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RESUMO



Sindrome nefrética (SN) € caracterizada por um conjunto de manifestagdes
clinico-laboratoriais incluindo edema, proteinuria intensa, hipoproteinemia, hiperlipidemia
e lipidaria. As anormalidades metabdlicas que acompanham a SN sdo responsaveis por
muito da morbidade e mortalidade desta condigdo. Considerando-se as dificuldades em
estudos clinicos, varios modelos de SN experimental tém sido desenvolvidos, a maioria

utilizando a Puromicina e a Adriamicina.

A finalidade do presente estudo foi obter um modelo de SN de instalagdo
aguda, utilizando-se infusdo tnica endovenosa de Puromicina em ratos com

uninefrectomia.

Foram utilizados 64 ratos machos, Wistar, com 6 a 8 semanas de idade, peso

médio de 230,8 gramas, divididos em 4 grupos:
SS- Grupo onde se realizou cirurgia simulada e se infundiu salina
SP- Grupo onde se realizou cirurgia simulada e se infundiu puromicina
NS- Grupo onde se realizou nefrectomia a direita e se infundiu salina
NP- Grupo onde se realizou nefrectomia a direita e se infundiu puromicina

A Puromicina foi utilizada em dose tnica de 7,5 mg/ 100 g de peso do animal,

realizada uma semana apos a nefrectomia. Os animais foram seguidos por 12 semanas.

Os resultados foram apresentados tendo em conta os dados de todos os animais
ao longo do tempo e, em determinados momentos, comparando-se: animais com € sem

nefrectomia e animais com e sem puromicina. Pode-se observar que quanto ao:

1) PESO: a nefrectomia ¢ a infusdo de puromicina associadamente tiveram
efeito adverso potencializado sobre o ganho de peso dos animais. Fatores como o proprio
procedimento cirurgico, efeito antimetabdlico da puromicina e as repercussoes metabolicas

que ocorrem na sindrome nefrética devem ser responsaveis por este resultado.

2) DIURESE: animais SP e NP apresentaram diminui¢@o significativa no
volume de diurese coincidente com o periodo onde a proteindria foi significativamente

elevada. A nefrectomia ndo levou a reducgdo da diurese.

Resumo
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3) PROTEINURIA: animais SP e NP apresentaram elevagdo da proteintria a
partir da semana 4, com pico na semana 5 € queda a partir da semana 6. Néo houve
diferenca significativa entre os grupos NP e SP embora a mediana da proteiniria no grupo
NP seja maior que a do grupo SP.

4) PROTEINA SERICA TOTAL: durante a semana 5 houve queda
significativa da proteinemia nos grupos NP e SP, sem diferenga significativa em fungdo da

uninefrectomia.

5) ALBUMINEMIA: houve diminuicdo significativa da albuminemia nos
grupos NP e SP, sem diferenca significativa em fungdo da uninefrectomia.

6) COLESTEROL E TRIGLICERIDES: os grupos SP e¢ NP apresentaram
elevagdo significativa nos valores de colesterol e triglicérides na semana 5. Esta elevagdo
foi rapida, coincidente com o pico da hipoalbuminemia, e normalizou-se na semana

seguinte.

7) CLEARANCE DE CREATININA, FRAGAO DE EXCRECAO DE SODIO
E DE FOSFORO: nio houve diferenga significativa nestes pardmetros nos diferentes

subgrupos sugerindo que ndo houve repercussao hemodinidmica da hipoalbuminemia.

8) ANALISE HISTOLOGICA: a microscopia Optica mostrou alteragdes

tubulares degenerativas, sem alteragdes glomerulares.

Este modelo de sindrome nefrética mostrou-se 1til para estudos dos efeitos da

proteindria e hipoalbuminemia em situagoes sem alteragdes hemodinamicas.

Resumo
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1.1. DEFINICAO:

A Sindrome Nefrética (SN) € caracterizada por proteiniria (= 50 mg/Kg/dia ou
40 mg/hora/m?), hipoalbuminemia (< 2,5 g%) e edema (DAVISON et al, 1998;
TOPOROVSKI et al., 1991).

A proteinuria ocorre por aumento da permeabilidade do capilar glomerular as

proteinas plasmaticas que € a anormalidade primaria inicial

1.2. CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA:

Em criancas com sindrome nefrética o padrdo histopatolégico mais freqiiente €
o de Lesdes Minimas (LM). A microscopia optica os glomérulos sdo normais, as paredes
dos capilares glomerulares sdo finas e ndo hé proliferagdo celular. Na microscopia
eletronica ha fusdo dos pedicelos difusamente. A membrana basal glomerular (MBG)
apresenta estrutura e espessura normais (DANTAS & COSTA,1999; DAVISON et al.,
1998; HABIB et al., 1971).

Outra alteragdo histopatolégica encontrada em criangas com sindrome nefrética
¢ a Proliferacio Mesangial Difusa onde ndo ha alteragdes das paredes dos capilares
glomerulares nem depésitos extramembranosos, mas fusdo dos pedicelos dos podécitos e
aumento da matriz mesangial associado com hipercelularidade. A proliferagio mesangial
difusa pode ou ndio progredir, ou ser associada, na evolugdo, com glomeruloesclerose

segmentar e focal (DAVISON et al., 1998).

Glomeruloesclerose segmentar e focal (GEFS) € a lesdo histolégica encontrada
em 7 a 15% das criangas nefroticas. A microscopia éptica as lesdes acometem uma minoria
dos glomérulos, sendo que, nos segmentos escleréticos existe colapso das membranas
basais, aumento da matriz mesangial e depoésitos hialinos (hialinose), muitas vezes com
goticulas lipidicas. A microscopia eletrdnica encontra-se perda difusa dos pedicelos nas
areas ndo esclerticas e, nas 4reas esclerdticas encontram-se depdsitos de material amorfo

eletrodenso e granulos lipidicos. A imunofluorescéncia, IgM e C3 estdo presentes dentro
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dos depdsitos hialinos nas areas esclerticas. Além da esclerose focal, muitas vezes existe
espessamento das arterjolas aferentes, existindo ocasionalmente glomérulos completamente
esclerosados (esclerose global) (DAVISON et al., 1998; HOWIE, 1993; TOPOROVSKI
et al.,1991).

1.3. EPIDEMIOLOGIA:

E estimado que 2 a 6 casos novos de Sindrome Nefrética sejam diagnosticados
anualmente, por 100.000 criangas abaixo de 16 anos (DAVISON et al, 1998;
TOPOROVSKI et al., 1991).

Em geral, a SN por Lesdes Minimas tem inicio entre 0s dois e seis anos de
idade, com maior prevaléncia no sexo masculino. Entre irmaos, a incidéncia ¢ 1.000 vezes
maior do que na populagdo em geral, ndo estando bem claro se o fator desencadeante €
genético ou ambiental. Quanto & influéncia racial, apesar de ndo comprovado, varios
autores sugerem ser mais freqiiente em brancos e amarelos (DAVISON et al., 1998;
TOPOROVSKI et al., 1991).

Na infancia, 90% dos casos de SN sdo primarios, portanto sem causa definida,
enquanto que no adulto, geralmente, O Processo é secundario a patologias ndo
correlacionadas ao aparelho urinario (TOPOROVSKI et al., 1991).

1.4. ETIOPATOGENIA:

Aceita-se que a sindrome nefrética idiopatica tem base imunolégica.

Vaérios aspectos apontam neste sentido:

- associagdo a infecgbes respiratérias e imunizagdes profilaticas; resposta ao
tratamento com corticosteréides e imunossupressores; associagdo a disturbios atopicos
como eczemas e rinite; maior prevaléncia de HLA-B12, HLA-B8 ou HLA-DRw7 em
pacientes com lesdes minimas; associagdo a atopia (sugerindo uma predisposi¢@o genética);
maior freqiiéncia de lesdes minimas em pacientes com Doenga de Hodgkin, nos quais s@o

bem reconhecidos os defeitos na imunidade mediada pela célula T; relatos de elaboragdo de
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substancias com atividade semelhante a linfocinas pelos linfocitos de pacientes com lesdes
minimas (BRENNER & STEIN, 1982; DANTAS & COSTA, 1999; DAVISON et al.,
1998).

Os dados acima sugerem que na Sindrome Nefrotica Idiopatica possa haver
disfun¢do da célula T, resultando na elaboragdo de substincias circulantes tipo citocinas,
que poderiam neutralizar os sitios de eletronegatividade da membrana basal glomerular
(WASHIZAWA et al., 1993). Essa reduggo da carga negativa poderia levar a dois efeitos:

- aumento da filtragdo de polidnios, principalmente albumina, resultando em

proteinuria

- alteragdes no prolongamento das células epiteliais, levando ao

desaparecimento dos pedicelos.

1.5. FISIOPATOLOGIA:

Muitas das manifestacdes metabolicas da SN surgem como resultado do

aumento da permeabilidade glomerular as proteinas plasmaticas.

As principais alteragdes metabdlicas que ocorrem na SN sdo:

1.5.1. Hipoalbuminemia

Na génese da hipoalbuminemia distinguem-se a perda urinaria € o aumento do
catabolismo intratubular de albumina (DAVISON et al., 1998; ROSENMAN et al., 1956).

A hipoalbuminemia é responsavel por varias das manifestagdes clinicas e

laboratoriais da sindrome que incluem:

Introdugdo
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-Edema:

A formacdo do edema na SN tem sido motivo de grande mimero de estudos,
que com grande frequéncia mostram resultados ndo concordantes. Enquanto que a teoria
classica sugere que a hipoalbuminemia e a pressao oncdtica diminuida permitem que o
fluido intravascular safa para o compartimento intersticial, levando a hipovolemia e
estimulando o sistema renina angiotensina aldosterona, com aumento da reabsorgdo tubular
distal de sédio, teorias mais recentes sugerem que a retengao de sédio e, portanto, a
formagdo de edema dependa de fatores intra renais (DORHOUT et al., 1984; DORHOUT
et al, 1979; METCOFF & JANEWAY, 1961). Muitos estudos sugerem que ambos 0s
mecanismos estejam presentes em momentos diversos da fase de retencdo de sodio
(BELANGERO, 1989; BRENNER & STEIN, 1982; DORHOUT et al., 1984, DORHOUT
et al., 1979).

-Hiperlipidemia:

A hiperlipidemia é outra alteragdo metabolica frequentemente encontrada. Sua
etiologia é controversa sendo sugerido que ocorra devido a estimulo secundério aquele que
leva ao aumento da producdo hepatica de albumina ou por defeitos no catabolismo das
lipoproteinas (AGBEDANA et al, 1993; GOLDBERG et al, 1982; GUTMAN &
SHAFRIR, 1963; MARSH & SPARKS, 1979; MARSH & DRABKIN, 1960). A albumina
e as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) compartilham no hepatécito a mesma
via de sintese. Assim, a0 mesmo tempo que O organismo tenta repor as perdas protéicas
urinarias, elevam-se as VLDL, participando sem finalidade, do mecanismo homeostatico
protéico (FURUKAWA et al., 1990). Por outro lado h4 sugestdes que o aumento dos
lipideos plasmaticos decorreria de uma diminui¢do de sua remogdo e incremento da
mobilizacdo das gorduras dos depdsitos (BRENNER & STEIN, 1982; MORIN et al.,
1977).

A lipiddria estaria relacionada mais a proteintiria que a hiperlipidemia.
Resultaria provavelmente do aumento da permeabilidade da MBG as moléculas de baixo
peso molecular. As lipoproteinas de alta densidade (HDL) filtradas em maior quantidade
seriam reabsorvidas pelo tibulo proximal e apds sofrerem processo catabolico retornariam
3 Iuz tubular e na urina sob a forma de gordura livre, corpos gordurosas ovais ou em c€lulas
degeneradas repletas de gordura (SESTAK et al., 1989).
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A literatura sobre os efeitos patologicos da hiperlipidemia na infancia é
controversa. Estudos prospectivos longos ndo existem e os relatos de aumento da incidéncia
de doenga cardiaca sio mais frequentes em pacientes adultos ou como relatos de caso, em
criangas (CAMERON et al,1979). Estudos recentes tem avaliado o tratamento da
hiperlipidemia na SN (HIRANO & MOROHOSHI, 1992; HIRANO et al., 1991, HIRANO
et al., 1990).

-Hipovolemia e insuficiéncia renal aguda:

A possibilidade de ocorrer hipovolemia com repercussdes graves como a
insuficiéncia renal aguda nfio é rara em SN (BRENNER & STEIN, 1982).

A hipoalbuminemia leva 4 diminui¢&o generalizada da pressdo oncdtica efetiva
do sangue. Embora as concentragdes de certas proteinas plasmaéticas sejam aumentadas,
como o2 e B globulinas, estas proteinas tém grande peso molecular e, assim, ndo restauram
efetivamente a pressdo oncética plasmatica, que pode levar inclusive a diminui¢do da
perfusdo tecidual com sinais e sintomas relativos a este distirbio. Outra consequéncia da
diminui¢io do volume sanguineo efetivo € a hemoconcentragdo, que se expressa com
aumento do hematécrito e da viscosidade sangiiinea, que pode ser um fator favorecedor do
aparecimento de complicagdes trombéticas na SN. Assim hipoperfusdo renal prolongada ou
critica pode levar a necrose tubular aguda (NTA) e insuficiéncia renal aguda. Obstrucdo
tubular por proteinas pode ser um fator adicional (ESPARZA et al. 1981; IMBASCIATI et
al. 1981) (DAVISON et al., 1998). Em presenca de insuficiéncia renal aguda (IRA),
trombose de veia renal e nefrite intersticial secundaria a terapia diurética devem ser
consideradas no diagnéstico diferencial (BRENNER & STEIN, 1982; DAVISON et al,
1998).

-Conseqiiéncias farmacolégicas:

Considerando-se que a albumina € a proteina mais utilizada como
transportadora de drogas acidas (drogas basicas s3o ligadas a uma variedade de proteinas
plasmaticas tal como lipoproteinas, o 1 glicoproteinas acidas e B globulinas), com a
hipoalbuminemia, niveis elevados de droga livre podem ocorrer (RADDE, 1993;
MEISMAN et al., 1994). Isto podera aumentar o potencial de toxicidade da droga, além de
diminuir a eficacia daquelas que necessitam da ligagdo protéica para chegarem ao seu sitio

de acdo.
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1.5.2. Alteracdes nas imunoglobulinas

Sio descritos niveis diminuidos de imunoglobulinas (Ig) G séricas em
nefroticos. Os mecanismos responsaveis incluem a perda urindria de Ig G e modificagbes
primarias e secundarias da sintese e catabolismo. O nivel reduzido de Ig G sérica nestes
pacientes é importante, diminuindo a resisténcia do paciente e pode ser, em parte,
responsavel pela alta incidéncia de infecgdo nesta sindrome (BRENNER & STEIN, 1982;
FUJIMURA, 1990; MISHRA, 1997).

Outras imunoglobinas sio menos estudadas: ha descrigdo de diminuigdo de Ig

A, aumento de Ig M e Ig E (BRENNER & STEIN, 1982).
1.5.3. Deficiéncia de oligoelementos, vitaminas e carreadores protéicos
-Deficiéncia de oligoelementos:

Virios autores reportaram niveis diminuidos de cobre e ferro séricos em
nefréticos (BRENNER & STEIN, 1982; CARTWRIGHT, 1954). Isto foi associado com
aumento na excrecdo destes metais ligados & proteinas. Desde que o cobre no plasma €
ligado quase inteiramente a ceruloplasmina, a qual tem um peso molecular de 151.000, € o
ferro é similarmente ligado a transferrina, com peso molecular de 80.000, parece razoavel
propor que a perda urinaria destas duas proteinas carreadoras seja responsavel pelo baixo
nivel sangiiineo, destes metais (ALFREY & HAMMOND, 1990; DAVISON et al., 1998).

