ORIGEM DA HIPERCOLESTEROLEMIA NA SINDROME NEFROTICA
EXPERIMENTAL

iNTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas vém sendo desenvolvidos esforcos no sentido de se elucidar a etio-
patogenia da hiperlipemia da sindrome nefrética, por um lado devido & sua associagdo com certas
alteracdes do metabolismo protéico que ocorrem nesta doenca e por outro lado, por ser a sindrome
nefrética importante como modelo experimental para se compreenderem melhor 0s mecanismaos
envolvidos nas hiperlipoproteinemias de um modo geral.

Apesar de se conhecer a relacdo entre hipoalbuminemia e hiperlipemia (1, 2) e de sabermos
que a correcdo desta hipoalbuminemia acarreta diminuicdo dos niveis séricos de lipides (3, 4),
a exata natureza desta hiperlipemia ainda é controversa.

Varias hipoteses tém sido testadas sem resultados satisfatérios. A absorcdo intestinal ndo

influe (5) e a administracdo de tiroxina ndo corrige a hiperlipemia (6) apesar de alguns autores
encontrarem atividade da triiodotironina (7), ou ainda P.B.l. baixos (6, 8, 9). Qutros autores,
utilizando diversos métodos quimicos procuraram medir colesterol ou triglicérides em comparti-
mentos teciduais visando identificar um possivel aumento de sintese ou redistribuicdo comparti-
mental (10, 11, 12, 13, 14), ou ainda um bloqueio de remocdo periférica (4, 15, 16, 17, 18).
Quanto ao déficit de remocdo, os resultados sdo contraditdrios indicando ora perda de atividade
da lipase lipoprotéica na urina (4, 15) ou queda da atividade lipolitica do soro (16, 17), ora mos-
trando a manutencdo desta atividade em niveis normais (18). Como a dextrana e outras macromo-
léculas corrigem a hiperlipemia do nefrético sem todavia alterarem os niveis albuminémicos (19,
20) e sem serem carreadores de dcidos graxos, o possivel papel da lipase lipoprotéica na elevacdo
dos niveis séricos de triglicérides e de outros Iipides causada pela falta de aceptor de acidos graxos,
no caso a albumina, fica relegado a um segundo plano, passando a ter importancia apenas quando
a hipoalbuminemia se torna severa.

0O aumento de sintese nunca foi comprovado, pois através do uso de precursores radioativos
ou de lipides, marcados, em alguns casos foi observada sintese aumentada (21, 22, 23, 24), poden-
do estar igual ou até diminurda em relacdo a controles em outros trabalhos (12, 25, 26). Estes
resultados inconclusivos se devem ao fato de os autores que se utilizam da incorporacdo de acetato
ou outro precursor radioativo, ou ainda que se valem do radiocolesterol, ndo conhecerem o ‘‘pool’’
e a reciclagem dos precursores e, também ignorarem a velocidade de distribuicdo compartimental
do radiocolesterol e outros lipides radioativos.

Cabe salientar ainda que, para o estudo da hiperlipoproteinemia da nefrose experimental, o
colesterol tem preferéncia de escolha por ndo sofrer degradacdo a gas carbonico e agua (27) e ser
excretado nas fezes (27), permitindo assim o acompanhamento de seu metabolismo nos varios
tecidos, desde que seja utilizada metodologia adequada.

Procuramos neste trabalho, através da utilizacdo de cromatografia gas-liquido de esteréides
e de métodos aperfeicoados de extracdo e purificacdo do colesterol tecidual, elucidar a etiologia da
hipercolesterolemia da sindrome nefrética experimental.

