25 a 28 de Outubro de 2011

ISBN 978-85-8084-055-1

DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE ACIDO URICO EM RATOS
COM OBESIDADE INDUZIDA POR REDUGCAO DE NINHADA ASSOCIADA
A DIETA CAFETERIA

Josianne Cristina Borri Stangarlin®; Edivan Ramos de Paula Rodrigues?

RESUMO: A obesidade é um dos mais sérios problemas de salde publica na atualidade, pois a prevaléncia
de pessoas com sobrepeso e obesidade tem aumentado significativamente em todo o mundo. Este
aumento na incidéncia é preocupante, pois a obesidade é considerada, atualmente, ndo apenas um
acumulo de tecido adiposo, mas também uma situag&o inflamatéria crénica devido ao grande nimero de
mediadores inflamatérios produzidos pelo tecido adiposo. Por este motivo, a obesidade esta associada a
diversas co-morbidades como sindrome metabdlica, hipertensdo, sindrome nefrética, diabetes mellitus tipo
2 e resisténcia a insulina. Uma das alteracdes biogquimicas freqientemente encontradas em pacientes
obesos é a hiperuricemia. O éacido drico € um produto nitrogenado do metabolismo de purinas que
apresenta caracteristica de acido fraco tendo um valor de pKa de ionizagdo proximo a 5,5. Este composto é
normalmente eliminado pela urina sendo que o pH urindario € um dos fatores que influenciam,
significativamente, sua excrecdo renal. Embora o acido Urico seja uma forma de excrecdo de nitrogénio e
apresente atividade antioxidante, seu acimulo no organismo é responsavel pela precipitacdo de cristais de
urato no parénquima e tubulos renais e articulacdes. Esta condi¢do clinica é conhecida como gota. A
associacdo de elevagBes séricas do acido drico e dislipidemias, sobrepeso/obesidade e resisténcia a
insulina tem sido descritas na literatura, porém ndo esté claro ainda o mecanismo exato de como estas
alteracdes promovem hiperuricemia. O que se sabe é que elevacdes do acido Urico podem causar, além da
gota, aumento da pressdo arterial. Os modelos animais de obesidade séo freqiientemente usados para
estudos bioquimicos e fisiopatolégicos da obesidade em laboratério. Dois destes modelos tem sido muito
usados na atualidade e se referem a obesidade induzida por reducdo de ninhada ou superalimentacao
neonatal e o modelo de obesidade induzida por dieta altamente palatavel do tipo cafeteria. Apesar de
diversos estudos caracterizarem bem as alteracdes bioquimicas pertinentes a obesidade em ambos os
modelos citados, ndo encontramos na literatura trabalhos que investigam o metabolismo de &cido Urico
nestes animais. Diante disso, este projeto foi elaborado e pretende avaliar os niveis séricos de &cido Urico
em ratos Wistar com obesidade induzida por redugcdo de ninhada, por dieta cafeteria e, animais com
obesidade induzida por ambos os modelos.

PALAVRAS-CHAVE: Obesidade, hiperuricemia, &cido urico.

1 INTRODUCAO

As purinas sdo bases organicas nitrogenadas representadas pela adenina e
guanina e sdo importantes para a sintese de nucleotideos que compdem os acidos
nucléicos e outras moléculas organicas como nucleoproteinas e moléculas energéticas
como a adenosina trifosfato (ATP) (PEIXOTO et al. 2001). As purinas provenientes da
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dieta ou do metabolismo enddgeno de nucleotideos sdo degradadas em hipoxantina por
reacdes catalisadas pelas xantinas oxidases. Em seguida, a hipoxantina é reduzida em
acido arico, uma forma de excrecdo do nitrogénio oriundo das bases nitrogenadas puricas
(FANG; ALDERMAN, 2000).