O metabolismo do zinco também tem sido estudado, encontrando-se nivel
plasmatico reduzido deste metal, embora a perda urinaria possa estar aumentada
(em estudos experimentais), ou normal (em seres humanos) (BRENNER & STEIN, 1982).
Desde que 2/3 do zinco no plasma ¢ normalmente ligado a albumina, este €
presumivelmente perdido na urina em SN, resultando hipozincemia. O achado de baixos
niveis de zinco em cabelos de nefrdticos, mesmo persistentes por muitos meses apos a
remissio, e com niveis plasmaticos normais deste metal, sugere que possa existir um
disttirbio mais profundo no seu metabolismo e que outros estudos sejam necessarios para
estabelecer a base para esta anormalidade e para determinar a necessidade de reposi¢do de
zinco (BRENNER & STEIN, 1982).
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-Alteracdo no metabolismo dos hormonios:

A sindrome nefrética pode determinar perdas urinarias de horménios e pro-
horménios ligados as proteinas transportadoras afetando seus mecanismos normais de
metabolismo, regulagdo e produ¢do (BRENNER & STEIN, 1982; DAVISON et al., 1998).

Perda uriniria de globulinas carreadoras de tiroxina (TBG), globulinas
ligadoras de corticosterdides (CBG) e globulinas ligadoras de vitamina D tém sido descritas
em SN, embora existam poucos dados sobre este assunto (AFRASIABIET et al., 1979;
GAVIN et al., 1978; RASCHER et al., 1986) .

Dados mais recentes tem salientado o papel do horménio de crescimento (GH)
e dos fatores de crescimento insulina-simile (IGFs) na SN. Resultados em estudos
experimentais em ratos com sindrome nefrética e em seres humanos t€ém sido semelhantes
demonstrando aumento da excregdo urinaria de IGF 1, IGF 2 e niveis séricos diminuidos
destas substincias (GARIN et al., 1989). Quanto aos fatores de crescimento insulina-simile
(IGFs) BPs foi observado aumento de IGF B P 2 e diminui¢ao de IGF BP 3. A repercussdo
destes achados nos disturbios de crescimento que ocorrem na sindrome nefrética da
infincia sdo bastante controversos visto que outros fatores significativos, como a

corticoterapia, repercutem também no distirbio de crescimento (DAVISON et al., 1998).
-Anormalidades do cilcio e do metabolismo da vitamina D:

Na SN o metabolismo do célcio é marcadamente anormal. Bioquimicamente,
hipocalcemia, hipocalcitria e nivel reduzido de vitamina D ocorrem. A absorgdo intestinal
de calcio é diminuida, a resposta calcémica ao horménio paratireéide (PTH) € bloqueada, e
ha algumas evidéncias de osteomaldcia e hiperparatireoidismo secundario (BRENNER &
STEIN, 1982).

Recentemente, mostrou-se que estas alteragdes sdo devidas a deficiéncia de
vitamina D. A vitamina D e seus metabolitos circulam no plasma ligados a globulinas de
peso molecular 65.000 (vitamina D globulina ligadora, DBG). Desde que uma proteina
deste peso molecular pode ser perdida em urina na SN, perda uriniria de complexo
DBG/VITD parece uma boa explicagio para o desenvolvimento da deficiéncia de vitamina
D (DAVISON et al, 1998). A corticoterapia prolongada tem efeito potencializador,

elevando a calcitiria e diminuindo a deposigé@o de célcio no osso.
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A deficiéncia de vitamina D leva a anormalidades que s3o de grande
importancia ainda mais se & acrescida de faléncia renal (KORKOR et al., 1983;
TESSITORE et al., 1984).

Quadro 1

Patogénese do defeito do metabolismo de cilcio e vitamina D na SN

Aumento da Permeabilidade
Glomerular
¥
Perda urinaria de
DBG/Vit. D complexo
¥ a
Nivel reduzido de 24,25 (OH) 2D  Nivel sérico reduzido Nivel reduzido de 1,25 (OH) 2D
¥ R de25OHD & b
Ma absorgio instestinal de calcio Resisténcia esquelética ao PTH
p | "4
Nivel sérico reduzido de
calcio ionizado
£ 3N
Defeito de mineralizagio do Aumento de produgdo de PTH
ostedideo
%
&
OSTEOMALACIA OSTEITE FIBROSE CISTICA
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1.5.4. Desnutrigdo

As perdas protéicas nas criangas com sindrome nefrética cortico-sensiveis sdo
moderadas ou intensas, porém transitérias, ndio comprometendo seu crescimento. Ji as
criangas com sindrome nefrética cortico-resistente, que apresentam perdas constantes e
maci¢as de proteinas, poderdo desenvolver desnutricdo protéica-caldrica, tanto por perdas
protéicas quanto por fatores associados a doenga de base como infecgdes de repetigdo,
perda de apetite, edema intratavel, diarréia e fatores emocionais (DAVISON et al., 1998).
A diminui¢do da absorgdo intestinal de nutrientes é ainda questionivel (DUARTE et al,
1987; JENSEN et al., 1966). Os efeitos adversos da ma nutri¢do protéica calérica podem
ser refletidos no mau desenvolvimento pOndero estatural, além da susceptibilidade
aumentada a infecgdo (DAVISON et al., 1998).

1.5.5. Lesiao tubular

Dados sobre acometimento tubular proximal tém sido descritos em alguns
pacientes com SN na auséncia de qualquer doenga conhecida que afete o tbulo renal
O mecanismo para estas alteragdes tém sido relacionado a les@o da célula tubular epitelial,
conseqiiente a reabsor¢do exagerada de proteinas filtradas. As manifestagdes mais comuns
sdo glicosuria e aminoaciduria generalizadas (BRENNER & STEIN, 1982).

Varios estudos tém sugerido que a disfung¢do tubular renal na SN tem valor
diagnostico e prognostico. Um estudo mostrou a presenga de glicosuria e acidose
hiperclorémica como indicativa de trombose de veia renal (BRENNER & STEIN, 1982).

A presenga de glicostria ou elevagdo da f 2- microglobulintria podem auxiliar
na diferenciagdo de criangas com glomeruloesclerose segmentar e focal daquelas com
lesdes minimas (PORTMAN et al., 1986).
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1.5.6. Susceptibilidade aumentada a infeccio

Antes do advento dos antibiéticos e corticosteroides, a infecgdio era a principal
causa de 6bito em SN. Os organismos implicados mais freqlientemente €ram germes
encapsulados como o S. pneumoniae, Klebsiela sp, H. influenza e E. coli. Quanto a
localizagdo, infecgdes de pulméo, tecido celular subcutdneo, peritbneo eram
particularmente comuns (TONELLI, 1994; TOPOROVSKI et al, 1991). Atualmente a
incidéncia de infecgdo fatal é muito reduzida, devido a ambos, uso de antibi6ticos efetivos €
resposta a terapéutica com corticoide. Os antibiéticos representaram 0 maior avango no
tratamento da sindrome nefrética reduzindo a mortalidade em mais de 50% (DAVISON et
al., 1998).

Os fatores associados ao risco aumentado de infecgdo sdo relacionados a
deficiéncia da imunidade humoral e celular, & perda do fator B através da urina (crucial na
via alternativa do sistema de complemento), com prejuizo da opsonizagao de organismos
encapsulados (FUIIMURA, 1980; MISHRA et al, 1997), além do uso frequente de
imunossupressores, da desnutrigdgo, de fatores clinicos como edema e ascite

(BELANGERO et al., 2000).

1.5.7. Fenomenos tromboembdlicos

Uma associagdo entre SN e trombose de veia renal, assim como de outros
fendmenos tromboembblicos, tém sido conhecida por muitos anos. Os estudos indicam uma
incidéncia de trombose de veia renal que varia entre 5 a 54% em adultos (BRENNER &
STEIN, 1982; CADE et al., 1977) . A maioria destes pacientes sdo assintomaticos € o
diagnéstico é freqiientemente perdido. A presenga de estado de hipercoagulabilidade no
paciente nefrético tem sido descrito por varios investigadores, entretanto, nenhuma
correlagdo clinica entre tal estado e o desenvolvimento de complicagdes tromboembdlicas
tém sido feita (ROSTOKER et al., 1995). A presenca de hipercoagulabilidade pode estar
associada a baixos niveis de fatores zimogénmicos; ao grande aumento de co-fatores
(fator V e VIII); aos niveis elevados de fibrinogénio plasmatico; a diminuigéo no nivel de
antitrombina III, pela trombocitose; por aumento da agregacdo plaquetaria € aumento nos
niveis de B tromboglobulinas (BRENNER & STEIN, 1992). Fatores associados a
trombofilia parecem estar envolvidos também (FABRI et al., 1998).
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Considerando-se as dificuldades em estudos clinicos, véarios modelos de SN
experimental tém sido desenvolvidos, com a finalidade de maior esclarecimento da
fisiopatologia da doenca e possivel aplicagdo no controle clinico dos pacientes. Dentre os
meios utilizados para se desenvolver SN em animais de laboratorio, a Puromicina ¢ a

Adriamicina sio as drogas mais comumente utilizadas.

A Puromicina foi a primeira droga utilizada em modelos experimentais de

sindrome nefrotica.

Puromicina é o nome genérico da acromicina descrita em 1952 (HOYER et al.,
1975; HOYER et al, 1976; MYNDERSE et al, 1983) , obtida de uma espécie de
actomiceto denominado streptomyces alboniges, capaz de agir ndo somente contra certas
bactérias, mas também contra algumas espécies de protozoarios (Trypanosomas). E um
aminonucleosideo (6-Dimethylomino-9 3’ deoxyriboxi purina), aparentemente inibidor da
sintese protéica por ligar-se ao grupo amino do aminoacido peptidil t - RNA, produzindo,
desse modo, a liberagdo precoce da cadeia polipeptidica antes dela se completar.
A semelhanga de sua estrutura com a porgdo terminal do RNA seria a explicac@o para tal

efeito.

Inicialmente esta drogra foi introduzida como agente antineoplasico e,
posteriormente, descobriu-se que ela induzia sindrome nefrética em ratos e, desde entdo,
passou a ser usada em modelos experimentais de SN (BOHRER et al., 1977; ANDREWS,
1977; AVASTHI & ALBUQURQUE, 1979; CAUFIELD & FARQUHAR, 1978).

Viérios mecanismos parecem estar envolvidos na génese da SN desencadeada
pela puromicina. E observado aumento da permeabilidade da membrana basal, cujo
mecanismo exato nio é conhecido mas acredita-se que seja por redugdo da sua sintese
(MYNDERSE et al., 1983). Histologicamente, ocorre a perda de pedicelos por provével
alteragdo do metabolismo do poddcito (ANDREWS, 1977). A maioria dos autores
concorda que a proteiniria é secundéria as alteragdes dos podécitos; outros, entretanto,
propdem que as alteragdes das células epiteliais e dos podécitos ¢ a formagdo de grandes
vactiolos promovem uma via para que moléculas protéicas alcangem o espago urindrio
(ABE et al., 1988; MIMURA et al., 1996; RYAN & KARNOVSKY, 1975).
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ICHIKAWA et al.,1983, fazendo perfusdo de rim isolado com puromicina,
demonstraram que a albuminiria nesta doenca ¢ uma conseqiiéncia de mecanismos
intra-renais e ndo secundaria a fatores sistémicos circulantes. Dependendo da dose e
esquema preconizado, o tecido renal de ratos tratados com puromicina e sacrificados
seriadamente durante o desenvolvimento da SN, nio mostram anormalidades quando
examinados a microscopia oOptica. A microscopia eletronica, as alteragdes iniciais
compreendem: perda dos pedicelos; presenga de granulos por absorgdo de proteina;
separagdo ou destacamento das células epitelais da MBG; atenuagdo citoplasmatica pela
formagio de vacuolos e aumento da matriz e das células mesangiais (HIRANO &
MOROHOSHI, 1992; SEEFELDT et al., 1981; OLSON et al., 1981).

A presenca de microvilos, granulos de reabsorgdo e a obliteracdo dos podoécitos
tém sido atribuidos ao aumento da concentragdo de proteinas no ultrafiltrado.
O destacamento da célula epitelial da MBG pode ser secundéria 3 perda de um ou mais
componentes dos polidnions glomerulares (GLASSER et al., 1977; VELOSA et al., 1977;
VENKATACHALAM et al.,, 1970).

Assim, os modelos que utilizam a puromicina produzem quadro de SN que se
assemelham, dependendo da dose utilizada, a SN por lesges minimas ou a esclerose focal.
Desta forma, constituem modelos potencialmente iteis para serem utilizados no

esclarecimento de diversos problemas que freqiientemente sdo vistos na pratica médica.

Em 1979 um novo modelo experimental de doenga renal foi reportado
utilizando-se Adriamicina (Adriablastine, Laboratoire Roger Bellon, Nevilly sur Seine,
France). Esta droga foi inicialmente utilizada como agente quimioterapico para cancer com
eficicia comprovada em leucemias agudas, linfomas e alguns tumores solidos.
Ela apresentava como Unico incoveniente a cardiotoxicidade até que em 1979 foi aventada
a suspeita de sua nefrotoxicidade (POGGI et al, 1979). Em 1982, BERTANI et al.,
descreveram a sequéncia de eventos patolégicos da sindrome nefrética induzida por
adriamicina sendo as alteragdes morfolégicas e a proteiniria consequéncia de um evento
primario comum que era a perda de cargas negativas da MBG. Em 1983, WEENING &
RENNKE concluiram que a proteinuria induzida pela adriamicina era devida a um efeito da

droga na funcdo de seletividade da MBG. Estes autores demonstraram o carater cronico da
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proteintria induzida por esta droga, diferentemente do modelo com puromicina que, para
inducdo de nefrose cronica, necessitava de injegdes subsequentes da droga (GROND et al.,
1984).

Considerando que os dados sobre a Puromicina sdo melhor estabelecidos na
literatura e que a finalidade do estudo era obter um modelo agudo e com toxicidade

especifica renal, optou-se pelo uso da Puromicina.
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2. OBJETIVOS
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Descrever os efeitos da infusfo tinica de puromicina sobre o ganho ponderal e

avaliacdes laboratoriais em ratos com nefrectomia unilateral.
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3.1. MATERIAL

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos, com 6 a 8 semanas de idade, pesando
de 181 a 277 gramas, média de 230,8 gramas, provenientes do Biotério Central da
UNICAMP.

Os animais eram trazidos ao Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da
UNICAMP, onde eram mantidos em gaiola comum com rag¢do e agua a livre demanda por

1 semana, para adaptagédo ambiental.
Delineamento Global e Defini¢do de Grupos:

Foram utilizados 64 animais divididos em 4 grupos assim definidos:

Grupo SS Grupo controle Cirurgia simulada + infusdo de salina

Grupo SP Grupo Controle com puromicina Cirurgia  simulada +  infusdo
puromicina

Grupo NS Grupo Nefrectomia Unilateral Nefrectomia Unilateral + infusdo salina

Grupo NP Grupo Nefrectomia Unilateral com purominicina Nefrectomia Unilateral + infusdo de

puromicina

Tendo em vista a necessidade de grande volume sangiiineo para realizar os
exames laboratoriais propostos, o estudo foi realizado em 2 etapas. Em cada uma os
animais eram acompanhados por 12 semanas. Os 32 animais de cada etapa foram
comparados na semana inicial ndo sendo encontradas diferencas estatisticamente

significativas.