METODOS

Ratos da raca Wistar, machos, com peso inicial de 90 a 100 gramas, foram colocados em
gaiolas metabolicas individuais e alimentados através da técnica do pair-feeding com uma dieta
constituida de 41% de caseina, 46% de carbohidratos e 2,5% de gorduras sob a forma de &cido li-
noléico puro, perfazendo um total de 4 calorias por grama. Cada rato recebeu 190 miligramas por
dia, isto e, 3 a 4 vezes 0 minimo estipulado em acidos graxos essenciais por dia (28), sendo as die-
tas isentas de esteroides animais ou vegetais. A analise da dieta por cromatografia gas-liquido (29)
constatou a presenca de apenas 14 microgramas de esteréides por grama de dieta. Na duracdo do
experimento, foi feito o controle do peso e a ingestdo média dos animais foi de 9,94 + 0,55 gramas/
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dia para controles e 7,92 10,74 gramas/dia no grupo experimental (diferenca ndo significante).
A experiéncia desenvolveu-se em trés periodos apresentados a sequir:

1. Nefrotizacdo dos Ratos

Para inducdo da nefrose, os animais receberam soro de coelho anti-rim de rato preparado
conforme a técnica de Heymann e Lund (3); a nefrotizacdo foi feita por meio de doses pequenas
e intervaladas, sendo que cada animal recebeu apenas soro suficiente para obtencdo de nefrose
experimental franca porém branda, com manutencdo de bom estado geral, mantendo ingestdo nor-
mal da dieta sem diarréia, ascite ou edema aparente. O controle da nefrotizacdo foi feito através
da andlise de proteinuria pelo método do biureto (31), sendo os animais considerados adequada-
mente nefrotizados, quando esta atingiu o0 minimo de 5 miligramas/hora de proteina na urina, o
que levou aproximadamente duas semanas.

Porém, convém salientar que no periodo de colheita de amostras, todos os animais apresen-
taram uma proteinaria 1,5 a 2,5 vezes superior ao c3tipulado. Na fase experimental ndo houve
obito. Ao final da experiéncia foi feita a comprovacdo do estado nefrotico por meio da analise
do colesterol sérico (32) e das proteinas plasmaticas (31). No total foram utilizados 24 ratos, sendo
16 nefroticos e 8 controles.

2. Balanco de Esterdides em Ratos

Apébs a obtencdo deuma proteinudria adequada, foi efetuado o balanco de ester6ides em ratos
nefroticos e controles com duracdo de 15 a 20 dias, periodo durante o qual foi feita colheita conti-
nua das fezes. O material fecal foi secado a vacuo, homogenizado e guardado a -20°C para poste-
rior utilizacdo. Ap6s o periodo de balanco, os animais foram anestesiados com éter e exsangui-
nados por puncdo da aorta abdominal. Foi retirado o sistema nervoso central, cujo ‘‘pool’’ de coles-
terol de permuta lenta (33), ndo interfiriria numa experiéncia a curto prazo, e também o intestino
delgado e grosso para evitar a contaminacdo fecal da carcassa. Foi separado o figado do restante
da carcassa, e ambos foram reservados para analise do seu contetdo em colesterol.

3. Andlise do Colesterol nos Vdrios Compartimentos

A carcassa foi inicialmente saponificada em meio aquoso a 110°C, durante 50 minutos, em
NaOH 5 N., sob agitacdo magnética constante, apds o que, foi extraido e processado o colesterol
seguindo a metodologia de andlise cromatogragica estabelecida por Grundy e colaboradores (29)
para esteroides neutros. Também o figado foi submeiido a sapinificacdo por 1 hora, em solucdo
etandlica de NaOH 2 N, sob refluxo constante; posteriormente foi estraido e purificado o coles-
terol para andlise num cromatografo gds-liquido modelo 27 de ionizacdo de chama da C& G. Foi
verificada a validade do emprego das diversas etapas do processamento metodoldgico nestes dois
compartimentos e foi observada uma perda de material sistematica porém variavel da ordem de
30% ao longo das etapas de extracdo e de purificacdo do colesterol e, potanto foi acrescido as
amostras colesterol—-4—C 14 (New England Nuclear, U S.A.) durante a saponificacdo, possibili-
tando a posterior correcdo dso dados. Figado e carcassa foram também analisados pelo método
quimico 32, apbs extracdo e purificacdo, para efeitos de comparacdo com a medida do colesterol
pela cromatografia.

A andlise dos esterdides fecais neutros e dcidos foi efetuada de acordo com a metodologia
pré-estabelecida 30,34; neste caso devido a perdas de material ocorridas durante o processamento
metodolégico também foram acrescidos marcadores no inicio da saponificacdo. No caso :3e esteroi-
des neutros o marcador foi colesterol—4—C 14 e para acidos biliares utilizamos 1,2 H” — &cido
c6lico (New England Nuclear, US. A.).

