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RESUMO

No presente estudo, foi investigado os efeitos da administracdo intracerebroventricular
(i.c.v) aguda de insulina sobre os mecanismos centrais responsaveis pela regulacdo da
excregdo tubular renal de sodio apds inje¢do prévia de N%-nitro-l-arginine methylester (L-
NAME) em ratos nao anestesiados. Ratos Wistar-Hannover Masculinos foram radomizados
em cinco grupos: a) inje¢do i.c.v. de 0.15 M de NaCl em ratos (controle, N = 10), b) injecao
i.c.v. de dose-resposta (1.26, 12.6 e 126 ng/3ulL) em ratos (N = 10), ¢) Injegdo i.c.v. de
60png de L-NAME associada com NaCl (N = 10) ou d) com insulina 126ng (N = 10), e ¢)
Inje¢do de insulina subcutdnea em ratos (N = 5). A insulina injetada centralmente no
ventriculo lateral direito de ratos promoveu uma elevagdao da excre¢do urinaria de sodio
(NaCl: 855.6 = 85.1A%/min; 126 ng de insulina: 2055 + 310.6A%/min; P = 0.005) e
potassio (NaCl: 460.4 £ 100A%/min; 126ng insulina: 669.2 = 60.8A%/min; P = 0.025). A
excrecdo urinaria de sodio elevada observada apds a microinjecdo i.c.v. de 126 ng de
insulina foi atenuada significativamente com administragdo prévia de L-NAME (126 ng
insulina: 1935 £ 258.3A%/min; L-NAME + 126 ng de insulina do: 582.3 + 69.6A%/min; P
= 0.01). A natriurese induzida pela insulina i.c.v. ocorreu através da eleva¢do da exre¢ao
tubular renal de sodio nos segmentos pds-proximais, a despeito de uma filtracdo glomerular
inalterada. Embora o racional para a reducao da excre¢do urinaria de sodio induzida pela
prévia aadministracdo i.c.v. de L-NAME seguida da administracdo de insulina i.c.v.
permanece ainda desconhecida, podemos sugerir que um dos gatilhos responsaveis pela
sinalizacdo eferente da insulina no SNC possa ser de natureza nitrérgica.

Palavras Chaves: Sistema nervoso central, intracerebroventricular, insulina, L-NAME,

natriurese, 6xido nitrico.
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SUMMARY

In the present study, we investigated the effects of acute intracerebroventricular (icv)
insulin administration on central mechanisms regulating urinary sodium excretion in
simultaneously ~ centrally =~ N-nitro-L-arginine ~ methylester ~ (L-NAME)-injected
unanesthetized rats. Male Wistar-Hannover rats were randomly assigned to one of five
groups: a) icv 0.15 M NaCl-injected rats (control, N = 10), b) icv dose-response (1.26, 12.6
and 126 ng/3 pL) insulin-injected rats (N = 10), ¢) rats icv injected with 60 ug L-NAME in
combination with NaCl (N = 10) or d) with insulin (N = 10), and e) subcutaneously insulin-
injected rats (N = 5). Centrally administered insulin produced an increase in urinary output
of sodium (NaCl: 855.6 = 85.1 A%/min; 126 ng insulin: 2055 + 310.6 A%/min; P = 0.005)
and potassium (NaCl: 460.4 £ 100 A%/min; 126 ng insulin: 669.2 + 60.8 A%/min; P =
0.025). The urinary sodium excretion response to icv 126 ng insulin microinjection was
significantly attenuated by combined administration of L-NAME (126 ng insulin: 1935 +
258.3 A%/min; L-NAME + 126 ng insulin: 582.3 + 69.6 A%/min; P = 0.01). Insulin-
induced natriuresis occurred by increasing post-proximal sodium excretion, despite an
unchanged glomerular filtration rate. Although the rationale for decreased urinary sodium
excretion induced by combined icv L-NAME and insulin administration is unknown, it is
tempting to suggest that perhaps one of the efferent signals triggered by insulin in the CNS
may be nitrergic in nature.

Key words: Central nervous system; Intracerebroventricular; Nitric oxide inhibition;

Insulin; Natriuresis.

XV



1-INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem sido observado um grande progresso referente a
compreensdo dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na manutencdo do equilibrio
energético e hidroeletrolitico, bem como, um melhor entendimento dos fatores que
potencialmente geram alteragdes destes equilibrios (WILLIAMS et al, 2009; GALGANI &
RAVUSSIN, 2008).

A manutengdo de um meio interno relativamente estavel (Claude Bernard, 1870) é
assegurada por interagdes bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais; desenvolvidas ao
longo da evolu¢dao. Excluindo-se o mecanismo da sede, a homeostasia da agua e dos
eletrolitos, no homem, ¢ realizada quase exclusivamente por mudangas no volume e
na ]Jcomposicao da urina. Em mamiferos, o hipotdlamo, localizado ventralmente na regido
diencefilica, desempenha fun¢do homeostatica sobre a regulacdo da temperatura corporal,
do sistema cardiovascular, de fungdes viscerais € comportamentais, tais como: ingestao de
agua e alimentos, sexual e maternal, assegurando a sobrevivéncia da espécie. (SWANSON

& SAWCHENKO, 1983; KEESEY et al, 2008; COOPER, 2008).