Na primeira etapa, metade dos animais (32, sendo 8 de cada subgrupo acima

definidos) foram estudados em relagdo ao:
- Peso
- Diurese de 24 horas
- Clearance de creatinina
- Excregdo urindria de sodio (Na) em 24 horas

- Dosagem de sodio sérico
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Na segunda etapa a outra metade dos animais, com a mesma distribui¢do entre

0s grupos e mesmas etapas anteriores, foi estudada segundo os segfimtes parametros:

- Peso

- Diurese 24 horas

- Clearance de Creatinina

- Dosagem de fosforo sérico

- Excregdo urinaria de fésforo em 24 horas

- Dosagem de proteinas totais séricas

- Dosagem de proteinuria de 24 horas

- Dosagem de albumina sérica

- Dosagem sérica de colesterol e de triglicerides
Descri¢ao de protocolo:

No dia zero (D0), da semana 1, os ratos eram colocados em gaiola metabolica,
recebendo apenas dgua, para coleta de urina de 24 horas. No dia seguinte (D1), era anotado
o volume de urina coletado, e guardada uma aliquota. Os ratos eram pesados e 0 sangue

coletado (Pesol, sangue e urina 1).

No D7 (semana 2) os animais tinham a ingestéo solida suspensa as 8:00 horas e,
2 horas ap6s, realizava-se nefrectomia 4 direita nos grupos NS e NP e cirurgia simulada nos
grupos SS e SP. Nos dias D14 € D15 (semana 3) eram realizados os mesmos procedimentos
dos dias DO e D1 respectivamente (Peso 2, sangue e urina 2) e, no dia seguinte (D 15) era
feita a infusdo endovenosa de puromicina (7,5 mg/100 mg peso do animal) nos grupos SP e
NP e o mesmo volume de solugdo fisiolégica nos grupos SS e NS. Repetia-se o0s
procedimentos dos dias D0-D1 respectivamente nos seguintes dias: D21-22 (semana 4),
D28-29 (semana 5), D35-36 (semana 6), D49-50 (semana 8), D63-64 (semana 10) ,D77-78

(semana 12). (respectivamente peso, sangue e urina 3,4,5,6,7,8).
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Diagrama do estudo:

DIA 0-1|7 14 |15 21-22 |28-29 |35-36 |49-50 |63-64 |77-78
SEMANA |1 |2 3 |3 4 5 6 8 10 12
PESO 1 2 3 - 5 6 7 8
SANGUE 2 3 4 5 6 7 8
E URINA
PROCED NEFRECTOMIA/ PUROMICINA/
I-MENTO CIRURGIA SOLUCAO

SIMULADA SALINA

3.2. METODOS
3.2.1. Peso corpéreo

Os animais eram pesados, nos tempos pré-determinados, em balanca Filizola,
model L, com capacidade de 2.000 gramas, sensibilidade 0,1 g, apés a balanga ser
equilibrada por trinta minutos.

3.2.2. Coleta de urina de 24 horas

Os ratos eram colocados em gaiola metabolica individual, recebendo apenas
4dgua e a urina era coletada colocando-se uma proveta de vidro graduada embaixo do funil
da gaiola metabdlica. Apés 24 horas, 0 volume coletado era anotado, a urina agitada para
homogeinizagdo e uma aliquota de 2 ml era guardada em flaconete e congelada em freezer
a—20°C.
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3.2.3. Coleta de sangue

Os ratos eram colocados individualmente em uma caixa aquecedora que
continha dois compartimentos (um para o animal e outro para uma fonte de luz). Apos 10
minutos de aquecimento Os ratos eram imobilizados em um compartimento plastico
perfurado que expunha apenas a cauda, a qual era cortada e o sangue ordenhado levemente
até que se conseguisse em torno de 1,5 ml de sangue total. Apos a centrifugagdo o soro era
guardado em flaconete o qual era congelado. A cauda era limpa com alcool iodado e fazia-
se a homeostasia com fio de algoddo 3.0. A ultima coleta era realizada por pung@o cardiaca

ap6s o sacrificio do animal.

3.2.4. Preparo da solugio de puromicina

A puromicina (aminonucleoside puromicina - Sigma Chemical Company, St
Louis - Missouri), na forma de pd, era conservada em geladeira a temperatura de + 4°C. No
dia da infusdo era calculada a dose total que seria usada (7,5 mg/100 g de peso para cada
rato). A dose referente ao niimero total de animais para cada experimento era pesada em
balanga semianalitica Meltler H 54AR e diluida em solugdo salina na proporgéo de 1 ml de

solugdo para cada 40 mg de puromicina.

3.2.5. Infusdo endovenosa

A puromicina previamente preparada era infundida lentamente em veia da
cauda através de butterfly no. 27 nos grupos SP e NP. A solugdo salina era infundida da
mesma forma, em volume proporcional ao utilizado para a puromicina, nos grupos SS e
NS ( 0,1875 ml/ 100 g peso animal).
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3.2.6. Nefrectomia e cirurgia simulada

Ap6s jejum de refei¢do solida de 2 horas os animais eram anestesiados com éter
etilico inalatério em campanula. O animal era colocado em decubito lateral esquerdo e,
apos tricotomia da regido lombar direita, realizava-se anti-sepsia com alcool iodado. Era
feita incisdo de 1,5 a 2,0 cm de extensfo, em sentido transversal, logo abaixo do ultimo
rebordo costal, a partir do final da musculatura paravertebral, compreendendo pele e
subcutineo e, a seguir, parede muscular, chegando-se a loja renal. O rim era exposto,
desencapsulado e identificado o hilo, o qual era amarrado com fio de algoddo 2.0. O rim era
retirado, a fascia muscular era aproximada e a pele e tecido celular subcutdneo suturados
em planos separados por sutura nio continua. Na cirurgia simulada os passos foram
idénticos até a exposi¢do da loja renal. Neste ponto, o rim era somente identificado e se

iniciava o fechamento da parede da mesma forma.

3.2.7. Sacrificio do animal

Ap6s 12 semanas de seguimento os animais eram sacrificados, ficando em
campdanula com éter etilico até apresentar parada respiratéria. Era entéo feita incisdo toraco-
abdominal mediana, com visualizagdo cardiaca e coleta de sangue. Os rins eram também

retirados para analise histologica.

3.2.8. Conservacao e preparo dos rins

Os rins obtidos na nefrectomia inicial ¢ final eram conservados por 24 horas em
formol e, a seguir, em 4lcool a 70° até que as ldminas fossem preparadas com coloragio

para hematoxilina eosina.
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3.2.9. Métodos Laboratoriais

Os seguintes exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Investigagdes Pediatricas do Hospital das Clinicas da UNICAMP, de acordo com as

seguintes técnicas:
1. Dosagem de creatinina

1.1. Sérica: Medida pelo método do picrato alcalino, com desproteinizagéo,
segundo reagdo de Jaffé, com leitura em espectofotdmetro Carl Zeiss,
modelo PML. Os resultados foram definidos em mg%, tendo controle com

humantrol (média 0,82).

1.2. Urinria: mesmo método, porém com diluigdo prévia 1:10 com agua

destilada.

1.3. Clearance de creatinina: calculado a partir das varidveis acima descritas
seguindo a formula Clearance creatinina= creatinina urindria/creatinina
sérica x volume (ml)/1440 minutos. O resultado foi apresentado em

ml/min/100g de rato.
2. Dosagem de sodio

2.1. Sérico: Avaliado através de fotdmetro de chama em modelo FC 280 -
Celm. (sendo padrdo sodio = 144).

2.2. Urinario: Mesmo método, com urina diluida com 4gua deionizada 1:5.

2.3. Fragio de excregdo de sodio: calculada seguindo a formula: (sodio urinario/

s6dio sérico)/ (creatinina urinaria/ creatinina sérica).
3. Dosagem de fosforo

3.1. Sérico: Avaliado pelo método colorimétrico com “kit Sea-pak Ames”, com
leitura em espectofotometro Carls Zeiss, modelo PML em 555 mm.
Os resultados foram definidos em mg%, tendo controle com humantrol

(média 8,68).
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3.2. Urinério: mesmo método anterior, com dilui¢do da amostra 1:10 com agua

deionizada.

3.3. Fragdo de excrecdo de fosforo: calculada seguindo a féormula: (fésforo

urinario/ fosforo sérico)/ (creatinina urinaria/ creatinina sérica).
4. Dosagem de proteinas sérica totais

Avaliado por método colorimétrico, utilizado “Kit Merck”, com leitura em
espectofotometro Carl Zeiss, modelo PML em 545 mm. Os resultados foram definidos em

g/dl, tendo controle com humantrol (média 7).
5. Dosagem de albumina sérica

Avaliada por método colorimétrico, utilizando “Kit Labtest”, com leitura em
espectofotometro Carl Zeiss, modelo PML em 630 mm. Os resultados foram definidos em

g/dl, tendo controle com humantrol (média 3.,4).
6. Dosagem de colesterol

Avaliado por método colorimétrico com “Kit Boechinger” e leitura em
espectrofotometro Carl Zeiss, modelo PML em 500 mm. Os resultados foram definidos em

mg%, tendo controle com humantrol (média 150).
7. Dosagem de triglicérides

Avaliado por método colorimétrico com “Kit Merck” e leitura em
espectrofotometro Carl Zeiss, modelo PML em 550 mm. Os resultados foram definidos em

mg%, tendo controle com humantrol (média 176).

O seguinte exame laboratorial foi realizado no Laboratorio de Patologia Clinica
do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

8. Dosagem de proteiniiria 24 horas

Teste de turvagdo por acido sulfossalicilico 3% e leitura em espectofotémetro a
550 mm.
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3.2.10. Avaliacio histologica

A avaliagdo histologica foi realizada no Laboratério de Anatomia Patologica da
UNICAMP.

Foram realizadas laminas dos rins direitos de 16 ratos nefrectomizados na
primeira semana do estudo e; ap6s o sacrifico do animal, foram realizadas ldminas dos rins
esquerdos dos animais nefectomizados previamente € lAminas de um dos rins dos animais
ndo nefrectomizados. As laminas foram coradas pela hematoxilina eosina e analisadas ao

microscOpio optico comum.

3.2.11. Analise Estatistica

Foi utilizado Teste de Kruskal-Wallis para comparagdo de 4 subgrupos ¢ a
Prova U de Mann Whitney para comparagio de 2 subgrupos. O valor de significdncia foi
0,05.
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4. RESULTADOS
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Os resultados serdo apresentados tendo em conta os dados de todos os animais
ao longo do tempo (12 semanas de seguimento) e, em determinados momentos,

comparando-se:
a) animais com e sem nefrectomia

b) animais com e sem puromicina

4.1. EVOLUCAO DO PESO

Todos animais ganharam peso no transcorrer do experimento, sendo que nas
trés primeiras semanas (peso 1 e 2) ndo houve diferenca do ganho de peso entre os grupos,
0 que passou a ocorrer a partir da quarta semana de experimento (1 semana apos infusdo de

puromicina ou salina) (peso 3), até o fim do experimento (Figura 1).

Figura 1: EVOLUGAO DO PESO EM GRAMAS DOS GRUPOS ESTUDADOS
GRAMAS
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200 L _ _ _ - _ _ ] NP
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Figura 1: Evolu¢do dos valores da mediana do peso, em gramas, dos ratos pertencentes aos
grupos simulado-salina (SS); simulado-puromicina (SP); nefrectomia-salina

(NS); nefrectomia-puromicina (NP) durante as 12 semanas de observagio.
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Na tabela 1 sdo apresentados os resultados da Prova U de Mann Whitney, em

relacio a evolugdo do peso nos 4 grupos de animais, comparados 2 a 2.

Tabela 1: Mediana dos pesos (em gramas) de ratos submetidos a cirurgia simulada e salina
(SS), cirurgia simulada e puromicina (SP), nefrectomia e salina (NS),
nefrectomia e puromicina (NP) nas semanas que apresentaram diferenca

estatisticamente significativa pelo teste U de Mann Whitney.

Semana Grupo de comparagdo Mediana ih:
Semanas 1,2.3 Sem diferenca

Semana 4 SS x SP 285,32 x 255,45 0,017
SS x NP 285,32 x 249,50 0,0007

Semana 5 SS x NS 299,57 x 279,70 0,0418
SSxSP 299,57 x 267,90 0,0019
NS x NP 279,70 x 241,35 0,0018
SP x NP 267,90 x 241,35 0,0023
SS x NP 299,57 x 241,35 0,0000

Semana 6 SSx SP 325,20 x 280,05 0,031
NS x NP 290,20 x 263,25 0,038
SP x NP 280,05 x 265,25 0,050
SS x NP 325,20 x 265,25 0,0005

Semana 8 SS x NS 352,05 x 321,15 0,026
SSx 8P 352,05 x 320,70 0,024
SS x NP 352,05 x 300,00 0,005

Semana 10 SS x NS 385,30 x 351,90 0,041
SS x NP 385,30 x 327,60 0,0037

Semana 12 SS x NS 371,40 x 3499 0.005
SS x SP 371,40 x 354,50 0,019
NS x NP 349,90 x 331,00 0,045
SP x NP 354,50 x 331,00 0,045
SS x NP 371,40 x 331,00 0,0008
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Destes dados pode-se observar que o procedimento de nefrectomia nio
repercutiu, agudamente, no ganho de peso, visto que na terceira semana (peso 2) ndo houve
diferenga neste pardmetro entre os 4 grupos de animais. Porém, apds esta semana os ratos
nefrectomizados tiveram ganho de peso significantemente menor que os ndo

nefrectomizados (p < 0,05).

O efeito negativo da nefrectomia sobre o ganho do peso foi de magnitude
semelhante ao da infusdo de puromicina, visto que as curvas de evolucdo de peso dos

animais dos grupos NS e SP sfo muito semelhantes.

A nefrectomia e a infusdo de puromicina associadamente tiveram efeitos
adversos potencializados sobre o ganho de peso dos animais (evolugdo da curva do grupo
NP).

Embora o edema pudesse ter ocorrido nos animais com puromicina, isto ndo

ocorreu clinicamente e nem pode ser sugerido pelas curvas de evolug¢do do peso.

4.2. EVOLUCAO DA DIURESE

Na semana 1 a diurese dos animais variou de 2,8 a 38 ml/dia (mediana
18,8ml/dia). Houve diminuig@o estatisticamente significativa no volume de diurese de
alguns grupos em rela¢do a outros na primeira semana ap6s infusdo de puromicina ou salina
(diurese 3 e 4), nas semanas 4 e 5 do experimento. Estes dados sdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2: Mediana dos valores da diurese (ml) de ratos submetidos a cirurgia simulada e
salina (SS), cirurgia simulada e puromicina (SP), nefrectomia e salina (NS),
nefrectomia e puromicina (NP) nas semanas que apresentaram diferenca

estatisticamente significativa pelo teste U de Mann Whitney.

Semana Grupo de comparagéo Mediana P
Semanas Sem diferenga significativa
123

Semana 4 SSx NS 13,1x222 0,0194
NS x NP 22,2x 11,2 0,0003
NS x SP 22,2x 10,3 0,0007

Semana 5 NS x NP 20,5x 14,3 0,0122
SSx SP 20,1x11,9 0,0014
NS x SP 20,5x 11,9 0,0011
SS x NP 20,1x 14,3 0,02

Pode-se observar destes resultados que os animais que receberam puromicina
tiveram diminui¢do significativa no volume de diurese coincidente com o periodo onde a
proteintria também foi significativamente elevada (semana 4). A nefrectomia nio levou a

redugdo da diurese visto que ndo houve diferenca significativa entre os grupos SP x NP

(Figura 2)
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Figura 2: EVOLUGAO DA DIURESE EM ML DOS GRUPOS ESTUDADOS '.‘
!
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Figura 2: Evolucdo dos valores da mediana do volume urindrio de 24 horas, em ml, dos
ratos pertencentes aos grupos simulado e salina (SS), simulado € puromicina
(SP), nefrectomia e salina (NS), nefrectomia e puromicina (NP) durante as 12

semanas de observacao.

4.3. EVOLUCAO DA PROTEINURIA

Na semana 1 os animais apresentaram proteindria, que variou de 1,7 a 22,4

mg/dia, com mediana de 12,14 mg/dia.