Segundo Riese; Sakhaee, 1992; Fraxino e Riella, 2003 citado por HORDONHA,
2009 e CHOI, 2005, a maior parte dos uratos sao produzidos no figado a partir do
metabolismo de nucleoproteinas e acidos nucléicos enddgenos e provenientes da dieta.
Estima-se que cerca de 400 mg de acido urico sdo de origem endogena, enquanto 400
mg sao de origem exdgena. Por apresentar caracteristica de &cido fraco (pka préximo a
5,5), a maior parte do acido Urico se encontra na forma de urato no sangue e no interior
das células. Contudo, ao passar pelos rins, local de excrecdo deste composto, o acido
arico encontra um pH mais acido e, sendo assim, acaba prevalecendo sua forma néo
ionizada. Vale lembrar que o estado de ionizacdo do acido (rico esta diretamente
relacionado com sua taxa de excrecao renal sendo que a forma nao ionizada permite uma
maior reabsorgéo tubular e, consequentemente, baixa excreg¢ao pelos rins.

O excesso de acido Urico no organismo caracteriza uma situacao clinica conhecida
como hiperuricemia e é responsavel pela precipitacdo de cristais de &cido urico nas
articulagbes, parénquima renal e tabulos renais. Esta condicdo clinica € conhecida como
gota e pode ser desencadeada por um metabolismo formador de &cido Urico acelerado ou
por uma excrecao deficiente deste acido pelos rins (CORBELLA, 2005 apud HORDONHA,
2009). Fatores que diminuem a excrecao renal de &cido Urico podem ser representados
pelo uso de medicamentos como salicitatos, urina acida, sindrome de Fanconi e
insuficiéncia renal (BENJAMIN, 1977; TUKUFU, 1982 apud ANDRIOLO, 1995). Segundo
a Associacao Brasileira de Medicina Biomolecular (2004), além da gota, a hiperuricemia
também pode causar diarréia, cirrose hepética, conjuntivite, esclerite, irite, cefaléia,
compressdo de nervos, afasia podendo chegar ao coma, necrose da cabeca do fémur
com dor localizada, les@es cisticas e destrutivas com limitagdo dos movimentos e dor a
noite ou em repouso.

A hiperuricemia é mais frequente em homens com idade entre 30 e 40 anos que
em mulheres sendo que 0s maiores niveis de estrogénios em mulheres parecem ser o
responsavel por esta diferenca, uma vez que o estrégeno aumenta a depuracao renal do
acido urico (FAN; ALDERMAN, 1980 apud HORDONHA, 2009). Esta influéncia do género
justifica os valores de referéncia diferentes entre homens e mulheres. Enquanto os niveis
séricos normais de acido Urico para homens esta na faixa de 2,5 a 7,0 mg/dL, para
pacientes do género feminino esta na faixa de 1,5 a 6,0 mg/dL (BECKER, 2001 apud
GANGSON, 2005; TERKELTAUB, 2004 apud HORDONHO, 2009, SCHLESINGER, 2005
apud POLETTO, 2011).

O aumento dos niveis de acido urico causa inflamacao local nos rins que acaba
dificultando a circulagdo sanguinea local. Para suplantar esta dificuldade, os rins secretam
renina que eleva os niveis de angiotensina no organismo. Como consequéncia, ha um
aumento significativo na pressao arterial. Além de alteracbes na pressao arterial, niveis
elevados de acido urico estdo associados a resisténcia a insulina em pacientes com
sindrome metabdlica e com obesidade (VOURINEN, 1994). Pacientes com resisténcia a
insulina apresentam hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, condicbes que estédo
diretamente associadas a hiperuricemia (CHEN, 2006).

A obesidade € um fator conhecido por aumentar a concentragdo de &cido urico no
plasma ocasionado tanto pelo aumento na producdo quanto um decréscimo na excrecao
de urato. O acumulo de gordura visceral e subcutanea encontrado em pacientes obesos é
0 responsavel pela resisténcia a insulina devido ao maior niumero de acidos graxos livres
circulantes e a producdo do fator de necrose turmoral e redugdo da producdo de
adiponectina pelo tecido adiposo. Em conjunto, estes fatores reduzem significativamente
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a depuracdo de &acido urico pelos rins (YANAMOTO, 2005; SCHLSINGER, 2005 apud
POLETTO, 2011).