O reconhecimento de complexa interacdo existente entre sistema nervoso central e
atividade de numerosos 6rgaos envolvidos na homeostasia da geracdo de energia, tem sido
intensificado desde a década de 90 (WOODS & D’ALESSIO, 2008). Entretanto, deve-se a
Claude Bernard (1849) a observagdo da fun¢do regulatoria do “agucar do sangue” através
do sistema nervoso central (COOPER et al, 2008) e ANAND & BROBECK (1951)
identificaram pequenas areas bem localizadas no hipotdlamo lateral. A destruicdo bilateral

destas areas ¢ seguida por uma auséncia completa da alimentagdo espontanea.

A homeostase energética ¢ mantida por meio de um sistema neuro humoral
integrado que minimiza o impacto de flutuagdes a curto prazo do balango energético no
tecido adiposo. Elementos essenciais para o controle deste sistema incluem hormodnios
secretados proporcionais a adiposidade corporal (leptina, insulina e resistina) e algumas
moléculas sinalizadoras do sistema nervoso central (SNC) nas quais estes hormonios

atuam. Estas moléculas sinalizadoras devem exercer efeitos potentes e unidirecionais no



balango energético em resposta a alteragdes da gordura corporal (WOODS et al, 1979;

STEPPAN et al, 2001).

Um crescente interesse ao controle hormonal da homeostasia tem sido direcionado
ao estudo do diabetes mellitus tipo 2. A sua importancia ¢ relevante, pois suas principais
complicagdes a colocam como a principal causa de cegueira, insuficiéncia renal cronica e
amputacdo de membros inferiores pelo menos em paises desenvolvidos (KOPELMAN &
HITMAN, 1998). E também um problema de satde ptblica, com desafios epidemioldgicos
consideraveis (LAWAL, 2008).

A associacdo do diabetes mellitus e obesidade ¢é corroborada por dados
epidemiologicos (LUCAS et al, 1985; MODAN et al, 1985) mostrando que niveis elevados
de insulina, bem como resisténcia ao seu efeito no metabolismo da glicose, tém sido
relacionados com hipertensdo arterial em modelos humanos e animais. O efeito periférico
renal da insulina tem sido relacionado a reducdo da excrecdo urinaria de sodio e esta a uma
elevacao persistente da pressao arterial (MONDON & REAVEN, 1988; SHEN et al, 1988;
GONTIJO & MUSCELLI, 1996). Estas acdes mostram uma estreita associagdo entre
funcdo renal e a acdo da insulina quanto ao controle da pressdo arterial e do metabolismo
hidroeletrolitico (DEFRONZO et al, 1975; LUCAS et al, 1985; MODAN et al, 1985). A
ocorréncia de hipertensao arterial, obesidade e intolerancia a glicose, no diabetes mellitus

tipo 2, ¢ comumente associada a um mesmo mecanismo patogenético (MODAN, 1985).

O efeito da insulina sobre a excrecao urinaria de sodio, em individuos normais, foi
mostrado em varios trabalhos. Em alguns estudos, foi demonstrada acdo antinatriurética
tubular renal em homens (DEFRONZO et al, 1975) associada a elevagdo de transporte de
fosfato tubular distal em estudos de micropuntura em caes (DEFRONZO et al, 1976),
enquanto outros estudos demonstraram que a presenca de insulina luminal estimula o
transporte de so6dio nos segmentos proximais do néfron isolado de coelho (BAUM, 1987)
em decorréncia ao aumenta da reabsor¢do de cloreto nos segmentos espessados da alga de
Henle em ratos (KIRCHNER, 1988). Estudos utilizando clamp euglicémico em individuos
normais mostraram antinatriurese dose-resposta sem alteracdo da filtracdo glomerular

(ROCCHIN et al, 1989; GANS et al, 1991).
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Apds administragdo periférica da insulina foi observado efeito antinatriurético
reduzido da ag¢do da insulina em individuos normotensos comparados com hipertensos
(QUINONES-GALVAN & FERRANNINI, 1997). GONTIJO & MUSCELLI, 1996,
mostraram hipoglicemia associada a redugdo consideravel da excre¢do tubular renal de
sodio insulina-estimulada em pacientes hipertensos em relagdo aos normotensos, durante o

GTT oral.

Como a insulina apresenta efeito direto no transporte celular idnico (MOORE,
1983), especula-se que o efeito da insulina sobre a excre¢do renal de soédio seja

provavelmente devido a sua a¢do tubular direta (SKOTT et al, 1989).