No decorrer do experimento houve elevacdo significativa da proteinuria nas
semanas 4, 5 e 6 nos grupos que receberam puromicina (respectivamente proteinurias 3.4 e
5) (Figura 3). Os grupos que receberam puromicina tiveram elevacio significativa da
proteintria a partir da semana 4, com pico maximo na semana 5 (mediana 217,88 mg/dia;
variagdo de 43,68 mg/dia a 384,38 mg/dia, comparado com o grupo sem puromicina que
apresentou mediana 10,58 mg/dia; variagdo de 6,03 mg/dia a 20,67 mg/dia), con: queda a
partir da semana 6, embora ainda com valores significativamente elevados em relacdo aos

grupos que ndo receberam puromicina (Tabela 3).
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Tabela 3: Mediana dos valores de proteintria em mg/24 horas, de ratos submetidos a
cirurgia simulada e salina (SS), cirurgia simulada e puromicina (SP), nefrectomia
e salina (NS), nefrectomia e puromicina (NP) nas semanas que apresentaram

diferenca estatisticamente significativa pelo teste U de Mann Whitney.

Semana Grupo de comparagio Mediana P
Semanas 1,2,3 Sem diferenca significativa

Semana 4 NS x NP 13,49 x 56,6 0,001
S5 x SP 10,96 x 19,86 0,011
SS x NP 10,96 x 56,6 0,0008

Semana 5 NS x NP 9.65 x 250,25 0,008
8Sx §P 11,93 x 160,42 0,008
SS x NP 11,93 x 250,25 0,0008
NS x SP 9,65 x 160,42 0,0008

Semana 6 NS x NP 10,93 X 60,64 0,001
SS x SP 0,46 X 23,12 0,003
SS x NP 9,46 X 60,64 0,0008

Em nenhum momento houve diferencga significativa entre os grupos NP e SP,
embora a mediana dos valores do grupo NP sejam maiores que a do grupo SP (no pico,

mediana de 247mg/dia no grupo NP e 132,08mg/dia no grupo SP).
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Figura 3: EVOLUCAO DA PROTEINURIA EM MG/DIA DOS GRUPOS ESTUDADOS |
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Figura 3: Evolugdo dos valores da mediana da proteiniria, mg/dia, dos ratos pertencentes
aos grupos simulado e salina (SS), simulado e puromicina (SP), nefrectomia e
salina (NS), nefrectomia e puromicina (NP), durante as 12 semanas de

observagdo.

4.4. EVOLUCAO DA PROTEINA SERICA TOTAL

A proteinemia inicial dos ratos estudados variou de 4,76 a 6,72 g/dl (mediana

de 6,21 g/dl).

Durante a semana 5 (sangue 4) de estudo, houve queda significativa da
proteinemia nos grupos com puromicina (mediana de 5,74 mg/dl e varia¢do de 3,66 mg/dl
a 6,62 mg/dl) em relagdo aos grupos sem puromicina (mediana 6,16mg/dl e variacio de
4,72mg/dl a 7,02 mg/dl). Foi observado também diferen¢a significativa entre os grupos SS

e NS na mesma semana.
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Figura 4: EVOLUCAO DA PROTEINA SERICA EM MG% DOS GRUPOS ESTUDADOS
MG%
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Figura 4: Evolugdo dos valores da mediana da proteinemia, mg/dl, dos ratos pertencentes
aos grupos simulado-salina (SS), simulado-puromicina (SP), nefrectomia-salina

(NS), nefrectomia-puromicina (NP), durante as 12 semanas de observagao.

N#o houve diferenca significativa entre os animais nefrectomizados que
receberam ou ndo puromicina, mostrando que ndo houve efeito deletério adicional da
nefrectomia sobre a diminui¢do da proteinemia (NS x NP). O encontro de diferenga

significativa, na semana 5 entre os grupos SS e NS foi inesperada.
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Na tabela 4 sdo apresentados os grupos de animais que apresentaram valores de

proteinemia significativamente diferente ao longo do experimento. “

Tabela 4: Mediana dos valores de proteinemia (mg/dl), de ratos submetidos a cirurgia
simulada e salina (SS), cirurgia simulada e puromicina (SP), nefrectomia e salina (NS),
nefrectomia e puromicina (NP), nas semanas que apresentaram diferenca estatisticamente

significativa pelo teste U de Mann Whitney.

Semana Grupos de comparagio Mediana P
Semana 5 SSx NS 6,54 x 5,69 0,0208
SS x SP 6,54 x 5,74 0,0046
SS x NP 6,54 x 5,73 0,0274

4.5. EVOLUCAO DA ALBUMINEMIA

Os valores da albumina sérica da semana 1 dos animais variou de 2,1 g/dl a 3,7
g/dl (mediana de 3,23 g/dl), sendo que ndo houve diferenga significativa entre os grupos
(tabela 5). No entanto, houve diminui¢@o significativa na albuminemia entre os animais
que receberam puromicina, de forma semelhante ao ocorrido com os valores da
proteinemia, na semana 5, com a exce¢do de que a hipoalbuminemia foi mais precoce
(inicio na semana 4) (Tabela 6). Nas semanas 4 e 5 as medianas da albuminemia nos
grupos sem puromicina foram de 3,08 g/dl e 3,17 g/dl, respectivamente, e nos grupos com

puromicina as medianas foram de 2,465 g/dl e 2,21 g/dl respectivamente.
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Tabela 5: Mediana e variagio da albumina sérica (g/dl) na semana 1, nos 4 grupos

estudados.
Grupo SS (cirurgia Grupo NS Grupo SP (cirurgia Grupo NP (nefrectomia
simulada e salina)  (nefrectomia e salina) ~simulada e puromicina) e puromicina)
Mediana 32 3,32 32 3.3
Variagdo 3,02-3,54 2,85-3,68 2,32-3,44 2,89-3,63

Nzo houve diferenca entre os grupos SP e NP nestas semanas, indicando que a

nefrectomia nfio potencializou a queda da albuminemia.

Sobrepondo-se o grafico da evolugdo da proteimiria com o da albuminemia
pode-se observar a concomitancia entre a elevagio dos valores da primeira € a diminui¢do

dos valores da segunda.(Fig 5)

Tabela 6: Mediana dos valores de albuminemia (mg%), de ratos submetidos a cirurgia
simulada e salina (SS), cirurgia simulada e puromicina (SP), nefrectomia e salina
(NS), nefrectomia e puromicina (NP), nas semanas que apresentaram diferenca

estatisticamente significativa pelo teste U de Mann Witney.

Semana Grupos de comparagao Mediana P
Semana 4 SS x NP 3,08x2,47 0,0045
NS x NP 3,01 x2,47 0,0086
Semana 5 SS x NP 3,18x2,47 0,0008
SSx SP 3,18x2,37 0,0008
NS x SP 3,01 x2,37 0,0008
NS x NP 3,01 x2,47 0,0008
Semana 8 SSx SP 3,32x2,77 0,018
Seman 12 SS x NP 3,02 x 2,47 0,033
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EVOLUCAO DA PROTEINURIA EM MG/DIA DOS GRUPOS ESTUDADOS
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Figura 3: Evolugdo dos valores da mediana da albuminemia, mg%., dos ratos pertencentes
aos grupos simulado e salina (SS), simulado e puromicina (SP), nefrectomia e
salina (NS), nefrectomia e puromicina (NP) durante as 12 semanas de observagdo

e a comparagdo com a evolugdo da proteinuria.
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4.6. EVOLUCAO DO COLESTEROL E TRIGLICERIDES
4.6.1, Colesterol

Os valores de colesterol da semana 1 dos animais estudados apresentou

mediana de 42,39 mg% com variagdo de 22 mg% a 76,37 mg%.

Os animais que receberam puromicina apresentaram elevacdo estatisticamente
significante na semana 5 do estudo (P=0,0002), sendo que, nesta semana, OS valores
variaram de 35,4 mg% a 78,22 mg% no grupo sem puromicina e de 57,56 mg% a 286,34
mg% no grupo com puromicina (Figura 6). As medianas dos valores dos grupos que

apresentaram diferengas estatisticamente significativas sdo apresentados na tabela 7.

4.6.2. Triglicérides

Os valores de triglicérides da semana 1 dos animais estudados apresentou

mediana de 74,58 mg% com variacdo de 13,78 mg% a 192,9 mg%o.

Os animais que receberam puromicina apresentaram elevagdo estatisticamente
significativa na semana 5 do estudo (p=0,014), sendo que, nesta semana, os valores
variaram de 4,3 mg% a 196,8 mg% no grupo sem puromicina e de 52,1 mg% a 562,1 mg%

no grupo com puromicina (Figura 6).

As medianas dos valores da colesterolemia e trigliceridemia que apresentaram

diferencas estatisticamente significativas sdo apresentados na tabela 7.
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Tabela 7: Mediana dos valores de colesterolemia (mg%) e trigliceridemia (mg%), de ratos
submetidos a cirurgia simulada e salina (SS), cirurgia simulada e puromicina
(SP), nefrectomia e salina (NS), nefrectomia e puromicina (NP), nas semanas que

apresentaram diferenca estatisticamente significativa pelo teste U de Mann

Whitney.

Semana Grupos de comparagio Mediana P
Colesterol NS x NP 59.04 x 170,1 0,0046
Semana 5 S8 x SP 48,81 x 117,81 0,0016

SS x NP 49,81 x 170,1 0,008

NS x SP 59,04 x 117,81 0,0063

Triglicérides SS x NP 120,0 x 291,87 0,0372
Semana 5 NS x NP 76,89 x 291,87 0,0117
NS x SP 76,89 x 239,34 0,0274

S8S x SP 120,0 x 239,34 0,0491

Em ambas, avaliagdes do colesterol e triglicérides, a elevagdo foi rapida,
coincidente com a elevagdo da proteiniria ¢ com a queda da albuminemia (semana 5)

apresentando normalizagdo ja na semana seguinte (semana 6).
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| Figura 6: EVOLUCAO DA COLESTEROLEMIA EM MG% DOS GRUPOS ESTUDADOS
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Figura 6: Evolugdo dos valores da mediana de colesterolemia e trigliceridemia, mg%, dos

ratos pertencentes aos grupos simulado e salina (SS), simulado e puromicina

(SP), nefrectomia e salina (NS), nefrectomia e puomicina (NP), durante as 12

semanas de observagéo.
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4.7. EVOLUCAO DO CLEARANCE DE CREATININA

O clearance de creatinina variou de 85,89 ml/min/100g a 706,4 ml/min/100g

durante todo o estudo com mediana de 271,69 ml/min/100g. Ndo houve diferenca

significativa nos valores de clearance de creatinina dos 4 grupos durante todo o estudo.

500

Figura 7: EVOLUGCAO DO CLEARANCE DE CREATININA DOS GRUPQOS ESTUDADOS
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Figura 7: Grafico da evolugdo dos valores da mediana de clearance de creatinina,

ml/min/100g, dos ratos pertencentes aos grupos simulado e salina (SS),
simulado e puromicina (SP), nefrectomia e salina (NS), nefrectomia e

puromicina (NP), durante as 12 semanas de observagdo.
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4.8. EVOLUCAO DA FRACAO DE EXCRECAO DE SODIO E FOSFORO

Nzo houve diferenca significativa na fragdo de excre¢do de sodio e de fosforo

no transcorrer do estudo em nenhum dos grupos estudados.

| Figura 8: EVOLUCAO DA FRACAO DE EXCRECAQ DE FOSFORO NOS GRUPOS ESTUDADOS
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Figura 8: Grafico da evolugdo dos valores da mediana da fracdo de excre¢do de sodio e
fosforo, dos ratos pertencentes aos grupos simulado e salina (SS), simulado ¢
puromicina (SP), nefrectomia ¢ salina (NS), nefrectomia e puromicina (NP),

durante as 12 semanas de observacéo.
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4.9.AVALIACAO HISTOLOGICA

As laminas do rim direito de 16 ratos dos 32 submetidos a nefrectomia
(grupos NS e NP) na primeira semana do estudo evidenciou alteragdes degenerativas

tubulares leves.

As laminas do rim esquerdo dos mesmos animais referidos acima, ao final do
estudo (sacrificio) mostraram alteragdes tubulares degenerativas sendo que, nos ratos que
receberam puromicina (grupo NP) ocorreu, também, dilatagio tubular com actmulo de

substdncia amorfa eosinofilica.

As laminas do rim esquerdo de 16 ratos dos grupos nio nefrectomizados
(grupo SS e SP), ao final do estudo (sacrificio) mostraram alteragdes tubulares

degenerativas leves.

Em nenhum caso foi notado proliferagdo de células glomerulares.
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5. DISCUSSAO






5.1. ESCOLHA DO MODELO

O modelo de SN induzido por puromicina tem sido extensivamente empregado,
em doses variadas, utilizando via endovenosa, intraperitoneal ou subcutinea, desde sua

primeira descrigdo em 1955, para fins de anlise de diferentes aspectos da SN.

Didaticamente poderia-se analisar os estudos, considerando-se dois grandes
grupos: o0 modelo de indugdo aguda e o modelo de indugdo cronica de SN. Os modelos de
indu¢do aguda sdo aqueles onde apenas 1 ou 2 doses de puromicina sdo aplicadas. Os
modelos cronicos de indugdo correspondem aqueles onde se aplicam doses seriadas de
puromicina, com intervalos variados e por tempo prolongado (DIAMOND &
KARNOVSKY, 1987; HIRANO & MOROHOSHI, 1992; GROND et al., 1985; SAITO &
ATKINS, 1990; WU et al., 1996).

Poucos estudos analisaram a evolugdo clinico-laboratorial da sindrome
nefrética induzida por puromicina (AGBEDANA et al.,1993; ALFREY & HAMMOND,
1990; AVASHI & ALBUQUERQUE, 1979; HOYER et al., 1975) e mesmo assim, o0 maior
tempo de observagéo foi de 11 dias.

Na Tabela 8, em apéndice, € apresentada a literatura encontrada, com as doses,
vias de administragdo, evolugdo da proteinuria e da albuminemia com os respectivos

objetivos de estudo , em diferentes modelos experimentais de SN.

No presente estudo utilizou-se um modelo de indugdo aguda de SN. com dose
tinica de puromicina, que correspondia a4 metade da dose mais frequentemente referida na
literatura (15 mg/100 g peso do animal), ou seja, 7,5 mg/100 g peso do animal
Para contrapor a esta dose reduzida, e objetivando que a proteintria fosse significativa,

realizou-se previamente nefrectomia unilateral.

5.2. DESENVOLVIMENTO PONDERAL

Pode-se observar que os animais nefrectomizados tiveram menor ganho de peso
quando comparados com os ndo nefrectomizados a partir da terceira semana do
procedimento (quarta semana de estudo), sem que houvesse recuperagao deste parametro

até o final do periodo observado. Este fato ndo deve ter relagdo com o procedimento
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cirirgico, visto que a diferenca somente se iniciou na segunda semana apos o
procedimento. E possivel que este fato reflita a propria adaptagéo do animal a nefrectomia

ou expresse fatores tardios relacionados a nefrectomia, como aderéncias retroperitoneais.

Os animais que utilizaram puromicina tiveram menor ganho de peso quando
comparado com os controles, fato observado a partir da quarta semana do experimento
(primeira semana ap6s puromicina). Na semana 4 este resultado ndo pode ser imputado as
alteracdes glomerulares que provocam a proteiniria visto que os animais ainda ndo a
apresentavam. [Entdo, o proprio efeito antimetabdlico da puromicina poderia ser aventado
para justificar este encontro, supondo que o bloqueio de sintese protéica perdurasse por
certo tempo apés a infusdo endovenosa (GLASSER et al., 1977). Apesar da expectativa de
que estes animais pudessem ganhar peso, pela formagdo de edema, secundério a SN, isto
ndo ocorreu. Na quinta semana o ganho de peso do grupo puromicina foi ainda menor e, a
partir de entdo, evoluiu paralelamente ao grupo controle até o final do estudo, ndo havendo
recuperagio de peso e nem aumento na diferenca do mesmo. Este perfil de
desenvolvimento de peso poderia ser justificado pelas repercussdes metabdlicas que
ocorrem na sindrome nefrética e, que quando presentes ao longo do tempo, poderiam afetar
0 crescimento. Assim, distirbios gastrintestinais como anorexia e vOmito sdo
frequentemente citados no paciente nefrético descompensado (BRENNER & STEIN, 1992;
DAVISON et al., 1998; DUARTE et al, 1987). Disturbio do metabolismo dos
carboidratos com grau acelerado de neoglicogénese, aumento da sintese e catabolismo
protéico no figado, sdo fatores importantes (FEEHALLY et al., 1988; LOSCHIAVO et al,
1983). O catabolismo da albumina é grandemente aumentado nos pacientes nefréticos,
sendo que mais de 50% do conteudo intravascular de albumina € renovado em 24 horas,
devido as perdas urindrias e ao aumentado catabolismo tubular da albumina filtrada.
Enfim, estes fatores atuando sinergicamente tem sido salientados como responsaveis pelo
mau desenvolvimento pdndero-estatural em SN (BRENNER & STEIN, 1992; DAVISON
et al., 1998).