A hiperuricemia representa um fator de risco para doencas ateroscleréticas, como
infarto do miocardio e acidente vascular cerebral. Contudo, a relacdo entre os niveis de
acido arico e a maior incidéncia de doencas ateroscleréticas permanece controversa, uma
vez que a hiperuricemia esta associada a outros fatores de risco para aterosclerose como
resisténcia a insulina e hipertrigliceridemia (NISKANEM, 2006).

Conforme descrito acima, os niveis de acido urico encontram-se elevados em
pacientes com sobrepeso e obesidade devido, principalmente, a resisténcia a insulina
pertinente a esta situacdo. O sobrepeso e a obesidade representam situacdes
caracterizadas pelo acumulo anormal de tecido adiposo no organismo. O ganho de peso
devido ao aumento na massa lipidica representa um dos grandes problemas de saude
publica na atualidade, pois se trata de situagcdes com elevada prevaléncia e associadas
ao desenvolvimento de varias co-morbidades (FERREIRA; MAGALHAES, 2006;
RIBEIRO, 2006).

Por se tratar de uma condicdo clinica com elevada prevaléncia mundial, varios
modelos animais que estudam a fisiopatologia da obesidade foram desenvolvidos.
Contudo, dois modelos tem recebido destaque na atualidade. Um deles é representado
pela redugdo de ninhada onde os neonatos acabam recebendo uma superalimentagéo
durante o desenvolvimento pds-natal. Neste caso, 0s animais passam por um periodo de
adaptacdo metabolica direcionada para a reserva de energia durante a vida adulta com
consequente desenvolvimento da obesidade (DANTAS, et al. 2010; BOULLU-CIOCCA, et
al. 2005). Outro modelo é caracterizado pela introducdo de uma dieta hipercaldrica,
denominada dieta cafeteria, onde o0s animais recebem alimentos caloricos como
refrigerante, chocolate, bolachas entre outros (CESARETTI; KOHLMANN JR, 2006).

Tanto na obesidade obtida por reducé&o de ninhada quanto naquela obtida por dieta
cafeteria j& foi demonstrado que os animais apresentam hiperinsulinemia de jejum
caracterizando um quadro de resisténcia a insulina (BOULLU-CIOCC, et al.,, 2005;
PLAGEMANN, et al.,, 1999). Contudo, ndo encontramos na literatura trabalhos que
avaliam os niveis de acido Urico nestes animais. Dessa forma, a hipotese levantada por
este projeto é a de que ratos obesos obtidos por reducdo de ninhada, por dieta cafeteria
ou pela associacdo de ambos 0os modelos possam apresentar alteragdes no metabolismo
de acido urico, uma vez que apresentam resisténcia a insulina e que estas duas
alteracdes metabdlicas estdo associadas.

2 MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste projeto serdo utilizados 09 ratos Wistar machos e 27 fémeas
com idade entre 50 e 60 dias. Estes animais serdo obtidos no Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) e ficardo acondicionados no Biotério Central do
Centro Universitario de Maringa (CESUMAR) a uma temperatura de + 21°C com racgéo e
agua ad libitum. O ciclo sono-vigilia destes animais serdo de 12 horas sendo que as luzes
permanecerdo apagadas entre as 19:00 e 07:00 horas. Os animais utilizados para o0s
experimentos serdo obtidos do cruzamento entre os animais citados anteriormente sendo
gue as condi¢des de acondicionamento serdo as mesmas descritas para 0s progenitores,
exceto nos dias de experimentos em gque os animais ficardo em jejum de 12 horas. Serdo
ainda utilizados alimentos necessarios na dieta cafeteria como segue tabela abaixo e
racdo tradicional (nuvilab crl, nuvital) ®, fotdmetro de filtro bioplus 2000®; kit para
dosagem de acido urico gold analisa®; soro-controle normal e patolégico labtest® ou gold
analisa®; banho-maria sieger®; centrifuga evlab® macro ev:04; balanca eletrénica digital
9094 braun®.
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Os experimentos serdo realizados no laboratério de Farmacodinamica e Bioquimica
Clinica do CESUMAR.