Varios estudos sugerem que o efeito antinatriurético da insulina seja, em parte,
secundario a ativacdo do co-transporte soédio-glicose ao nivel do tibulo contornado
proximal e da atividade Na/KATPase ao longo de todo néfron (DeFRONZO et al, 1975;
1976, 1992; QUINONES-GALVAN & FERRANNINI, 1997; STENVINKEL et al, 1997).

Quanto a agdo central da insulina, estudos pioneiros realizados no SNC
estabeleceram um axioma de que a insulina ndo poderia ser requerida na utilizagao central
da glicose por acreditarem que a insulina ndo pudesse atravessar a barreira
hematoencefalica (CRONE, 1965). Até recentemente, o SNC ndo era considerado como
tecido insulina-dependente. Observagdes de que a insulina poderia atravessar a barreira
hematoencefalica foram descritas na década de 60 ¢ 70 (MARGOLIS & ALTSZULER,
1967), sendo seus receptores identificados, bem como sua extensa distribui¢do ao nivel

deste tecido (HAVRANKOVA et al, 1978).

Posteriormente, foi identificada em cérebros de animais a presenca de receptores e
de concentragdes de insulina questionando da possibilidade da insulina ser sintetizada e
liberada no SNC, com efeitos no comportamento da ingestdo de alimentos e na regulagdo

central das fungdes autonomicas (HAVRANKOVA' et al, 1978),

A administragdo central da insulina em doses baixas ou a¢do endogena reduz a
ingestao e perda de peso. Em contraste, a administracao de anticorpos anti-insulina aumenta

a ingestao e o ganho de peso (SCHWARTZ et al, 1992).
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A administracdo exdgena de insulina (através da artéria cardtida, do liquido
cerebroespinhal ou parénquima cerebral) promove efeitos no SNC que desencadeiam uma
hipoglicemia periférica, neuralmente mediada (CHOWERS et al, 1968, SZABO &
SZABO, 1972; SZABO & SZABO, 1975) bem como alteragcdes na hemodinamica renal e
no balango hidroeletrolitico (AGARWALA & BAPAT, 1977).

Experimentalmente, a insulina injetada aguda e centralmente promoveu natriurese
neuralmente mediada, abolida pela desnervagdo renal bilateral (MICHELOTTO et al,
2002), e pela administragdo cerebrovascular de estreptozotocina (MACEDO et al, 2003).
Efeito semelhante foi observado nos animais centralmente tratados com insulina i.c.v. por
tempo prolongado, promovendo também uma elevagdo da excrecao renal de sodio
(MENEGON et al, 2007). Outros estudos também evidenciaram natriurese neuralmente
mediada: a inje¢do de insulina na area periventricular promoveu redug¢do da atividade
eferente dos nervos simpaticos periféricos, abolida apo6s destruicdo dos neurdnios com a
injecdo de dacido cainico (SAKAGUCHI & BRAY, 1987); a injecao de carbacol e
norepinefrina na area de septal, hipotdlamo anterior lateral, orgdo subfornical e por¢do
anterior do terceiro ventriculo pode promover natriurese tubular (COVIAN et al, 1975;

SAUTER et al, 1983; GONTIIO et al, 1992).

Por outro lado, SHANKAR et al, 1998 mostraram que a administracao
intracerebroventricular aguda de inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS), resultou em uma
marcada resisténcia insulinica, hiperglicemia, secre¢do deficiente de insulina e hipertensdo

arterial.

O oxido nitrico (NO) um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, constitui um dos
mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares. Este radical ¢ produzido a
partir da L-arginina, por uma reacdo mediada pela enzima oxido nitrico sintase (NOS)
constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS). Est4d envolvido no relaxamento vascular e tem
um papel de grande importadncia na protecdo do vaso sangiiineo. Possui funcdo como

mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais (DUSSE et al, 2003).

Todas as isoformas da enzima 6xido nitrico sintase podem ser inibidas por analogos

da arginina N-substitutas, como a N°-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-L-
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ornitina (L-NIO), N®-amino-L-arginina (L-NAA), Nnitro-L-arginina (L-NA) e o metil
éster correspondente, o NYnitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME). Estes analogos
competem com a L-arginina e agem como inibidores estéreos especificos da NOS
(MONCADA et al, 1991). Além destes inibidores, a aminoguanidina ¢ também capaz de
inibir a NOS e apresenta uma relativa seletividade para i-NOS (SZABO, 1995).

O NO produzido pelas células endoteliais tem um papel essencial no processo de
relaxamento do vaso sangiiineo (BUSCONI & MICHEL, 1993). O NO resultante da
ativagdo da i-NOS possui agdo citotoxica e citostatica, promovendo a destrui¢do de

microrganismos, parasitas e células tumorais (JAMES, 1995; MONCADA et al, 1991).