Na andlise da curva de desenvolvimento ponderal pode-se observar que 0s
animais dos grupos SP e NS tiveram menor ganho ponderal que n3o se recuperou ao longo
do tempo. Pode-se sugerir que as condi¢des do ambiente experimental nio favorecam uma
recuperagdo nutricional adequada. De qualquer forma nos animais do grupo NP estas
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anormalidades foram significativamente mais importantes que a dos outros subgrupos, o
que somente pode ser explicada em face das repercussdes metabdlicas decorrentes do
desenvolvimento da SN. Em estudos clinicos, as repercussdes da SN em si sobre o
crescimento sdo dificilmente avaliadas devido aos efeitos associados da corticoterapia,
dificultando a avaliagdo da magnitude das proprias alteragbes metabdlicas da SN no
crescimento (DAVISON et al., 1998).

Desta forma, este modelo podera ser util para a avaliagdo dos efeitos exclusivos
das alteragdes metabolicas da SN sobre o crescimento, sem que haja interferéncia da

propria terapéutica.

5.3. DESENVOLVIMENTO DA SINDROME NEFROTICA

Este modelo de desenvolvimento da sindrome nefrdtica seguiu o referido pela
literatura, com proteindria iniciando-se na primeira semana apés infusdo de puromicina,
pico na segunda semana e queda a partir da terceira semana, com normaliza¢do na quarta
semana apds o uso de puromicina. Coincidente com a proteiniria ocorreram

hipoproteinemia , hipoalbuminemia e hipercolesterolemia.

Conforme apresentado na tabela 8, os valores da proteiniria referidos pela
literatura sdo variaveis, mesmo quando a dose e via de administragdo da puromicina foram
as mesmas. Assim, nos estudos de AVASHI & ALBUQUERQUE, 1979; OLSON et al.,
1981 e RYAN & KARNOVSKY, 1975, que utilizaram a dose endovenosa de 15 mg/100 g
peso do animal, foram obtidos valores de proteinuria que variaram de 18 a 175 mg/dia.
Neste estudo, utilizando metade da dose de puromicina (7,5 mg/100 g peso do animal) e
realizando nefrectomia unilateral em metade dos animais, foi observado que a proteinuria
dos animais nio nefrectomizados teve valores da mediana dentro do intervalo referido na
literatura para a dose de 15 mg/100 g peso (mediana de 247 mg/dia) (AVASHI &
ALBUQUERQUE, 1979; OLSON et al., 1981), embora menor que a obtida em animais
uninefrectomizados.

Na literatura o unico estudo que utilizou a mesma dose endovenosa de 7,5
mg/100 g foi o de UEDA et al, 1996, porém sem realizar nefrectomia. Os autores

encontraram niveis de proteinuria superiores aos encontrados no presente estudo. Néao foi
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encontrado na literatura modelo agudo com nefrectomia associado. Apenas 3 estudos,
utilizando modelo cronico, com infusdes seriadas de puromicina realizaram nefrectomia
unilateral (GLASSER et al., 1977; VELOSA et al, 1977 ¢ FOGO et al, 1988) ¢
encontraram valores maiores de proteintria no grupo nefrectomizado quando comparados
com o grupo nio nefrectomizado, como ocorreu no presente estudo. Porém, aqueles
estudos utilizaram doses cumulativas muito maiores que as utilizadas no presente estudo e,
como a puromicina promove proteinuria por efeito direto no rim e no por alteragdes no
meio sistémico (HOYER et al., 1975), deveriam realmente apresentar alteragdes mais

significativas.

Embora os valores de proteintiria e hipoalbuminemia encontrados caracterizem
um quadro laboratorial compativel com sindrome nefrética, os animais ndo apresentaram
edema e ndo foi observada repercussio hemodinidmica da hipoalbuminemia, visto que nao
houve diminui¢do na fragdo de excregido de sédio em nenhum momento analisado, o que de
acordo com DORHOUT MEES et al, 1979 significa que a hipoalbuminemia nio foi
suficientemente grande para levar a hipovolemia e secundariamente estimular o sistema

renina-angiotensina-aldosterona e levar 4 diminuigdo da fragdo de excregéo de s6dio.

Concomitante & proteiniiria, nos grupos que receberam puromicina, encontrou-
se hipoproteinemia na semana 5 (mediana 5,74 mg/dl) e hipoalbuminemia nas semanas 4e
5 de estudo (2,46 g/dl e 2,21 g/dl, respectivamente), corroborando com o esperado em
sindrome nefrética. Na literatura analisada os estudos com modelo agudo de indugdo e via
endovenosa de administragio de puromicina e que avaliaram a albuminemia encontraram
os seguintes valores: 0,72+/-0,14 g/dl ap6s receberem dose 6 mg/ 100g (HOYER et al.,
1975); 2,5+/- 0,53 g/dl apés receberem dose de 3 mg/ 100g (AGBEDANA et al.,, 1993) e
1,114/- 0,25 g/dl apés receberem dose de 5 mg/ 100g (ALFREY & HAMMOND, 1990).
Da mesma forma, a proteinemia encontrada na literatura foi de 6,2+/-0,9 g/dl com dose de
3 mg/100g (AGBEDANA et al., 1993); 4,09 g/dl com dose de 15 mg/100g (AVASHI &
ALBUQUERQUE, 1979) e 3,28 a 4,88 g/dl com dose de 15mg/100g (AVASHI &
ALBUQUERQUE,1979). E dificil compararmos estes dados com os encontrados neste
estudo pelo curto tempo de seguimento dos ratos nos estudos referidos (1 a 2 semanas).
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Neste modelo foram encontradas alteragdes lipidicas, com elevagdo nos niveis
de colesterol e triglicérides, de inicio rapido, coincidente com o pico de proteinuria e de
curta dura¢do, visto que se normalizaram na semana seguinte, inclusive precedendo a
normalizagdo da hipoalbuminemia. Nas muitas teorias utilizadas para explicar a
hiperlipidemia na sindrome nefrética, a hipoalbuminemia tem papel chave na patogénese
ou atuando sobre a pressdo oncética que cria um estimulo para aumentar a produgéo
hepéatica de lipoproteinas (AGBEDANA et al., 1993; BRENNER & STEIN, 1982;
DIAMANT & SHAFRIR,1974; GOLDBERG et al., 1982), ou por seu papel no defeito do
catabolismo das lipoproteinas como a reduzida atividade da LPL (lipoproteina lipase) e da
LCAT (lecitina aciltransferase) (BRENNER & STEIN, 1982). Embora este modelo pudesse
ser interessante para o melhor esclarecimento da relagdo hipoalbuminemia/hiperlipidemia,
deve-se lembrar que a puromicina é capaz de influenciar diretamente a atividade das
enzimas hepaticas por pelo menos 10 a 14 dias apds sua aplicagdo, devendo-se ter cautela
na interpretacdo das alteragdes lipidicas neste modelo (BRENNER & STEIN, 1982).
Porém, neste estudo a hiperlipidemia ocorreu ap6s 14 dias sendo provavelmente secundéria
a hipoalbuminemia e ndo aos efeitos da puromicina na atividade das enzimas hepaticas

como descrito.

De acordo com os dados aqui apresentados, este modelo de sindrome nefrotica
induzida por puromicina pode ser 1util em situagdes onde se deseje estudar efeitos da
proteinuria € hipoalbuminemia, sem que haja alteragées hemodinamicas; os efeitos sobre o
crescimento pondero/estatural (diferenciando os efeitos deletérios proprios da proteintria e
hipoalbuminemia daqueles que sdo observados na clinica, quando o paciente € submetido a
diferentes propostas terapéuticas); e estudar os efeitos do acimulo de colesterol nos
diferentes 6rgédos e suas consequéncias clinicas, através de modelo cronico, utilizando-se

doses seriadas de puromicina.
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Neste modelo de SN induzida por puromicina apds a realizagio de

uninefrectomia pode-se observar no grupo de animais que utilizaram a droga que:

houve queda significativa da proteinemia, da albuminemia e da diurese

a proteintria de 24 horas e os niveis séricos de colesterol e triglicérides

foram significativamente maiores que os dos animais controles

- 0 ganho ponderal foi significativamente menor que os dos animais controles,

e ainda significativamente menor que os dos animais com nefrectomia

- nao houve alteracdes significativas quanto ao clearance de creatinina, o
clearance de fosfato e a fragdo de excrecdo de sodio entre todos os subgrupos

estudados.

Estes dados sugerem que o modelo pode ser empregado em situagdes onde se
deseje estudar anormalidades secundérias aos efeitos da hipoalbuminemia, mas onde nio

haja interesse das repercussdes hemodindmicas da hipoalbuminemia.
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Nephrotic syndrome is characterized by edema, increased proteinuria,
hypoproteinemia, hyperlipidemia and lipidic factors.

Metabolic changes following Nephrotic Syndrome (NS) cause a great ratio of
deaths in this condition. Several models of experimental NS have been developed to clear
many aspects that are difficult to understand inclinical studies. Among the ways to develop

NS in laboratory animals, Puromycin and Adriamycin are the most used drugs.

This present study shows a NS model using an unique perfusion of Puromycin

intravenously in rats with unilateral nephrectomy.

64 male Wistar rats, 6 to 8 weeks old, with median weight of 220 grams were
studied. They were divided into 4 groups:

SS — group of rats with sham surgery and saline.

SP — group of rats with sham surgery plus puromycin.

NS — group of rats with nephrectomy in the right kidney and saline.
NP- group of rats with nephrectomy in the right kidney and puromycin.

Puromycin was used as an unique dose of 7,5 mg/100gr/ body weight, carried

out one week after nephrectomy.

Results were presented after evaluating the ratios in all animals all the time, or
comparing animals with and without puromycin.

The results showed that:

1- Weight: Nephrectomy and Puromycin associated caused a positive effect on

the weight gain. Factors, such as the surgery itself, antimetabolic effect of
the puromycin and the metabolic changes of the NS must be involved.

2- Diuresis: SP and NP presented a significant decrease in diuresis coincident to
the period where the proteinuria was markedly increased. The nephrectomy

did not decrease diuresis.

Summary

9]



3- Proteinuria: SP and NP groups presented increased proteinuria from the 4th
week on, reaching the highest level on the 5th week and decrease on the
6th one. There was no significant difference between the NP and SP
groups, although the average of the proteinuria in the group NP was higher
than in SP.

4- Proteinaemia: during the 5th week there was a significant decrese of
proteinuria in the groups NP and SP, without any significant difference to

the uninephrectomy.

5. Albuminemia: There was a significant decrease in albuminemia in NP and
SP groups regarding controls. There isn’t significative differences between

NP and SP.

6- Cholesterol and triglycerides: SP and NP groups presented significant
increase of the cholesterol and triglycerides on the 5th week. That was a
transient, coincidently to the lowest level of hypoalbumenia, and they

returned to normal in the next week.

7- Creatinine clearance, sodium excretion fraction and phosphorus excretion
fraction : There weren’t significant difference in these parameters in the
different subgroups. We can conclude that there was no hemodynamic

reflections of hypoalbuminemia.

8- Histological analysis: Light microscopy showed tubular degenerative

alterations, with no glomerular changes.

This NS model can be useful for the studies of proteinuria and

hypoalbuminemic effects in situations where not be wanted hemodynamic alterations.
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Tabela 8: Diferentes modelos experimentais utilizando-se puromicina, referidos na
literatura. Dose, via de administragéo, resultados e objetivos.

MODELOS AGUDOS

Referéncias Abe et al (1988) Agbedana et al (1993) Alfrey & Hammond (1990) |Andrews (1977)

Dose puromicina 1,5 por 6 dias 5 e 33 18

Via administragio P EV EV e P EV

Intervalo observagio 15 dias 10-14 dias 6 dias

Proteiniria 24 horas 427.6+/61.4 558+/-204 400-600

Albuminuria 24 horas

Proteinemia 6.2+/09

Albuminemia 2,5+/-0,53 1,11+/40,25

Objetivo Avaliagdo das altera-  |Estudo das anormalida- Manipulagdo do ferrore-  |Comparagio das alte-
¢oes nos glomérulos des do metabolismo de nal em sindrome nefréti-  |ragdes a microscopia
de ratos analbumine-  |lipides em sindrome ne-  |ca em 3 modelos: puromi- |eletrénica da nefrose
micos com nefrose frotica experimental. cina, adriamicina e soro por puromicina e pro-
por puromicina. nefrotoxico. teinuria por hiperalbu-

minemia.

Legenda: SC:subcutineo
PRE:perfusio renal esquerda
IP:intraperitoneal
EV:endovenoso

Unidades: Dose:mg/100g peso do animal

Proteiniiria de 24 horas e albuminuria de 24 horas: mg/dia
Proteinemia e albuminemia: g/dl
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Continuagao

Avasthi & Albuquerque (1979)

Avasthi & Albuquerque (1979)

Bohrer et al. (1977)

Caulfield & Farquhar (1978)

15 15|1,67 por 6 a 7 dias 1,67 por 5 a 7 dias
EV EV sC SC
4 dias 3-4 dias
50 (20 a 105,6) 18a 105

4,09(32824.88
Estudo da permeabilidade da Anilise da permeabilidade glo- Analise dos mecanis- Desenvolvimento da ne-
barreira peritoneo-sangue em merular em nefrose induzida Mos pelo qual a puro- Frose por puromicina em
ratos que receberam puromi- pOT puromicina, em ratos. Micina induz defeito Ratos e analise da perda
cina. Estudo do papel das células na passagem trans- de sitios aniénicos da mem-
endoteliais. Glomerular de agua e Brana basal glomerular.
Macromoléculas.