Procedimento:

Apo6s aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal do Cesumar (COBAC), 03
fémeas para cada macho serdo acondicionados em gaiolas medindo 32x40x13 cm (um
animal para cada 0,032 m?) no biotério central do CESUMAR. Os animais permanecerao
acondicionados por um periodo entre 15 e 30 dias para acasalamento. Em seguida, as
fémeas prenhas serdo individualizadas em gaiolas da mesma dimenséao até o parto.

Logo ap6s o parto, os animais serdo divididos em dois grupos. No grupo A, as
ninhadas serdo reduzidas a trés animais machos por rata e, no grupo B, o niumero de
animais sera mantido em 12. Para este grupo, serd dada prioridade para os animais
machos. Caso 0 numero de machos seja inferior a 12, o numero serd completado com
fémeas que serdo descartadas ap0s o desmame.

Apds o0 desmame tanto o grupo A quanto o B serdo subdivididos em dois
subgrupos: A-1 e B-1 receberdo uma dieta normal contendo racéo tradicional; A-2 e B-2
receberdo uma dieta do tipo cafeteria de acordo com o quadro abaixo.

DIAS DA SEMANA ALIMENTOS
Mortadela, marshmallow, chips bacon, bolacha
Segunda-feira waffer e refrigerante.

Bolacha recheada, chips queijo, racdo, salsicha e
Terga-feira refrigerante.

Quarta-feira Pao francés, salsicha, chips queijo e refrigerante.

Mortadela, bolacha waffer, pacoca, chips bacon e
Quinta-feira refrigerante.

Bolacha recheada, salsicha, chips queijo,
Sexta-feira marshmallow e refrigerante cola.

Bolacha recheada, salsicha, chips queijo, ragao,

Quando os animais completarem 30, 60, 90 e 120 dias, uma amostra de 4 animais
por grupo (12 ao total) sera retirada para realizacdo da coleta de sangue para dosagens
bioguimicas de acido Urico. Estes animais deverdo estar em jejum entre 10 e 14 horas e
terdo seu peso medido antes do inicio dos experimentos.

As amostras de sangue serdo centrifugadas durante 15 minutos a 3.000 R.P.M.
para obtencdo de soro. A determinacdo do acido Urico seré feita por método enzimético-
colorimétrico (Uricase-Trinder) sendo que as absorbéancias serdo medidas em fotdbmetro
de filtro Bioplus 2000®.

Apés coleta de sangue, 0s animais serdo sacrificados em cuba saturada com éter
etilico e sera determinado o comprimento naso-anal que, juntamente com o peso corporal
determinado antes dos experimentos, sera utilizado para o célculo do indice de Lee. Em
seguida, as gorduras epididimal, mesentérica e retroperitoneal seréo retiradas, lavadas e
pesadas. Desta forma, os dados serdo expressos como gramas de gordura por 100g de
peso corporal (g/100g). O indice de Lee e as gorduras medidas serdo usadas para
comprovagéo de que o animal realmente estéa obeso.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo descritos de forma quantitativa e analisados pelo programa
estatistico GraphPad Software Prisma® 3.0 sendo utilizado o teste One-Way ANOVA
(paramétrico), seguido de Bonferroni para andlise de variancia entre os grupos com nivel
de significancia p<0,05.

Espera-se com este trabalho, avaliar a relagdo de hiperuricemia com obesidade,
em ratos submetidos a reducdo de ninhada e em ratos com ninhada normal, a fim de
verificar se as condi¢es gestacionais interferem no perfil fisiolégico dos animais.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que os resultados obtidos sejam satisfatorios, a fim de comprovar que o
aumento de obesidade € um fator preponderante para o aumento dos niveis de acido
arico e possivel desenvolvimento de hiperuricemia.
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