Evidéncias consideraveis admitem que o NO pode contribuir para algumas
condic¢des patologicas, como asma (HAMID et al, 1993), artrite reumatoide (SAKURALI et
al, 1995), lesoes ateroscleroticas (BUTTERY et al, 1996), tuberculose (NICHOLSON et al,
1996), esclerose multipla (BAGASRA et al, 1995), Alzheimer (VODOVOTZ et al, 1996) e
gastrite induzida por Helicobacter pylori (MANNICK et al, 1996).

A inje¢do in bolus intravenoso de 100 mg N°-monometil-L-arginina (L-NMA) eleva
a excrecdo tubular renal de sodio, enquanto que injecdo in bolus intravenoso de 10 mg de
NO-Nitro-L-arginina metilester (L-NAME) ndo alterou a natriurese (BAYLIS et al, 1990).
Em cultura de células, o 6xido nitrico inibiu o transporte tubular renal de sodio diretamente
na cortical do ducto coletor (STOOS et al, 1991). A inibigdo da NOS reduziu o fluxo
plasmatico da papila renal, e estas alteragdes hemodinadmicas intrarenais poderiam ter uma
acdo importante como mediadora no manuseio tubular renal do soédio induzidas pelo L-
NAME. (MATTSON et al, 1992). Resposta antinatriurética, sem alteragao da pressao
arterial, fluxo plasmatico renal e filtragdo glomerular foi observada em animais recebendo
Img/kg/min de L-NAME parenteral. Entretanto a infusdo parenteral de 50 mg/kg/min
elevou a pressdo arterial associada com uma queda do fluxo plasmatico renal e da filtragdo

glomerular com excre¢do tubular renal de sodio inalterada (LAHERA et al, 1991).

A inibi¢do da NOS, em ratos, pela administragdo oral prolongada de L-NAME
promoveu elevacao da pressdo arterial associada a elevagcdo da excre¢do renal tubular de

sodio, apesar da reducdo da filtragdo glomerular (GRANGER, 1986; MATTSON et al,
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1992). Em outro estudo, a elevacdo da pressdo arterial apos a inibicdo endovenosa
prolongada da NOS, pode ser parcialmente mediada pela atividade da enervacdo renal,
havendo atenuagdo da hipertensdo arterial induzida por L-NAME apods desnervacao renal
bilateral, por promover redugdes adicionais da reabsor¢do de sodio nos segmentos poOs-
proximais de néfrons (XAVIER et al, 2000). A administracdo parenteral de inibidores da
NOS aumentou a atividade do nervo simpatico renal, a seccdo medula espinal aboliu este

efeito (SAKUMA et al, 1992).

A injecdo de inibidores da NOS na cisterna magna (TOGASHI et al, 1992), no
nicleo do trato solitirio (HARADA et al, 1993) e na medula rostral ventrolateral
(SHAPOVAL et al, 1991) promoveram elevagdo da pressao arterial e da atividade do nervo

simpatico renal.

A inibi¢dao da enzima 6xido nitrico sintase com doses baixas de L-NAME em ratos
com rins intactos, promoveu elevacdo da diurese-pressorica, abolida em ratos com
desnervacgao renal bilateral. O efeito natriurético do L-NAME em ratos enervados pode ser
atribuido a inibi¢cdo do tonus simpatico secundario a elevacao da pressao arterial. A inibigao
da enzima oOxido nitrico sintase com doses elevadas de L-NAME aboliu a diurese-

pressorica independente da enervacgao renal (MADRID et al, 1998).

Foi sugerido que uma provavel rota central NO-dependente possa controlar a agao
de insulina na funcdo renal e este sistema poderia estar relacionado também com as

alteragdes do circuito da insulina cerebral (BAYLIS et al, 1990).

HEIDENREICH et al, 1988 ¢ LANSDSBERG & KRIEGER, 1989, mostraram
experimentalmente, que o cérebro nao responde a doses elevadas de insulina, enquanto
CHOWERS et al, 1966 ¢ KUO et al, 1993, mostraram que doses elevadas de insulina i.c.v.
ndo alteraram o nivel de glicose no liquor, sustentando a hipdtese de que o efeito de
insulina i.c.v. ndo foi mediado por privagdo de glicose. Foi mostrado também que a insulina
central pode levar a reducdo da glicemia com insulinemia inalterada, podendo ser o

responsavel por mudangas provocadas pela insulina no SNC sobre o metabolismo da

glicose (MICHELOTTO et al, 2002 ¢ FURLAN et al, 2003, MACEDO et al, 2003). Estes

21



achados notaveis sugerem que uma via nitrérgica também possa modular mecanismos de

sinalizagdo de insulina.

A natriurese promovida pela insulina ¢ atenuada apds tratamento prévio dos animais
pela administragdo sistémica de L-NAME. Este achado ¢ pelo menos em parte, relacionado
as mudangas no SNC via neural dependente do 6xido nitrico, sugerindo ser a via nitrérgica

moduladora do sinal neural eferente renal (FURLAN et al, 2003).