Continuagdo
Diamant & Shafrir (1974) Diamond & Kamovsky (1987) Eddy & Warren (1996) Furukawa et al. (1990)
2 por 7 dias 5 15 10
SC EV P

18 semanas

119,7+/-17,7 200

202+/-16/ 100 mg

3,141

Estudo da lipogénese na

Analise da exacerbagio da

Estudo da expressio e

Avaliagiio do defeito

Sindrome nefrética induzida nefrose induzida por puromi- funcdo da proteina 1 Catabélico de triglicén-
por puromicina. cina através da suplementa- quimoatratante de mo- des em nefrose expe-
¢io dietética de colesterol. noécitos em sindrome Rimental por puromici-
nefrotica experimental.
Apéndice
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Continuagdo

Grond & Elema (1981) |Gutman & Shafrir (1963) Hirano et al. (1991) Hirano et al. (1990) Hoyer et al. (1976)
61,5 por9a 11 dias 10 10 6
EV SC P P EV e PRE
7 dias 10 dias 10 dias
53+/-12,1 300-500 343+/-6
296+/-43 e 104+/-8
Estudo da fungio me- Estudo do metabolismo Avaliagdo do efeito do Avaliagio do tratamen- Analisar "uptake” me-
sangial e ultraestru- do tecido adiposo em probucol na lipoproteina to da hiperlipidemia com sangial de carbono
fura em ratos com ne- sindrome nefrética indu- plasmatica em ratos ne- probucol em ratos nefro- coloidal em nefrose
frose aguda por puro- zida por puromicina. fréticos induzido por pu- ticos induzido por puro- unilateral com puromi-
micina. romicina. micina. cina e nefrite com so-
ro nefrotéxico.
Continuagdo
Hover et al. (1975) Marsh & Sparks (1979) Mimura etal. (1996) |Mynderse et al. (1983) Olson et al. {1981)
6 10 10{DI1=15D8=5 D15=25 15
EV e PRE P P EV EV
11 dias 7 dias 9 dias
175
279+/-95 e 107+/-35 534+/-142
0,72+/-0,14 € 1,18+/-0,22 1,88+/-0,21
Desenvolver sindrome Estudo da secregio Mudangas no perfil Avaliagio da perda Analise das latergdes
Nefrotica através de per- hepética de lipoprotei- Glicerofosfolipideos de Heparan Sulfate da barreira de carga e
fusdo renal com puromi- nas em ratos com em sindrome experi- Proteoglycan da mem- seletividade de tama-
cina e analisar fatores nefrose experimental mental induzida por brana basal de ratos nho do filtro glomeru-
clinicos, morfolégicos e com puromicina. puromicina. nefréticos. lar em nefrose induzi-
fungio mesangial, da por puromicina em
Ratos
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Continuacao

Ryan & Karnovsky (1975) Smoyer et al. (1996) Srivastava et al. (1995) Suzuki etal. (1997)
15 15 9
EV P EV IP
5 dias 10 dias 7-12 dias 14 dias
72(45299) 506+/-96 132,06+/-30,1 48
8,6+/-0,62
Estudo ultraestrutural dos Descrigdo da alterada Aumentado malondialdei- |Descricio do efeito
Mecanismos de proteini- exoressio da Protei- do glomerular e urinario do Sairei-to, uma er-
ria em nefrose por puro- na 27 Heat Shock glo-  |em proteiniiria induzida va medicinal chinesa,

em ratos nefroticos

micina. merular em sindrome por puromicina em ratos,
nefrética por puromi- indicativo de peroxida- Induzido por puromi-
cina. ¢éo lipideos. Cina.
Continuagdo

Tencer et al. (1998)

Ueda et al. (1996)

Venkatachalam et al. (1970)

West et al. (1966)

15 7.5]1,67 por 10 dias 1,5 por 13 a 14 dias
P EV sC sC
7 dias
279+/-37
4,937 (3.226.72)
Seletividade de tama- Analise do papel do Estudo ultraestrutural da per- Analise do efeito da
nho da barreira glo- ferro catalitico em um meabilidade glomerular em |ciclofosfamida na ne-

merular a proteinas

modelo animal de sin-

nefrose por puromicina,

frose lipoidica em hu-

de alto peso glomeru-

drome nefrética le-

usando catalase como um

manos € na nefrose

lar em ratos nefréti-

sbes minimas por pu-

marcador de proteina.

induzida por puromici-

€OS por puromicina.

romicina.

na em ratos.
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MODELOS CRONICOS

Referéncias Fogo et al. (1988)

Glasser et al. (1977)

Dose puromicina 10 + 4 nas semans 4,5,6

13; 22 dias apés nefrectomia mais 4,3 nos dias 27,34 e 41

Via administragio P P
Intervale observagio 8 semanas 50 dias
Proteinuria de 24 horas 348|Nefrectomia= 350 Nio nefrectomia= 250

Albuminiria de 24 horas

Proteinemia

Albuminemia

Objetivo Anilise micropungdo da Modelo experimental de esclerose focal induzida por
fun¢io glomerular em 2 Puromicina- estudo da excregio proteica.
modelos de esclerose
glomerular, por puromici-
na e por adriamicina.
Continuagao

Grond et al. (1985)

Hirano & Morohoshi (1992)

2,semanal (3 doses); 2 em semanas alternadas (12 doses)

100; 25 em semanas alternadas (5 doses)

SC 1P

4 semanas 12 semanas

190+/-80 428+-95
1,93+/-027

Estudo da possivel relagio entre disfun¢io mesangeal e

Observagdo se o tratamento a longo prazo

Desenvolvimento de esclerose focal em modelo de sin-

Da hiperlipidemia com probucol em sindrome

drome nefrética por puromicina.

Nefrética por puromicina suprimi desenvol-

Vimento de glomeruloesclerose focal e

Segmentar.
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Continuagdo

Saito & Atkins (1990)

Wu et al. (1996)

1 por 4 dias; 10 dias ap6s 0,5 por 4 dias

2 por 3 semanas; 2 semanas alternadas (12 doses)

SC

SC

12 semanas

96,7 +/-34.3

Analise da contribuigdo dos leucocitos

A relagio das moléculas de adesdo e infiltra-

para a progressio da glomeruloesclero-

¢do de leucocitos em nefrite tibulo intersticial

se focal experimental ap6s administra-

induzida por puromicina em ratos.

¢io de puromicina e sulfato de protami-
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Legenda para as Tabelas de 9 4 20:

Sub-Grupo1(SS): Ratos submetidos a cirugia simulada e salina
Sub-Grupo2(NS): Ratos submetidos a nefrectomia e salina
Sub-Grupo3(SP): Ratos submetidos a cirurgia simulada e puromicina
Sub-Grupo4(NP): Ratos submetidos a nefrectomia ¢ puromicina

Tabela 9: Valores dos pesos, gramas, dos 64 ratos estudados.

Rato|Sub-Grupo |Peso 1 |Peso 2 |Peso 3 |Peso 4|Peso 5|Peso 6 [Peso 7 |Peso 8
1 1 233 293 284,4| 321,5| 332,5| 389,8] 4464 413
2 2 192 251.3 242| 256,3| 278.,6] 323,7] 377,6 356
3 3 214 272,1] 2656 273| 280,3] 3329 380 346
4 4 221 281,6| 283,6| 273,5| 295,5| 338,2] 3982 385
5 1 205 2729 255,6] 281f 299,2| 3294 383.,8 364
6 2 195 244 9| 233,2| 259,6| 275,3| 307.4f 357.2 324
7 3 220 273] 290,8] 278| 279.,4| 348,7] 410,1 385
8 4 225 2439 245,6| 231,8]| 246,5| 299,1 350,2 329
9 4 206 256,2| 258,1| 247,7) 288,7] 322,6] 391.,5 381
10 3 217| 2592 243,2] 269| 297,4] 336,2] 387,8 361
11 2| 241,5 240,7 251 222| 238 281] 3089 330
12 1] 2407 2529 276/ 280,7 279 332[ 360,2 370
13 4| 250,8 239 251 239 240 291] 319.5 333
14 3| 229,7 240,8 236] 241,4| 241 284 302,5 307
15 2| 2302 2475 260 266/ 288 321] 3425 355
16 1| 213,8 252.6 265| 276,5| 277 322| 338.5 347
17 4/ 226,5 233.6 251| 242,2] 252 300 328.7 350
18 3 217 2312 242| 244,7| 258 308 339,7 354
19 2| 230,5 220,7 240] 262,2| 262 297 320,1 337
20 1] 2172 233.1 251 260 273 307 323 353
21 1| 2522 2785 246| 279.8| 294.2| 325,7| 3503 347
22 2 231 264.,6 239 266,6| 281,8] 319.4] 336,2 340
23 3 260 287.6 249| 280,1] 298.3] 326,7| 331,6| 347,7
24 4 246| 271,1] 251,3] 270,5| 288,3| 318,2] 326,5 324
25 1| 223,7] 2479 250,4| 262,3| 269,8| 298,1] 321,5 361
26 2| 2264 257,7] 252,8| 277,2| 292,4] 329,1] 351,8 334
27 3] 239,1 269,5| 275,8] 266,8| 272.4] 314,7] 3354 353
28 4 222 236,6| 226,4| 209,7) 243,7| 294,2| 3143 326
29 1| 2614 306/ 317.4| 334,5] 355,3] 396,8] 4213 413
30 2| 2534 273| 270,6 282,2] 300,4| 334,6| 351,5 354
31 3| 2249 250 261,9| 271,3| 278,5 308,6] 351,1 355
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32 4] 238,6 252.8] 238,7| 223,2| 257,5| 312,5| 325.6 345
33 2 232 269.6| 285.9| 310.7| 330,2| 366,7] 401,5| 403.1
34 1 230,9 269.4| 288.,1| 309.2| 331,1| 366.6] 404,7 420
35 2| 192,9 203,2| 222,3| 243,1| 252,2 277] 316,5 329,3
36 3| 221,3 258.5| 263,3| 285,9| 300,8| 332,5| 367,6] 3771
37 4] 180,9] 214,5] 217.8 222,6| 247,4] 288.4| 321,7] 333,1
38 1] 236,3 294 8| 320,6| 346,3| 359,3| 382,3] 427,7| 437.1
39 4/ 251,3 248,7 248| 246,2| 269,2| 316,4| 311,9] 3117
40 1| 200,5 279| 287.3| 309,6| 319,1| 338,5] 364,5| 3615
41 2| 2474 276,2| 294,4| 303,5 282,3| 321,3] 365.4| 3796
42 3 184 237,7] 241,1] 259,5| 318,2| 308,5 365,9 376
43 4] 240,2 268,4| 279,4| 328,3| 341,7) 379,2 403| 413,8
44 3 237,7 261,6 302| 261,4| 286,9| 327,2| 370,3 385
45 1| 2479] 2842 303,1] 296,8| 333,6] 363,1] 3953 3795
46 2| 2554 272.9| 301.,9| 289,7| 323,8] 342,8] 363,3] 345.8
47 3 244 302,3] 335,2| 321,5] 347,1| 387,3| 405,4| 4034
48 2| 2553 277,5| 304,6| 306,7] 3398 376,8] 414,6] 406,2
49 4| 238,5 283,3] 230,6| 217,7| 249,8| 288,4| 310,5| 296,7
50 1] 199,1 219,6| 3049 302,5| 338,4| 368,1] 3856 3728
51 1{ 2774 301,2| 317.,8] 320,5| 347,5| 371,6| 400,7] 397.7
52 2| 255,6 298.8| 325,8| 319,5| 360| 3888 400,5 3891
53 3| 2525 284.6| 285.6| 292.8| 327,5| 353,7] 3689 360.4
54 4] 2325 250,2] 262,9| 2359 280,1] 291,7] 329,6] 320.,6
55 4/ 227,11 261,7] 280,5| 240,5| 298| 336,1| 366.6 355
56 31 2115 248.8| 248.8| 250.4| 279,8]| 304,6| 313.8] 3275
57 4/ 2222 220,3 238| 251,3| 265,7 300 340 321
58 3] 2304 232,1| 248.8] 265,4| 274,8 307 340 329
59 2| 2414 245,11 277| 287,5] 296,5| 314.,1 346 335
60 1] 2447 260| 305,1| 325,6| 3364 382 425| 406,3
61 2| 2243 234,4| 267,8| 286,1| 296,5 320 352) 358,7
62 3| 2064 226,5 2452| 266,1| 277,9 311 345 335,6
63 4] 226,77 228,5| 238,6| 255,9] 264.8] 2742 285| 287.6
64 1 217 238,5] 276,5| 286,4| 297,8 341 385 367
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Tabela 10: Valores do volume de diurese, em ml, dos 64 ratos estudados.

Rato [Sub-Grupo |Diuresel |Diurese2 [Diurese3 [Diurese4 |Diurese5 |Diurese6 |Diurese7 [Diurese8
1 1 37 45,8 45 42,2 32,8 39 38,2 38
2 2 31,8 28.8 23,6 35,4 252 27 19,4 20,8
3 3 29,2 21 26,2 8 28,4 24,8 19,6 26
4 4 35,6 31,8 11,2 17,6 18,8 37 25,2 34
5 1 15,4 18 12,8 13,4 13,4 21,4 12,4 19,2
6 2 13,6 21 16,2 23 25,2 19,2 14,2 15,2
7 3 31 18,2 8,4 12,6 122 222 19,8 19
8 4 19,6 18 12,4 6,9 11,6 12 9 8,4
9 4 12,6 18,4 13,8 11,8 12,2 12,8 15,2 10,2

10 3 33,2 26,8 4,8 13,4 22,4 22,6 26,4 32
11 2 29,2 322 52 12 32,5 19,4 26 31
12 1 33.2 21 15 162 13,1 17,2 16,2 16
13 4 16,6 152 13,4 14,2 24,2 18,2 17,4 16,8
14 3 35 36,8 18,4 20,4 22 32 31 28,4
15 2 29,2 38 22 19 29 26,2 33 32,8
16 1 22,8 21,4 19 19,2 20,6 232 14,8 25
17 - 17 20 8,8 13 4 9 23,8 16,2
18 3 17 28,6 10,2 5,2 14,2 222 16 27.4
19 2 28 21,2 19 9,2 5,4 12,8 12,4 19,6
20 1 14,4 21,4 11 11,4 9 15 15,6 16,8
21 1 26,4 25 4,2 21 19,2 17 12,4 14
22 2 36,6 37 15,8 32 24 34 33,2 21.8
23 3 19 19,4 13,6 13 6.8 7 20,2 10,6
24 4 12,2 27,2 12,2 14,4 8,6 11 15,2 6,8
25 1 5 15 12,6 13,2 10 10,2 7 9,8
26 2 37,2 35,6 2.2 33 323 24,8 34,6 30,2
27 3 2,8 24,2 13.2 13 12 16,6 14 7,6
28 4 23 40 16,4 15.8 23 19,4 24,2 132
29 1 13,8 24,8 13,4 29,4 24,6 15,8 20 18,4
30 2 30,4 24,4 15 20 11,8 15,8 7 8,2
31 3 15,8 21,8 132 13,8 14,8 15,2 5.2 6
32 4 17 20,4 11,2 11,4 14,6 16,4 7.2 8
33 2 18,6 17,6 9.2 14.8 8,4 12,4 15,9 9
34 1 29 24,2 20,2 18,2 20,6 25.4 113 7.2
35 2 16 24,4 22,4 18,6 17,8 9,6 21 17
36 3 9.6 7,2 3.4 14,6 18 21,2 24 12,2
37 4 13,8 9 5 6 11,4 11,4 15 12,1
38 1 14,2 7 5.2 12 5,4 3 16 17
39 -+ 11 19,8 9,6 17,8 20,4 13 21 9,3
40 1 7,8 10,8 10,4 25 11,8 24,4 23 22,9
41 2 11,2 9,8 29,6 25,4 24,4 13,8 24,6 23
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42 3 7,4 7.8 4 14,2 15 15,2 16,9 9,8
43 & 12.2 10,6 12 20,2 23,21 324 35 31
44 3 22,6 274 10,4 11,2 14 13,2 13,1 17,2
45 1 33 Y 10,1 S 10 11 13 13,8
46 2 31 19,8 22 139 11,4 6,6 6 12
47 3 8,2 36 15 11 7 12,2 16,4 4,2
48 2 17 24 22,9 21 13 11 5,7 11,4
49 4 7.4 33 11,1 19,5 35,2 20,2 16.8 152
50 1 35 36 29 31,2 28,8 15 11,9 22,2
51 1 33 36 18,9 34,5 30,8 35,4 34,2 24,8
52 2 38 35 35 26,5 33 18,8 13 19,2
53 3 19 17 7,8 8 11,8 4,4 13,3 5,8
54 -4 10 23 8,9 10 16,8 15,2 <4 12,8
55 4 23,2 33 9,7 18 20 17,2 12,2 20,2
56 3 4.8 23,4 22 11 16,8 20 17,2 31.2
37 < 26 3 16 19 28 21.8 12,8 23
58 3 16 17 3 4,2 5,3 10,4 3,2 16
59 2 23 34 29 352 33,8 23,4 20,8 29,3
60 1 19,8 33,8 8,9 30 26 21 7 16,8
61 > 8,2 26 22.5 5.2 22,8 9.4 2.9 16,4
62 3 16,6 4,9 4.8 7.1 9.3 14,2 13,8 13
63 < 22 23,8 4.5 5.8 29.8 1 18.6 14,2
64 1 13,2 21,5 16,8 28,6 16,2 12 11,4 11,8
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Tabela 11: Valores da dosagem de creatinina sérica, em mg% dos 64 ratos estudados