RESULTADOS

1. Obtencdo de um Grupo Experimental Homogéneo

Como primeiro passo para a utilizacdo de um modelo experimental adequado ao estudo da
hipercolesterolemia da sindrome nefrotica, procuramos obter um grupo experimental o mais ho-
mogéneo possivel. Na tabela 1 e na figura 1 vemos os resultados referentes ao “'status’’ nefrotico
dos animais. Mesmo sem edema ou ascite aparente, os dados indicam haver uma nefrose de fato.

2. Controle de Peso dos Animais

Devido a impossibilidade de se controlar efetivamente o peso dos animais no grupo experi-
mental pois ndo ha garantias de auséncia de edema e ascite em presenca de hipoalbuminemia,
foi feita a opcdo de se manter a ingestdo rigorosamente igual nos dois grupos. O ganho de peso foi
igual nos dois grupos em toda a fase final da experiéncia (10 dias). Porém, uma vez sacrificados os
animais e separadas as suas carcassas, estas apresentaram um valor significantemente menor no gru-
po nefrético devido a retirada do figado que em nefroticos se apresenta hiperplasiado e indicando
ter havido um acumulo de dgua da ordem de 10%. Os resultados das pesagens e a ingestao se en-

contram na tabela 2 e na figura 2.
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Tabela 1. Parametros de Comprovacdo do Estado Nefratico do Grupo E xperimental Comparado ao
Grupo Controle

controles§ r'uafnf:tit:t::.ﬁ§ p§§

N©O animais 4 "
proteindria mg/dia 49,19+10,03" 245,51142,012 0,001
colesterol plasmat. mg./100 ml 64,53%7,90 325,34 144 87 0,001
proternas totais plasmat. g./100ml 6,5610,75 6,2710,97 N.S.
albumina plasmatica g./100m| 2,81%0,27 1,4910,56 0,001
§ — o0s numeros apresentados sdo as médias e os desvios-padrdo dos valores obtidos em cada

grupo .
§§ — p corresponde ao nivel de significancia da diferenca entre as duas médias quando submeti-

das ao teste t de Student;

N.S.: ndo significante
1 —niguala8
2 —niguala 16

Tabela 2. Resultados das Pesagens e Ingestdao em Nefréticos e Controles.
controles§ nefréticos§ p§§

n® animais 8 16
ingestdo g./dia 7.94%0 55 7,9210,75 N.S.
peso final g. 142,6513,30 138,26 113,40 N.S.
peso da carcassa g. 129,15%7,03 112,42114,30 0,01
peso do figado g. 6,4911,28 8,821%1,76 0,01
peso da carcassa e figado g. 135,64%8,11 121,19%15,74 0,05
§ — 0s nimeros apresentados sdo as médias e os desvios-padrdo dos valores obtidos em cada

grupo
§ § — p corresponde ao nivel de significancia da diferenca entre as duas médias quando subme-

tidas ao teste t de Student.

N.S.: ndo significante
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Figura 1 — Dados Referentes 4 Nefro-
tizacdo dos Animais.
Figura 2 — Resultados das Pesagens e

Ingestdo dos Animais.
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3 Andlise do Conteudo em Colesterol dos Vdrios Compartimentos Corpdéreos de Animais Contro-
les e Nefréticos

Como o método cromatogrdfico para carcassa e figado foi adaptado em nosso laboratério
baseado no procedimento de Grundy e colaboradores (29, 34), para sua melhor adequac3o, sub
metemos amostras de tecidos a andlise quimica paralelamente a cromatografia gds-liquido. Veri-
ficamos que a cromatografia gas-liquido fornece resultados mais homogéneos além de significante-
mente mais baixos (a andlise estatistica para amostras correlacionadas indicou uma diferenca sig-
nificante ao nivel de 0,5%). Os graficos 1 e 2 mostram que a dispersdo dos resultados da analise
da carcassa em animais controles em torno da reta de regressao ¢ menor ao ser empregada a croma-
tografia gas-liquido indicando a menor variabilidade dos dados.