As escassas informagdes, sobre o mecanismo neural mediador dos efeitos da
administracao de insulina i.c.v. no manuseio renal de so6dio nos ratos, coloca a insulina
como precursores de neuropeptideo que possivelmente interagem com o sistema nitrérgico.

Como hipotese, foi sugerida que a agdo de insulina no SNC pode ser modulada pelo
oxido nitrico através da atividade da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) alterando a
excrecdo urinaria de sodio. Para testar esta hipotese, foram investigados os efeitos da
insulina i.c.v. aguda nos mecanismos centrais responsaveis pela regulagdo da excrecao
urinaria sodio em ratos apos injecdo central simultdnea de insulina ap6s administracao

prévia de L-NAME em ratos nao anestesiado em relagdo ao grupo de controle relacionado.
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2-OBJETIVOS
GERAL

Avaliar se a acao da insulina no SNC pode ser modulada pelo 6xido nitrico através
da atividade da enzima oOxido nitrico sintase (NOS) sobre a fungdo renal, apos

administracdo i.c.v. de isulina e L-NAME no ventriculo lateral direito de ratos integros.
ESPECIFICOS

Estudar os efeitos dose-resposta de insulina ou L-NAME administrados i.c.v. no

ventriculo lateral direito sobre a filtragdo glomerular e manuseio tubular renal de sodio.

Estudar os efeitos dose-resposta da administragdo prévia de L-NAME i.c.v. seguida
da administragao de dose elevada de insulina i.c.v. no ventriculo lateral direito sobre a

filtracao glomerular e manuseio tubular renalde sodio.
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3-MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados nos experimentos ratos machos Wistar-Hannover procedentes do
Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas-SP, com peso variando entre
250 a 320 gramas e idade entre 10 e 12 semanas. Os animais permaneceram no laboratorio
até¢ a implantacdo das canulas em gaiolas coletivas com até 5 animais, com livre acesso a
ingestdo solida de racdo para ratos LABINA (Purina) e 4gua em sala com temperatura

ambiente.
Manipulac¢io cirurgica
Cirurgia para implante da cinula intracerebroventricular

Para a confecgdo das canulas externas foram utilizadas canulas metélicas (Ibras S.A,
Campinas — SP) com diametro externo de 0.9 mm e didmetro interno de 0.6 mm, com 15
mm no seu comprimento total. Uma agulha de Mizzy - canula de infusdo — e um obturador,

com comprimento de 16 mm foram também utilizados.

Apdés uma noite em jejum, os animais submetidos ao implante de cénula
intracerebroventricular foram anestesiados com pentobarbital sodico na dose de 10
mg/100g de peso (Cristalia Lab., S.P., Brasil) via intraperitonial e colocados em aparelho

estereotaxico (Stoelting Co, Modelo 234, USA).

A coordenada vertical foi posicionada a 90° do plano horizontal. Os animais foram
posicionados apropriadamente no aparelho mediante prendedores acoplados a cabeca e ao
focinho. Apos antissepsia, uma incisdo na linha média do escalpo foi realizada de maneira a
obter exposicao da sutura sagital. O peridsteo foi aberto e refletido do campo cirtirgico. As
coordenadas anteroposterior, lateral e dorsoventral para acesso da canula no ventriculo
cerebral lateral direito foram determinadas pelo Atlas de Pellegrino e seus valores foram:
-0,2 mm; 1,5 mm e 2,8 mm, respectivamente. O bregma foi usado como ponto de
referéncia, procedendo-se a trepanacdo do cranio junto ao osso frontal, na jungdo das

coordenadas lateral e anteroposterior (Figura 1).
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Cuidados especiais foram tomados de maneira a se evitar lesdes de estruturas
vasculares e de parénquima cerebral. Trés outros orificios foram posteriormente abertos ao
redor do orificio central, sendo neles colocados parafusos de aco inoxidavel. A canula
externa foi posicionada no orificio central e abaixada cuidadosamente até o ponto exato da

coordenada dorsoventral.

Canula

. Nicleo Nicleo Nilcleo
. Ventriculo . y I | Dorsomedial D Ventromedial - Arqueado do
Lateral entriculo do Hipotalamo do Hipotalamo Hipotalamo

Figura 1: Corte frontal do encéfalo de rato de 250q (10 a 12 semanas)

(A Stereotaxic Atlas of the Rat Brain, Louis Pellegrino, Plenum Press 1979, USA)

A canula foi fixada ao cranio utilizando-se cimento acrilico (Acrilico polimerizavel.
Jet, Brasil), apds a obtencdo de conveniente e desejavel hemostasia (SHANKAR et al,
1998). Apos a polimerizagdo do cimento, com consequente fixacdo segura da canula, a
canula foi liberada do brago do aparelho estereotdxico e uma guia foi inserida dentro da

canula externa.