Rato|Sub-Grupo [Creat.1 |creat.2|creat.3|creat.4 |creat.5 |creat.6 [creat.7 [creat.8
1 1] 043 039 049 053] 034/ 0,73 0,59 0,28
2 2] 0,68/ 053] 043 063 039 092 1,1 0,5
3 3] 044 04 043 054 034 065 031 064
- 4 0,72| 0,54 0,59 0,67| 045 0,64 0,73] 0,55
5 1] 041 04| 044 0,4 0,28 047 04| 048
6 2 0,5{ 0,74 0,39 0,5 043 056 039 0,53
7 3] 048 1,1| 043 0,55 0,5] 0,76 0,71 042
8 4 032] 059 096 083 038 066/ 0,71 0,52
9 = 0,9 049 0,73] 0,69 04| 0,55 0,79 0,61

10 3 1,8 036] 0,59 068 041 038 0,67 047
11 2| 0,55 0,63 061f 037 049 043 063 049
12 11 0,71 048 04 027 029 035 053 0,31
13 4 047 064 064 032 042 038 046] 0,51
14 3] 047 042] 046 09/ 033 033 0,38 048
15 2 0,5 0,53| 0,46[ 045 0,4 051 046, 0,51
16 1 0,5 0,42| 0,53 0,3 03 035 043 044
17 4 049 0,58 054 045 041 038 042 0,4
18 3] 053] 049| 043 039 036/ 036 046{ 0,52
19 2| 0,58 0,52 05 043 045 041 064 049
20 1] 045 05 044 032 041 0,3] 0,39 0,51
21 1 0,58/ 0,48 043] 046 039 028 034 0,28
22 2 0,77 0,62 0,49 0,53 0,33 0,37 0,37 0,36
23 3] 048/ 03] 042 044 045 025 0,4 0,4
24 4 054 031] 047 061 0,5/ 041 043 042
25 11 039 023 048 037 047 0,29 03] 0,27
26 2| 042 039 043 047 047 042 037 046
27 3] 044 025 049 046] 043 036] 039 0,32
28 4 042 04| 055 0,63 0,50 033 035 0,29
29 1] 048 0,17 048 037 057 0,33 0,4 0,31
30 2 0,6/ 0,33] 0,54 0,54 0,4 0,5/ 046/ 0,35
31 3 0,49 0,24 045 0,42 0,66 0,36 0,32 0,27
32 4 045 043| 0,57 06| 057 057 067 035
33 2| 033 031 0,34, 0,35], 0,45 0,35
34 1] 0,23] 0,24| 0,23], 0,27], 0,53 0,23
35 2| 0,28 0,29 0,24|, 0,39, 0,42 0,28
36 3 0,3| 0,34 0.23|, 0,29], 0,29] 0,27
37 4 026] 021/ 0,32, 0,28), 0,33 0,3
38 1] 0,29 0,28] 0,29, 0,26], % ;

39 4 0,38, ; ; 0,57, 04| 027
40 1] 0,33 0,27] 0,39, 0,29], 0,46 0,28
41 2| 0,33} 032] 0,34], 0,29], 0,24 0,2
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42 3] 047/ 061] 031 0,32 0,26
43 4 031] 021 037 0,22 0,58 0,23
44 3 0,35 0,3 0,71 0,34 0,59] 0,27
45 1 0,19| 0,19] 0,24 0,25 0,44, 0,29
46 2| 0,18 031 03 0,32 0,49] 0,33
47 3 0,15 0,22 0,32 0,34 0,34 0,31
48 2| 0,15 03] 036 0,31 0,73 0,37
49 4 031] 042 0,64 0,38 0,42 032
50 1 0,18 0,24 0,23 0,24 0,52

51 1 0,16/ 033] 0,24 0,34 0,36/ 0,24
52 2| 026 034) 033 0,36 0,39, 0,23
33 3] 0,19 0,22 0,24 0,24 0,35
54 4 0,18 0,27] 0,78 0,33 0,34 0,31
55 4 0,39 0,68 0,42 0,61 0,34
56 3 0,12 0,68 0,21 0,36 0,51 0,26
57 4 026 03] 038 0,39
58 3 0,24/ 021] 0,28 0,16 0,4 0,36
59 2| 028 03] 028 0,32 0,37] 0,26
60 1 0,26 0,36/ 0,33 0,27 0,53] 0,34
61 2| 023} 036 03 0,3 0,47

62 3 0,27 0,35 0,27 0,3 0,31 0,22
63 4, 0,26] 0,28 0,33 0,34 0,38 0,31
64 1 0,28 0,27 0,22 0,26 0,28 0,21
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Tabela 12: Valores da dosagem de creatinina urindria, em mg%, dos 64 ratos estudados.

Rato |Sub-Grupo |Creat.uri.l |creat.uri.2 |creat.uri.3 [creat.uri.4 |creat.uri.5 |creat.uri.6 |creat.uri.7 |creat.uri.8
1 11,1 9.51 12,1 15,8 24,1 24,1, 18,1
2 13 18,47 25 16,4 31.9 31|, 47,5
3 18,6 23 25,4 52,7 25,8 30,5, 23,9
4 13,3 19,3 48,5 33.7 34,5 19,7], 29
5 29,8 17,4 53,3 32,7 56,9 40,7|, 46,8
6 29 235 25,7 23.5 284 41,4|, 50,3
7 13.7 23,3 50,5 49,9 40,9 35,4, 34,8
8 19,6 18,3 34,8 50,8 32,7 51,9, 78,1
9 32,7 27 29,4 37,3 36,1 48,8], 34,1

10 17,8 24 88.5 40,3 36,67 36,5], 31,8
11 17 13,9 59 43,5 10,9 34,1 21,6 23,5
12 125 19,3 17,9 38.5 32.3 46,7 47,4 39,9
13 9.3 24.5 27,6 39,6 15,8 42,1 31.4 20,2
14 10,8 12,7 16,3 24,1 16,1 20,6 19,1 23,6
15 9.1 14 16,6 319 15 15,5 26,2 29,5
16 22,3 18,2 20,9 9.9 21,3 31,1 47,5 13.2
17 24.4 13 36.8 29,7 67,6 7.3 24.9 10,7
18 26,4 9,8 34,2 22,7 30 27,7 46,9 19.5
19 12,8 15,9 20,1 26,7 63,2 56,3 51,3 37,7
20 26,3 12,4 40,7 16,7 49,9 43,1 38,4 20,6
21 28,2 16,9 102,6 32,7 30,5 53,1 46,7 44.5
22 8,5 18,2 24,7 20,7 19 27 20,5 24.4
23 34,2 378 30.3 39.9 84,4 118,7 25,6 50,1
24 56,8 10,7 48,1 42,9 71.4 58,7 41,6 84,2
25 79,6 23,2 37,6 39,9 45,9 57,9 69,8 58.4
26 7,05 4,6 17,1 17,7 20,7 35,3 21,8 58
27 , 28,7 39,9 30,8 41,2 39,8 31,8 52,8
28 40,58 4,8 21,8 20,3 22,1 37,6 12 47,6
29 15,64 7,3 39,7 21,1 22,9 50,5 26 33,4
30 21,17 7,9 29,8 19,4 52,9 56,5 84 90,2
31 25,88 26 54,6 41,6 32,9| 49,1 104,2 88,7
32 39,17 18,7 41,3 34,6 41,1 319 65,3 71,5
33 16,2 15,17 41,17|, 47,64/, 49,83 79,42
34 10,97 22,11 18,27], 20,67|, 55,07 88,87
35 17,06 19,37 10,82|, 15,7|, 15,82 20,14
36 277 8,91 78,09], 13,68, e 56,09
37 20,31 37,54 3935}, 32,02/, 38,42 39,04
38 25,63 29,66 76.15|, 71,19|, 5229 51,37
39 30,68 49,63 25,57, 17,64, 21,88 36,16
40 38,4 9,94 40,15|, 23,314, 23,01 28,46
41 30 41,05 15,51}, 13,99|, 24,66 24,45
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42 2794] 3857 57.,51], 25,96 3729] 71,81
43 258 29,48 28,98, 19,89 16,64 13,56
44 1542  41,14] 43,84, 25,41 42,74 34,73
45 11,36 499  14,55], 39,49 22.41] 125,87
46 884 19,85 21,57, 36,39 59,9 43,66
47 3485 13,18 17.13], 61,95 31,33 91,75
48 10,92 15,6 11.8], 26,45 56,58] 50,95
49 2757] 1543 19,52], 8.34 11,66 18
50 35,29 945 14,11], 14,82 14,16] 22,75
51 11,53 11,79 14.11], 15,09 12,83 20,25
52 4,77 2.86] 13,76, 17,39 28.66] 1924
53 10,92 2332 45,26, 35,5 27,58] 13,33
54 23.15| 12,14] 15,97|, 22 00,46] 51,08
55 12,4  1526] 23,52, 12,96 30,08 27.33
56 39,97 1.04] 11,63, 15,18 25,75 36,41
57 11,78]  69,38] 24.85|, 15,51 3735 13,09
58 21,44 7,55 88,34, 56,03 4422|4037
59 11,41 6.16] 11,32], 12,55 21,95 16,41
60 15,83 442 53,38, 17,54 96,04/ 51,34
61 22,91 8,83 11,04], 14,4 99.56| 40,67
62 21,9] 54,66 41,32, 33,78 36,95 448
63 13.8 46| 7785, 17.17 148 21,34
64 25,03 1,84 18,96/, 16,89 58,19 60,2
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Tabela 13: Valores dos clearances de creatinina, em ml/mim/100mg, dos 32 ratos onde se

realizou o exame

Rato [Sub-Grupo |CLEAR.I [CLEAR.2 [CLEAR.3 |[CLEAR.4 [CLEAR.5 |CLEAR.6 |CLEAR.7 |CLEAR.8
1 1 284.6 264.7 271,3 2717 485,5 229.3|, 413
2 2 219.8 271.3 393,7 249.7 313,7 195,1], 3854
3 3 400,5 308,2 404,6 198,6 533,9 242.7|, 194,8
4 4 206,6 280.3 225,4 224.7 338,7 233.8|, 3233
5 1 379,1 199,2 421,2 270,7 632 390,6|, 357.1
6 2 280,9 189,1 317.9 2891 419.8 320,6|, 309,2
7 3 279,2 98 235.5 285,5 349.7 2059/, 283.9
8 4 370,5 158.9 127 126,5 281,2 219,14, 266,3
9 4 154,3 274.8 149.5 178,8 264.8 244 4|, 103,9
10 3 105 478.,6 205,5 205 467.8 448.3|, 416,4
11 2 259,5 2049 179 4413 210,9 210,9 200,4 312,8
12 1 168.,6 231,8 168,9 5714 363,1 480 279.3 234.9
13 4 90,9 169 159,8 510,6 263.4 481,2 258,1 138,7
14 3 2431 320,9 191,8 157,1 309,2 488.4 3517 315,8
15 2 160,3 281,6 212 417,7 262,2 172,2 381,1 371,1
16 1 330,3 2549 196,3 159,1 366,6 444.6 335.,4 150
17 4 259.5 133,2 165,9 246 181,7 423.8 298,1 85.9
18 3 271 167.4 232.8 85,89 318,5 385,1 3334 201,5
19 2 186 203.,9 221 151,3 201 410,9 215,6 310,7
20 1 269,1 158,1 281.5 158,9 278.6 487.4 330,2 133,5
21 1 3534 221.8 282,9 370,5 3544 687.3 337.6 4452
22 2 121,4 285 231,4 325.5 340,5 539.,4 379,9 295,7
23 3 361,5 585.5 273.6 292,2 296,9 706.,4 270,7 265,1
24 4 362,2 240.4 345 259.9 295.8 343,7 127 2921
25 1] 316,96 423.8 273,7 376.8 251.3 474 4 351,8 407,7
26 2 191,5 1131 3517 311,3 337.8 439.8 402.,4 791,7
27 3|, 715.8 270,6 226,5 293,1 4049 236,3 246.,6
28 4] 695,14 140.8 199.3 168.,5 289.,6 5217 183,3 461.5
29 1 119,4 241,6 242.4 348 193,1 423.1 2142 333,3
30 2 293,9 148,5 2124 176,8 360,7 370,5 252.5 414,5
31 3 257,6 656 424.6 349.8 183,9 466,5 334,9 385.5
32 4 430,6 243,7 236 204,5 283.9 2423 149,6 3289
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Tabela 14: Valores da proteina sérica (PS), em mg/%, dos 32 ratos onde se realizou o

exame

Rato|Sub-Grupo |PS.1 |PS.2 |PS.3 (PS4 |[PS.5 [PS.6 |PS.7 |PS.8
33 2| 6,72 6,26 6,15 4,25 5,7 7 6,71
34 1 6,26 6,27] 6,45 6,54 596/ 6,7 6,57
35 2| 4,76 6,44 492 6,55 6,56 6,75 6,59
36 3] 5,81 597, 6,08 6,72 6,78 7,17 7,06
37 — 6,4 5,56 6,38 5,88 6,71 6,43 6,13
38 1 6,13 6,4 7,02 6,13 6,87 6,85
39 4/ 6,45 6,27 5,64 721 6,35 7,11 6,66
40 1 6,26 5,58 6,86 687 743 6,94 6,61
41 2| 5,74 5,26 6,15 6,73] 6,9 6,19
42 3] 546 6,1 6,02| 5,881 6,29] 6,9 6,64
43 4 6,06 5,88, 5,39 6,74 741| 6,43 6,82
44 3] 6,44 4 5,65 5,39 6,75 6,29 6,45
45 1 5,44 6,63| 6,42 597 6,33] 5,46 4,87
46 2| 6,07 6,45 523 5,82 5,86 6,33 6,34
47 3| 6,34 4,51 5,73 6,96] 6,02| 6,45 5,34
48 2| 6,39 521 4,72| 5,49 5,78 5.64 6,04
49 4 5,78 6,47 5,26 6,09 6,49 6,38
50 1 5,735 6,29 6,13] 589 4.43| 6.58
51 1 6,27 6,09 5,68 5,12 5,73] 6,54 6,33
52 2| 6,34 5,86] 499 5,05 6,27 6,56 6,25
53 3] 5,68 5,82 4,78 5.89] 6,02| 6,51 6,2
54 4 5,62 5,28 5,86 5,82 6,78 5,17
55 4 6,74 4,09] 3,66] 5,78 5,84] 6,18 6,38
56 3] 5,61 5,59 4,33] 6,45 6,34] 6,13 6,15
57 4 6,83 6,14 6,62 7,04 6,89 6,95 5,61
58 3] 6,14 584/ 6,05 649 6,07 6,8 6,14
59 2| 5,56 6,37 6,57 72| 5,86] 7,01 6,45
60 1 6,48 6,52 6,75 6,95 6,64 6,78 6,03
61 2l 6,16 6,09 6,18 6,19 6,7 6,49
62 3] 6,46 6,42| 5,75 6,32| 6,86] 7,23 3,97
63 4 6,53 594 5,83] 6,91 5,48 5,64 5,86
64 1 6,37 6,27 6,64 6,36] 649 6,8 6,12
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Tabela 15: Valores da proteintria de 24 horas (PU), em mg/24 horas, dos 32 ratos onde se