A andlise dos cromatogramas destas amostras indicou a presenca de &cidos graxos contami-
nantes anteriores ao pico do padrdo e, de fato, ao testarmos pelo método quimico, padrdes de co-
lesterol na presenca de dcidos graxos como Gnicos contaminantes, verificamos haver grande interfe-
réncia na dosagem de colesterol pelo acido linoleico (ver Grafico 3). Como as amostras sdo saponi-
ficadas e portanto ha hidrélise dos triglicérides teciduais, presentes em alta porcentagem (26%
do peso seco) (35), ocorre a liberagdo de grande quantidade de acido linoleico, que é extraido em
guantidades variaveis juntamente com o colesterol, sendo a causa dos resultados mais altos e menos
homogéneos obtidos pelo método quimico quando comparado a cromatografia gas-liquido.

Na tabela 3 encontramos os valores médios, bem como a variabilidade dos resultados obtidos
na analise do colesterol da carcassa, figado e amostras fecais pela cromatografia gas-liquido (ver
figura 3 e 4 para melhor ilustracdo destas medidas). Apesar de algumas amostras de urina terem
sido analisadas, quantitativamente a excrecdo de esteroides por esta via, mesmo em nefréticos, €
de tdo pouco significado (75 a 300 microgramas/dia) que ndo foi considerada em nosso estudo.
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Tabela 3. Resultados da Andlise do Colesterol em Carcassa, Figado e Plasma e da Excrecdo Fecal de

Esterdides Neutros e Acidos.

controlesl nefrt‘:tit:t:bsI Pz
n® de animais 8 16
carcassa mg/100g. tecido 155,81 £10,31 183,23 £25,87 0,001
mg/carcassa 201,06 £ 14,64 204,56 30,67 N.S.
figado mg/100g. figado 243,90 45,04 349,65 £ 107,37 0,002
mg/figado 15,656 £3,64 29,94 £7,21 0,001
plasma mg/100g. plasma 64,49 17,92 325,38 144,85 0,001
mg/plasma total 6,42 £0,83 31,96 £5,80 0,001
total’ mg/100g* tecido 151,88 +12,02° 201,99 £25,19° 0,001
corpéreo  mg/rato 215,19 +16,72° 264,93 +35,28° 0,01
esterdides  mg/100g.” tecido 2,79 10,68 3,09 0,74 N.S.
neutros mg/dia 3,77 £0,81 3,78 1,02 N.S.
esterdides  mg/100g.” tecido 4,17 £0,78 4,51 £1,52 N.S.
acidos mg/dia 5,65 11,07 543 1,68 N.S.
1 os numeros apresentados sao as médias e os desvios-padrdo dos valores obtidos em cada grupo
2 - p corresponde ao nivel de significancia da diferenca entre as duas médias quando submetidas
ao teste t. N.S.: ndo significante
3 - total corpdreo: somatdria do colesterol da carcassa, do figado e plasma. No caso, o peso do
plasma foi calculado como sendo 7 porcento do peso final do animal antes do sacrificio
5 n igual a 5
6 n igual a 12
7 - o peso indicado é a soma dos pesos de carcassa e figado
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DISCUSSAO

A analise das vdrias possibilidades referentes a expansdo do compartimento plasmatico de
colesterol na sindrome nefrotica experimental e clinica, nos mostra que esta pode ser decorrente
de:

1) — bloqueio de utilizacdo periférica causada por deficiéncia de lipase lipoproteica, cuja impor-
tancia € secunddria visto que apenas contribue na nefrose severa em presenca de hipoalbu-
minemia acentuada (vide introduc3o).

2) — redistribuicdo figado-plasma ou tecido-plasma.

3) — bloqueio da excrecdo fecal de esterdides.

4) — aumento na sintese hepética de colesterol.

5) — uma combinacdo dos fatores acima mencionados.

Os nossos resultados mostram inequivocamente ter havido um aumento na sintese corpdrea
de colesterol no grupo nefrético. Se olharmos a tabela 3 ou a figura 3 veremos que apesar do coles-
terol global da carcassa ndo estar aumentado em nefrdticos quando comparados a controles, a
correcdo das medidas pelo peso da carcassa evidencia um real aumento, ja que este peso esta signi-
ficantemente menor no grupo nefrético. Apesar disto, o colesterol corpéreo total esta aumentado
mesmo sem corre¢do pelo peso, ndo deixando margem a ddvidas quanto a sintese ocorrida no
animal experimental.