Os animais foram retirados e colocados em caixas aquecidas, para se evitar

hipotermia, até a completa recuperagdo. Posteriormente foram alojados, nas mesmas

25



condi¢des iniciais, por 6 dias. Os cuidados didrios foram rigorosamente seguidos, de
maneira que fossem evitados acidentes como mau posicionamento ou obstrucao da canula,

avulsao do cimento acrilico e infecgoes.
Consideracoes gerais

Em todos os animais procedeu-se a administracdo por gavagem de 60 wmol de
LiCl/100g peso, cerca de 14 horas antes dos testes renais. Apds 1 noite de jejum, cada
animal recebeu uma sobrecarga hidrica de agua potavel em volume correspondente a 5% de
seu peso corporal, ndo se excedendo, entretanto, volume superior a 15 ml. Uma segunda
sobrecarga, ap6s cuidadoso esvaziamento vesical, com o mesmo volume, foi administrada
uma hora apds. Os animais foram subsequentemente mantidos em gaiolas metabdlicas
individuais. Em todos os experimentos, um periodo de 30 minutos apds a segunda

gavagem, foi considerado.

Ap0s esses procedimentos, a urina eliminada espontaneamente passava por um funil
localizado na parte inferior da gaiola e era coletada em tubos graduados por periodos de
tempo previamente estabelecidos. A seguir, apds mensuragdao do volume obtido, a urina era
acondicionada em tubos de vidro, que eram sistematicamente colocados em recipiente com

gelo moido.

As injecdes i.c.v. tinham volume de 3 pl. Todas as dilui¢cdes foram realizadas com
solucdo salina de 0.15 M de NaCl. Utilizou-se insulina regular (100 U/ml, Biobrés, Brasil)
e N®nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (25g, Sigma, St Louis, USA).

Ao final dos experimentos, os animais eram anestesiados mediante inala¢ao de
vapor de éter etilico e as amostras de sangue foram obtidas por pung¢do cardiaca direta, apos
ampla e rapida abertura da cavidade toracica mediante disseccdo romba. Imediatamente
procedia-se a centrifugacdo do sangue colhido. As varias amostras de plasma e urina foram

mantidas hermeticamente fechadas em refrigerador com temperatura minima de —50 °C.

O rim esquerdo era entdo excisado para posterior avaliagdo ponderal, bem como

para observacao direta de alteracdes patoldgicas macroscopicas.
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Grupos de experimentos

Os ratos foram aleatoriamente separados em 2 grupos:

1-CONTROLE

1.1-Controle (C): inje¢do i.c.v. de 0.15 M de NaCl em ratos (n = 37) em volume de 3pul.
2-EXPERIMENTAL:

2.1-Injecdo i.c.v. de dose-resposta de insulina em ratos: 1.26 ng (n=12); 12.6 ng(n=10) e

126 ng (n = 15) de insulina regular em um volume de 3 pl.

2.2-Injecdo i.c.v. de dose-resposta de L-NAME em ratos: 60 pg (n = 6) e 600 pg (n = 10)
de L-NAME em um volume de 3pul.

2.3-Injecao i.c.v. de L-NAME 60 pg (n = 8) e 600 pg (n = 11) em volume de 3ul, 10

minutos antes da injecdo i.c.v. de 126 ng de insulina regular em volume de 3pl.

Os diversos protocolos realizados foram separados nos grupos denominados: A, B e
C. Em todos os experimentos foram sempre considerados 2 grupos de animais: grupo
controle e grupo experimental. O periodo de 30 minutos ap6s a segunda sobrecarga hidrica,
denominado periodo controle, antecedeu qualquer procedimento. Em todos os protocolos
foram considerados 4 periodos experimentais, de 30 minutos cada, com coletas de urina aos

30, 60, 90 e 120 minutos.
Desenho Experimental A

O desenho experimental A foi realizado com a finalidade de estudar o

comportamento da curva dose-resposta de insulina administrada i.c.v. em ratos intactos.
Protocolo 1 — Insulina i.c.v.

Apos as sobrecargas hidricas, para o grupo controle foi injetado um volume de 3 pl

de salina 0,9% e para o grupo experimental foram injetadas, dose baixa (1.26 ng i.c.v.),
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dose média (12.6 ng i.c.v.) e dose alta (126 ng i.c.v.) de insulina regular em volume de 3 pl
de salina 0.9% (SHANKAR et al, 1998).
Protocolo 1 | C = solugdo salina 0.9% i.c.v.

1* SCH 2* SCH

| | | | |
-90 -30 0 30 90

minutos

E = Insulina 1.26; 12.6 ¢ 126 ng i.c.v. |

|
120

Desenho Experimental B

O desenho experimental B foi realizado com a finalidade de estudar o

comportamento da curva dose-resposta de L-NAME i.c.v. em ratos intactos.
Protocolo 2 — L-NAME i.c.v.