realizou o exame

Rato|Sub-Grupo |PU.1 [PU.2 |PU.3 |PU4 [PU5S |[PU.6 |PU.7 |PU.8
33 2| 17,48 22| 16,74] 10,06] 14,45 12,52 16,69 15,66
34 1] 1537 14,52| 16,76 19,84 18,13 13,21| 14,69 1591
35 2|  8,16] 439 1456/ 9.11 0.79 19] 7,35| 12,24
36 3] 17,47] 11,59] 8,84| 273,31 20,16] 13,99 3,84 17,81
31 4 11,73] 13,32] 41,6] 1482 59,28 15,16 19,05 14,52
38 1] 16,61] 11,48 10,81] 10,56 9,83] 4,53| 9.76| 12,42
39 4 15,4| 19,6] 19,97| 370,24 254,59| 145,34| 23,52| 74,96
40 1 6,78| 16,52 16,22 13,25 11,33 7,32] 8,05 12,59
41 2| 15,12 19.4{ 1243[ 19,17| 29,77 10,72 12,05 9,66
42 3 8,29 11,54 52| 132,08 19,05 8,66/ 14,53 19.4
43 4] 15,86] 22,89] 24,96[ 273,1] 36,19 11,01f 17,85 9,61
- 3| 19,66] 16,98| 17,89 384,38 149.24| 49,76| 61,31| 67,08
45 1| 15,18] 12,42 8,58 7,55 9,1 8,03 5,07 10,76
46 2l 9,61 515 924 6,03 638 891 4,68 9736
47 3] 12,14 9,36 351 257.4] 81,9 12,69 8,53 6,3
48 2 1,7 9,12 7,78 9,24 7,15 7,70 445 11,28
49 4] 11,54| 5,94| 253,97| 253,5 8237 22,62| 22,68 15,81
50 1], 10,44/ 11,31 10,61 1,77 7,8 3,69 5,1
51 1| 22,44 2232 8,67 17,94, 8,01] 10,97 12,31] 15,37
52 2| 494 245 2065 20,67| 2244 17,11) 1391| 21,88
53 3 5,13 11,05| 17,24 120,64| 26,08 8,45 9,04 10,84
54 4 11,7] 12,19| 168,92 247| 1092 43,47 7,48 33,28
55 4 10,67) 8,58 242,11| 327.6 62| 38,01) 19,03] 26,26
56 3] 11,57] 8,42| 54,34| 188,76/ 56,78 14{ 98 9,05
57 4] 14,82 12,09 5824| 113,62 43,68 23,32| 20,35 7,13
58 3| 15,04 12,75 21,84| 43,68 11,71) 18,93 832| 17,92
59 2| 12,65 27,54 9,86 14,78 7.1 8,19 20,8 15,18
60 1| 17,42 32,45] 11,12 19,5 17,16 24,57| 14,77 16,13
61 2 8,77 0 16,87 8,63 12,08 20,21 7,75 11,97
62 3] 7,64 4,85 13,1] 107,07 16,92] 11,07) 11,18, 10,14
63 4  143] 16,66 54,99 87.46| 18,18 5,2| 12,09{ 19,17
64 1| 12,54 6,23] 1041f 743 826 15,6] 17,21 17,82
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Tabela 16: Valores da albuminemia (ALB), em mg%, dos ratos onde se realiou o exame.

Rato|Sub-Grupo |ALB.1 |ALB.2 |ALB.3 |ALB.4 |ALB.5 |ALB.6 |ALB.7 |ALB.8
33 2 3,6|, 3,26| 3,58 3,75 3,63| 3,37 3,03
34 1 3,54, 3,12 3,54 39 345 337 2,87
35 2| 3,18, 3,08/ 3,33 3,58 3,38 3,5 2,84
36 3] 2,84, 3,39] 2,26 3,48 3,24 3,69 3,14
37 4, 3,63, 2,69 2,75 3,11 3,64/ 3,76 2,87
38 1 3,49, 3,14 3,70 3,66 3,58 249
39 4, 3,32, 2,47 1,23] 3,54 2,69 3,07 2,34
40 1 3,21}, 3,54/ 3,71 3,53 3,54 3,75 2,96
41 2| 3,67, 3,01 3,21 3,551 324 297 2,63
42 31 3,19, 3,5 224/ 3,31 3291 3,23 2,63
43 4/ 2,89, 3,06 1,86/ 2,85 3,65 3,03 2.9
a 3 337, 1,06 1,38 2,07] 3,17) 2,84 2,56
45 1 2,09|, 2,83 3,04 3,29 34 3.39 3,03
46 2| 331}, 349 294 3,16 3.1 3,38 3,11
47 3| 3,44, 1,46 1,61 29 297 3,26 3,03
48 2 2,85, 2,74 3,16] 297 3,06 3,69 2,86
49 4  3,13], 127 1,83] 2,51 2,99 3,17 2,88
50 1 3,19|, 3,14/ 3,12 3,03 3,29 3,39,

51 1 3,114, 3,04] 3,18] 2,66 3,13 3,42 3,02
52 2| 3,68, 3,17 3,04 2,74 2,74 3,33 2,88
33 3] 3,22, 2.1 237 2,51 2,99 3,48 3,05
54 4]  3,04), 1,21 1,68] 229 2,56 344 2,67
39 4] 3,28, 1,33 1,96] 2,69 2,66] 3,08 2,74
56 31 2,32, 2,46 2,52| 282 3,17 296 3,05
57 <4 3,4, 3 2,8 286 327 397 2,52
58 31 3,15, 237 2,67] 246 294 4,01 3,05
59 2| 3,34, 3] 3,11 2,69 3,151 3,83 3,25
60 1 3,02|, 3,08 3,41 1,66] 3,32 344 3,06
61 2 3], 2,96 3,02] 2,79 3,12 3,62,

62 31 325 3,11 2,18 291 3,35 3,77 3,19
63 - 3,4}, 2,74 2,61 295 2,771 3,54 3,28
64 1 3,25}, 2,94 2091 2,94 3,25 3,48 3,34
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Tabela 17: Valores da colesterolemia (COL), em mg% dos 32 ratos onde foi realizado o

exame.

Rato[Sub-Grupo |COL.1 |[COL.2 |COL.3 [COL.4 |COL.5 |COL.6 |COL.7 |COL.8
33 2l 47,89, 62,73|, 62,69|, 57,7
34 1, 29,12], 47,97, 46,39|, 43,28
35 2|, 41,42, 33,35], 48,27|, 42,62
36 3], 38,18, 57,56), 36,36, 20,98
37 41, 31,71}, 162,36|, 68,34, 58,36
38 1/, 55,66|, 35.42|, 42.63|, ;
39 4}, 64.07], 286,34/, 97,18, 78,03
40 1{, 25,24}, 48,7, 42,63|, 34,09
41 21 44,66/, 42,06, 40,75), 30,82
42 31, 29,77], 146,86/, 47,635, 30,82
43 4/, 40,77|, 110,7, 52,04, 28,85
4 3] 22|, 190,4|, 66,45|, 47,87
45 1f, 51,13|, 65,84|, 36,55|, 19,31
46 2} 42,07, 70,15], 31,03|, 23,45
47 31 38,83, 184,61], 34,48|, 29,65
48 21, 35,59|, 67,69, 36,55], 22,07
49 4/, 33,65], 208,61, 46,89), 41,38
50 1/, 37,54, 62,15, 32,41|, 5
51 1} 45,3|, 55,38, 31,72|, 25,52
52 21 43,36/, 49,23|, 29,65|, 19,31
53 3|, 63,43|, 94,77|, 28,96|, 19,31
54 4/, 33,72, 183,38), 69,65/, 35,17
55 4, 62,13|, 177,84/, 47,58, 51,03
56 3, 76,37|, 128,61], 13,79|, 33,19
57 4, 38,19|, 66.,42|, 48,27|, 34,75
58 3l 47,25], 70,11}, 45,14/, 29,51
59 21, 60,84/, 53,87|, 489, 51,8
60 1, 40,77, 50,92, 47,65|, 32,78
61 2|, 45,95|, 78,22|, 52,66|, .
62 3|, 36,89|, 107,01, 47,65|, 34,75
63 4{, 42,72, 69,37, 38,87, 36,06
64 1], 48,54|, 39,85, 48,27, 19,67
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Tabela 18: Valores da trigliceridemia (TRIG), em mg%, dos 32 ratos onde se realizou o

exame.

Rato|Sub-Grupo [TRIG.1 |TRIG.2 |TRIG.3 [TRIG.4 [TRIG.5 |TRIG.6 [TRIG.7 |TRIG.8
33 2|, 80,13|, 123,15}, 95.,45|, 29.8
34 1}, 80,13], 137,36], 65,45], 66,54
35 2|, 76,02, 47,36/, 97,27|, 77,82
36 3|, 70,89|, 325,26), 110,91, 109,39
37 4, 61,64, 416,84, 114,54, 115,04
38 1f, 97,6, 90|, 89.99|, ;

39 4|, 52,39}, 562,1, 154,54, 106,01
40 11, 30,82|, 131,05, 57,27, 63,1
41 2|, 76,02, 135,791, 55,45|, 14,66
42 3, 32,87, 334,73|, 108,18|, 120,67
43 4/, 101,71, 339,47|, 126,36/, 73,31
e 3, 17,46|, 363,16/, 98,18|, 74,43
45 1{, 73,14/, ; s 94,41|, 35,29
46 2|, 5 5 83,39, 66,17, 56,47
47 3], 19,08, 251,26|, 54,7|, 52,06
48 2|, s i 60,635], 91,76|, 82,94
49 4|, 13,78, 3379, 172,94, 103,23
50 1], 13,78, 67,14/, 90,88|, y

51 1], 95,4, 95,3|, 132,351, 116,47
52 2|, 95,4, 70,39], 75,88, 52,94
53 3], 192,931, 164,62/, 60,88|, 71,47
54 4, 80,56/, 115,88|, 53,82, 52,94
35 4, 172.79], 245,85], 116,47, 30,88
56 3], 60,42, 227,43|, , , 20,29
57 4/, 48,28, 154,73|, 43,63|, 43,98
58 3], 65,75|, S2.11, 49,09|, 16,91
39 2|, 165,41|, 67,89, 39,09], 75,56
60 1], 66,78, 120|, 50,91}, 43,98
61 2|, 89,38|, 296,84/, 70,91], A

62 3], 80,13|, 138,95], 60,91, 71,05
63 4, 95,54|, 97.,89|, 43,63|, ;

64 1], 58,56|, 257,36/, 25.45|, 87,97
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Tabela 19: Valores da fragdo de excregéo de sédio (FE NA) dos 32 ratos onde se realizou o

exame
Rato[Sub-Grupo [FE NA.1 [FE NA.2 [FE NA.3 |[FE NA.4 [FE NA.5 |[FE NA.6 |[FE NA.7 |FE NA.8
1 1 2,05 1,31 0,84 0,72 1,11 1,08, 0,9
2 2 1,28 1,13 0,84 1,34 1,38 1,62, 0,73
3 3 1.3 0,43 0,55 1,75 0,77 1,18|, 0,66
4 - 2,71 1,87 0,95 ] 1,64 1,18|, 0,75
5 1 1,11 1,53 0,49 1,1 0,61 1,151, 0,89
6 2 1,06 0,85 0,66 1,11 1,11 1,271 1,01
7 3 1,28 4,87 0,63 1,13 1,82 2,31}, 0,72
8 4 0,57 2,69 1,79 2,36 1,38 1,34, 1,22
9 4 0,96 1,11 2,27 1:55 1,12 0,96/, 2,02
10 3 3,25 1,08 0,33 127 0,91 1,06/, 1,02
11 2 1,3 3,49 1,28 1,46 3,24 0,45 1,33 0,76
12 1 6,02 1,6 1,43 1,19, 0,5 1,04 0,5
13 4 3,54 2,65 0,65 0,85 1,33 0,82 0,99 2,38
14 3 3,36 1,95 1,61 4,25 2,95 0,72 1,23 0,59
15 2 1,54 1,84 1,18], 3.17 3,8 1,68 1
16 ] 1,13 2,69 1,4 3,76, 1,06 1,34 1,98
17 = 0,16 2,01 1,81 3.3 0,96 0,38 1,65 3,17
18 3 1,18 0,69 1,24 2,21 1,32 1,22 0,48 2,04
19 2 1,96 1,77 0,86 1,04 0,81 0,54 1.2 1.3
20 1 0,12 2,92 0,93 2,93|, 0,82 1,12 3,47
21 1 1,18 1,16 0,26 1,79 0,6 0,42 0,57 0,4
22 Z 1,68 1,46 1,31 1,89 0,44 0,61 0,72 0,47
23 3 0,95 0,88 0,28 1,36 0,8 0,47 0,85 0,62
24 - 1,06 1,15 0,75 1,82 0,89 1,4 0,82 0,72
25 1 0,73 0,74 1,28 123 0,88 0,62 0,73 0,81
26 2 2,98 6,01 2,05 1,68 1,24 1,17, 0,36
27 3], 0,77 1,84 2,15 1,47 0,83 1,2 0,67
28 - 0,82 1,36 0,69 0,38 0.8 0,89 0,69 0,37
29 1 3,24 0,8 117 0,93 0,75 0,65 0,56 0,34
30 2l 1,71 0,71 0,5 0,63 1,11 0,8 0,56
31 3 1,67 0,78 1,88 1,75 1,03 1,06 0,2 0,24
32 - 1,71 1,05 1,51 0,38 0,89 0,95 2,58 1,18
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Tabela 20: Valores da fragdo de excregdo de fosforo (FE PI) dos 32 ratos onde se realizou

0 exame
Rato|Sub-Grupo |Fe Pi.1 |FE Pi.2 |Fe Pi.3 |Fe Pi.4 |Fe Pi.5 |Fe Pi6 |Fe Pi7 |Fe Pi.8

33 2] 0,03 0,04 0,02, 0,03], 0,02 0,01
34 1] 0,01 0,021 0,01, 0,01}, 0,02 0,01
35 2| 0,02 0,02 0,02 0], 0,05 0,03
36 3] 0,01 0,08 0,01, 0,07, 0,05 0,01
37 4 0,01f 0,02] 0,02, 0,03, 0,02] 0,02
38 1] 0,01 0,03 0}, 0,02], . g
39 4 0,02], ; § 0,06/, 0,03 0,01
40 1 0 0,07 0,02, 0,02|, 0,03 0,01
41 2] 0,01 0,03 0,02 0,02, 0,01 0,01
42 3 0 0,03 0,01}, 5 ; 0,02] 0,01
43 4/ 0,02] 0,06 0,03 0,02, 0,03 0,01
44 31 0,01 0,01 0,05, 0,02, 0,03 0,01
45 1] 0,02 0,01 0,03], 0,02, 0,03 0
46 2| 0,02] 0,02 0,03, 0,03], 0,04 0,01
47 3] 0,01 001 0,05, 0,04, 0,02 0,01
48 2| 0,01 0,02 0,04 0,03], 0,04{ 0,01
49 4 0,02 0,02 0,05, 0,04/, 0,06] 0,02
50 1] 0,01 0,02 0,02, 0,02|, 0,07],
51 1] 0,03 0,02 0,01, 0,03], 0,03 0,01
52 2|  0,02] 0,06 0,02 0,03], 0,03 0,01
53 3] 0,03 0,01 0,02, 0,02], : 0,04
54 4 0,02 0,03 0,05, 0,04/, 0,02 0,01
55 4/, 0,01  0,06|, 0,03|, 0,03 0,01
56 3] 0,01 024 0,02, 0,05], 0,02 0
57 4 0,03 0,02 0,01} ; ; ; 0,02
58 3] 0,03 0,03 0,01, 0,01), X 0,01
59 2| 0,04 0,03 0,02 0,01), 0,02] 0,01
60 1] 0,04 0,03 0,01, 0,02], 0,01 0,01
61 2] 0,03 0,05 0,03, 0,02, 0,02],
62 3] 0,02 0,03 0,01 0,02, 0,03 0
63 4 0,04 0,08 0,02, 0,01}, 0,03] 0,01
64 1] 0,03 0,25 0,02, 0,01}, 0,01 0,01
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