Convém salientar que, baseados em Miettinem (36), que mostra haver proporcionalidade
entre massa corporea de colesterol e sua excrecdo diaria nas fezes, em humanos, poderiamos as-
sociar a esta sintese exaverbada, um bloqueio de excrecdo, ja que o colesterol corporeo em nefro-
ticos & mais elevado que em controles.

Finalmente, visando esclarecer a relacdo existente entre este aumento de sintese de coleste-
rol e 0s outros parametros presentes no quadro nefrotico, nos reportamos a varios trabalhos efe-
tuados com o intuito de elucidar as alteragées do metabolismo protéico na nefrose experimental e
de pacientes humanos.

E sabido que ainfusdo de albumina ou de macromoléculas como a dextrana e a polivinil-
pirrolidona corrigem a hiperlipoproteinemia do nefrotico (19, 20) e que é a hipoosmolaridade do
plasma e ndo a hipoalbuminemia “'per se’’ que regula a sintese hepatica de albumina (37, 38, 39).
Sabemos também da existéncia, na sindrome nefrotica, de uma canalizacdo de aminoacidos da
periferia para sintese hepatica de proternas (40), e da ocorréncia de uma queda na glicélise e neo-
glicogénese intrahepaticas fornecendo assim o substrato necessario a sintese aumentada de pro-
tefnas e de Iipides pelo figado (41). Assim, podemos elaborar uma hipotese situando o incremento
de sintese de colesterol como sendo decorrente de uma maior disponibilidade de carreador protéi-
co. A sintese hepatica deflagrada pela queda de pressdo oncotica no plasma seria ndo s6 de albumi-
na mas de proternas plasmaticas em geral, incluindo as lipoproteinas. A maior disponibilidade de
carreador, por sua vez, seria o gatilho da sintese hepatica de colesterol em algum local do hepat6-
cito, local este possivelmente diverso do sitio de armazenamento, ja que também se presencia au-
mento no conteddo hepatico de colesterol, ou seja ndo ha o bloqueio desta sintese por retroali-
mentacdo negativa como seria de se esperar (25).

Por outro lado, convém salientar que a velocidade de saida das lipoproteinas do figado
bem como a velocidade de sintese do colesterol ndo sdo conhecidos nesta experiéncia, podendo ser
que o maior conteudo hepatico de colesterol seja apenas devido a velocidade de sintese maior.

A aquisicdo destes conhecimentos traz uma colaboracdo efetiva a compreensao da fisiopa-
tologia das hiperlipoproteinemias sendo de impaortancia na elucidacdo da interrelacdo entre meta-
bolismo de lipides e de proternas na regulacdo da lipemia. Este trabalho pode ser realizado gracas
a adaptacdo da cromatografia gas-liquido para esterdides fecais a analise tissular do colesterol.

RESUMO

Origem da hipercolesterolemia na nefrose experimental cronica.

Foi efetuado o balanco continuo de esterdides (15 a 20 dias) em 16 ratos nefroticos (N) e
8 controles (C). Em toda a experiéncia (duracdo de aproximadamente 2 meses), 0s animais inge-
riram quantidades rigorosamente iguais de uma dieta balanceada e isenta de esteroides e, foi me-
dida regularmente sua proteinuria para avaliacdo do grau de nefrose. Também foram medidos o
colesterol e albumina no plasma.

Apds o periodo experimental, os ratos foram exsanguinados. Figado, carcassa (excluidos o
intestino e o sistema nervoso central) e fezes foram analisadas por cronatografia gas-liquido de
esterdides apos hidrélise alcalina, extracao e cromatografia camada fina das amostras. As perdas
de material foram corrigidas pela edicdo de colesterol e acido célico radioativos as amostras no
inicio do processamento metodolégico.

Os resultados mostram que a excrecdo feudal em N permanecer igual a de C mas que houve
um real acréscimo no conteudo em colesterol de sangue, figado e carcassa indicando ter havido
uma sintese aumentada em N. ‘ . ‘

A possivel relacdo entre o metabolismo proteico e sintese hepatica de colesterol na sindrome
nefrética é discutida.
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