Apbs as sobrecargas hidricas, para o grupo controle foi injetado um volume de 3ul
de salina 0,9% e para o grupo experimental foram injetadas, dose baixa (60 pug
i.c.v.) e dose alta (600 g i.c.v.) de L-NAME (LIU et al, 1998) e dose alta (126 ng
i.c.v.) de insulina regular, respectivamente, dissolvidos em um volume de 3 pl de

salina 0.9%.

Protocolo 2 C = solugdo salina E =L-NAME 60 ¢ 600 ng
0.9% i.c.v 1.c.v. e insulina 126 ng i.c.v.
1* SCH 2* SCH
[ [ [ [ [ I
-90 -30 0 30 60 90 120
Minutos

Desenho experimental C

O desenho experimental C foi realizado com a finalidade de estudar o
comportamento da curva resposta de insulina apds prévia administragdo de L-NAME
intracerebroventricular em ratos intactos. O protocolo 3 corresponde a esse desenho

experimental, considerou-se, com finalidade operacional, um periodo de 10 minutos entre o
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final do periodo controle e do periodo experimental apds prévia administracdo de L-NAME
intracerebroventricular em ratos intactos € o inicio do periodo experimental apds
administracao de insulina intracerebroventricular em ratos intactos, recebendo um volume
total de inje¢do de 3 pl. Ao final do periodo controle (tempo zero) os animais do grupo
controle receberam solucao salina 0,9%, enquanto os do grupo experimental receberam L-

NAME. Ao final de 10 minutos iniciava-se a inje¢do de insulina no grupo experimental.
Protocolo 3 - L-NAME 60-600 pg + Insulina 126 ng

Apos as sobrecargas hidricas, para o grupo controle foi injetado, salina 0.9% i.c.v.
para o C (Controle) em um volume de 3 pl e para o grupo experimental foi injetado dose
baixa (60 pgi.c.v.) e com dose alta (600 pg i.c.v.) de L-NAME em um volume de 3 pl. 10
minutos ap6s foi injetado dose alta (126 ng i.c.v.) de insulina regular em um volume de 3

ul, respectivamente.

Protocolo 3 | C=Solugdo Salina 0.9% i.c.v. E = insulina 126 ng i.c.v.
E=L-NAME 60 e 600 ugi.c.v.
1* SCH 2* SCH
[ I [ I I I
-90 -30 0 10 40 70 100 130
minutos
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Parametros analisados

Para analise dos dados, foi calculada a média aritmética dos valores obtidos em cada
um dos intervalos dos respectivos periodos. Esta média foi entdo comparada aos valores
correspondentes no mesmo periodo entre todos os outros grupos. Todos os pardmetros da

funcdo renal foram calculados em relacdo a 100g do peso corporal do animal.

Volume minuto urinario: V’
O V' coletado no periodo foi dividido por 30. Os resultados obtidos em pl/min/100g

sdo expressos como A de V'.

Filtracao Glomerular: RFG

A medicao foi realizada pelo clearance de creatinina pelo método do picrato alcalino,
segundo a técnica de Jaffé¢, com leitura final em espectrofotdmetro (Micronal, NV 260.

Brasil). O clearance de creatinina foi calculado segundo a féormula :

UV

RFG=———
PCr
Onde,
Ue = concentragdo de creatinina na urina em mg/dl
Pc: = concentragdo de creatinina no plasma em mg/dl
V’ = volume urindrio em pl/min.

Os resultados obtidos em pl/min/100g sdo expressos como A da FG.

Fracao de excrecao de sédio : FEn,
A fracdo de excregdo de sddio foi calculada segundo a formula :

. U Ng X 4

Na — pNgxCCr

FE x100

Onde,
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Una = concentragdo de sddio na urina em mEq/1
V’ = volume urindrio em pl/min.
Pna = concentragdo de sddio no plasma em mEq/1

Cer = clearance de creatinina 100=conversdo a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem sao expressos como A da FEy..

Fracao de excrecio de potassio: FEx.
A fragdo de excrecdo de potassio foi calculada segundo a formula:
_ UgX 4

FE , =
K PK xcCCr

%100

Onde,

Uk = concentragdo de potassio no filtrado glomerular em mEq/1

V’ = volume urinario em pl/min.
Px = concentrag@o de potdssio no plasma em mEq/1
Ce = clearance de creatinina

100 = conversdo a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem sao expressos em A da FEx.

Fracao de excreciao proximal de sodio: FEPy,

A fragdo de excregdo proximal de sddio foi calculada pela formula,

CLi

FEPNa = x100
C

Cr

Onde,

Cu = clearance de litio em pl/min.
Cer = clearance de creatinina em Ul/min.

100 = conversdo a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem sdo expressos em A da FEPx,.
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Fracao de excreciao pos-proximal de sédio: FEPPy,

A fracdo de excregao pds-proximal de sodio foi calculada pela formula,

CNa

FEPPNa = %100

CLi

Onde,

Cna = clearance de sodio em pl/min.
Cu = clearance de litio em pl/min.

