/100g 20,59 Mao consta 022 1AL D36/1V (3]
Umidade g/100g 10,99 Mo consta 0,02 1AL 01211V (3)
Legendas

(1) gravimetria;(2): Portaria n* 108 de 04 de Setembro de 1991 do MARA. Publicado no DOU 17 de Setembro de 1991.;(3): Métodos fisico-quimicos
para analise de alimentos - Instituto Adolfo Lutz IV edicio.(4). Andlise de Alimentos. Métodes Quimices e Biologicos. UFW 2002;(5): Portaria n*001
de 07 de Outubro de 1981 MAPA;POP - Procedimento Operacional Padrio ( As andlises que foram realizadas através de POP's foram validadas pelo
Laboratdrio) para andlise de alimentos; LQ - Limite de Quantificacio; NC - N3o consta; ND - Ndo detectado; NMP - Nimero mais provavel, UFC -
Unidade formadora de colénia; VMP - Valor maximo permitido; M&e detectado : = limite de quantificacio.

Observagbes
- As incertezas serdo disponibilizadas pelo laboratario a pedido do clients.

Obs. Resultado
Legislacdo ndo pertinente.
( * ) amostra apresenta grande variacdo entre resultados e muita dificuldade no processo de filtracio.

Abrangéncia
s resultados expresses nesie laudo referem-se somente ac material recebido.

Planc de Amostragem
Plamo de amostragem de responsabilidade do interessado ou Manual de Coleta da Hidrocepe - Versdo 11.

Data de Realizagdo das Andlises

O Hidrocepe garante que as analises foram executadas dentro do prazo de validade de cada parametro segundo manual de coleta, quando todo
o processo analitico (colefa e andlise) € de responsabilidade da Hidrocepe. Quando a coleta & de responsabilidade do interessado, caso haja
algum desvio, o cliente & previamente consultado para continuac3o das analises.

Data:  05/0972018 ﬂj} W N

Jorge Barguete CRF 6-2090
Rita de Cassia Dionisio da Silva CRQ 02404597

FH-205-IT.5G0.23 versdo 01 /Y Registro n® MG 018/2004 - MAPA, para exercer controle de qualidade de produtos veterinarios.
R. Lagoa da Prata, 243 - Salgado Filho/BHMG «/ CEP: 30.550-000 /f Telefone: (31) 3335-6284 /¥ (31) 2511-1438 / (31) 2535-4779 {f (31) 2535-
4778 www hidrocepe.com.br /f hidrocepe@hidrocepe. com.br
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11.6. Anexo: Laudo de analise 07950/2018

LAUDO DE ANALISE - 07950/2018

Hidrocepe - Servicos de Qualidade Lida

Pagina 1 de 1

PRC: 279002
DADOS DO CLIENTE
Cliente: REMATA GUERRA DE SA
Enderego: Rua Professer Moacir Lizsbea - Bairre Jardim Alvorada
Cidade: Ouro Preto Estado: MG CEP: 35.400-000 Telefone: (31)99559-1992
CHPJCPF: 135.747.188-29 E-mail: deborah_fia@hotmail.com
DADOS DA AMOSTRA

Identificagdo da amostra: Racdo - Dieta Controle 03

Data Entrada: 26/07/2013 Coletor: Cliente
Solicitante: Deberah Campos Oliveira Lote: —
Local de Coleta: — Data / Hora Coleta: —
Fabricagio: — Validade: —
Lacre: -— Temp. Amosira: -—

RESULTADOS ANALITICOS

LABORATORIO: ANALISE FISICO-QUIMICAS

PARAMETROS UNIDADE RESULTADO VMP L.Q. METODOLOGIA
Calorias Kcal100 g 305,68 Méo consta - Revista Quimica Mova 2008 (1)
Carboidratos g/M0dg 4470 Mo consta - Lanagro n®34 (2]
Cinzas g/00g 7.81 Mo consta 01% 1AL 013/1V i3]
Fibra bruta g/M00g 10,67 Mio consta 0,37 1AL 04471V (3)
Fibra detergente neutro FON g/M0dg 17 16* Mao consta - Gravimetrico  (4)
Fibra detergente acido FDA g/M00g 7.55 Mo consta - Gravimétrico (4
Gordura Total g/M00g 5,04 Mio consta 0,18 LAMARA (5)
Lipidios gM00g 5,04 Mao consta - AL 0327V (3
Proteina g/00g 21,13 Mio consta 022 AL 036/1V (3]
Umidade g/M00g 10,85 Mao consta 0,02 1AL 01211V (3)
Legendas

(1) gravimetria;(2): Portaria n* 108 de 04 de Setembro de 1991 do MARA. Publicado no DOU 17 de Setembre de 1991.;(3): Métedos fisico-guimices

para analise de alimentos -

Instituto Adolfo Lutz IV edicio.;(4): Analise de Alimentos. Métodos Cuimicos & Bioldgicos. UFW 2002 ;(5): Portaria n*001

de 07 de Outubro de 1981 MAPA;POP - Procedimento Operacional Padrio { As andlises que foram realizadas através de POP's foram validadas pelo
Laboratério) para analise de alimentos; LQ - Limite de Quantificagdo; NC - Ndo consta; ND - Ndo detectado; NMP - Nomero mais provavel, UFC -

Unidade formadora de colnia; WMP - Valor maximo permitido; Mao detectado : < limite de quantificacao.

Observagies
- Az incertezas serdo disponibilizadas pelo laboratdrio a pedido do cliente.

Obs. Resultado
Legislacdo ndo pertinente.
( * y amostra apresenta grande variacio entre resultados e muita dificuldade no processo de filtracio.

Abrangéncia
Os resultados expressos neste laudo referem-se somente ao material recebido.

Plano de Amostragem
Plano de amostragem de responsabilidade do intereszado ou Manual de Coleta da Hidrocepe - Versdo 11

Data de Realizagdo das Andlises

O Hidrocepe garanhe que as analises foram executadas deniro do prazo de validade de cada parametrcl segunde manual de coleta, quando todo
o processo analitico (coleia e analise) & de responsabilidade da Hidrocepe. Quando a coleta & de responsabilidade do |r|teressado caso haja

algum desvio, o cliente & previamente consultado para continuacio das analises.

Data:  05/09/2013

Gop- Gag B

Jorge Barguete CRF 6-2090
Rita de Cassia Dionisio da Silva CRQ 02404597
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4778 www hidrocepe.com.br /f hidrocepe@hidrocepe. com.br
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