100 = conversdo a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem sao expressos como A da FEPPy,.
Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados das curvas foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas. Quando os resultados foram significantes, o teste de
contraste de Bonferroni foi utilizado para determinar a extensdo das diferengas. Um valor

de p<0.05 foi considerado para indicar diferenca significativa.
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4-RESULTADOS
4.1-Massa corporal

A massa corporal dos animais no inicio dos experimentos, apresentada na Tabela 7 do
Anexo 1. Para efeito de calculo dos varios pardmetros normalizou-se os valores das massas

corporais dos animais dividindo por 100.
4.2-Resultados do desenho experimental A

Os resultados do desenho experimental A, expresso como diferenga percentual (A)
em A%, em relacdo ao Controle, sdo apresentados nas Tabelas 1 (Anexo 1) e nas Figuras 2-
3. A analise estatistica entre os periodos, aos 30, 60, 90 e 120 minutos, foi realizada pelo
teste de andlise de variancia (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-

se o teste de contraste de Bonferroni para a discriminacao das diferencas.

Os resultados do desenho experimental A, expresso como Area Total Sob a Curva
(TAUC) em A%.min, em relacdo ao Controle, sdo apresentados na Tabela 2 (Anexo 1) e
nas Figuras 2-3. A andlise estatistica entre grupos foi realizada pelo teste de analise de
variancia (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-se o teste de

contraste de Bonferroni para a discriminagao das diferengas.
4.2.1-Protocolo 1 — Insulina i.c.v.
Os resultados dos parametros iniciais encontram-se nas Tabelas 1 € 2 do Anexo 1.
4.2.1.1-Volume urinario minuto (V’) — diferenca percentual em A%.

Na Figura 2, as médias * erro padrao das médias (X + EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo Controle i.c.v. foram: 86.7 + 10.1; 136.1 £ 17.5; 108.9 £ 19 ¢
44.1 £21.5 A%, para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram: 77.3 £ 14.7; 144.1 £ 22.9; 154.5
+ 28.8 e 88.4 = 50.7 A%, para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram: 75.6 £ 11.8; 196.2 £
50.1; 187.3 £ 71.5 € 92.8 = 75.3 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 137.2 *
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26.1; 182.2 £ 28.9; 58.1 £23.9 ¢ -11.8 £ 15.7 A%. Os resultados nao foram considerados

significativos para p<0.05.
4.2.1.2-Volume minuto urinario (V’) - Area Total Sob a Curva em A%.min.

Na Figura 2, as para os grupos Controle e insulina 1.26; 12.6 e 126 ng foram: 610.3 *
49.6; 681.4 £ 79.1; 767.6 £ 160.1 e 602.9 + 52.6 A%.min, respectivamente. O resultado nao

foi considerado significativo para p<0.05.
4.2.1.3-Filtracao glomerular (FG) - Diferenca percentual em A%.

Na figura 2, as médiasterro padrao das médias (X*EPM) referentes aos 30, 60, 90 e
120 minutos, para o grupo Controle foram: 8.3 +4.8;9.2+4.2;3.5+5.6 ¢ -7.9 £ 6.9 A%,
para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram 14.1 £6.9; 1.1 £4.3; 8.1 £ 6.3 ¢ -10.5 + 14.8 A%,
para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram 4.4 + 6.5; 15 £ 6.8; 8 £ 10.3 ¢ -18.7 £ 9.8A% ¢
para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram 19.3 £ 8.4;32.2+ 10.1; 18.2 £ 7.8 € 25.9 £ 16.3A
%. Os resultados foram considerados significativos pelo teste de Bonferroni (p<0.05) aos

60 minutos.

Aos 60 minutos

FG insulina 126 ng > FG Controle e insulina 12.6 ng

4.2.1.4-Filtracao glomerular (FG) - Area Total Sob a Curva em A%.min.

Na figura 2, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) para os grupos Controle;
insulina 1.26; 12.6 e 126 ng intracerebroventricular foram: 312.9 £ 11.7; 311.0 £
17.1;315.8 £ 17.6 € 372.9 £ 25.4 A%.min, respectivamente. O resultado nao foi

considerado significativo (p<0.05).
4.2.1.5-Fracao de Excreciao de Sédio (FEx,) - Diferenca percentual em A%.

Na figura 2, as médias * erro padrdo das médias (X £ EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo Controle i.c.v. foram: 67.1 £ 18.6; 191.1 £35.9; 177.1 £31.9 ¢
307.9 = 120.1 A%, para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram 68.8 + 41.1; 270.5 + 113.4;
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371.8 £ 137.1 e 424.4 £ 111.1 A%, para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram 96.5 £ 55.7;
253.4 £ 145.1; 344.6 £ 151.1 e 1030.6 + 773.2 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v.
foram 138.3 £ 49; 447.4 + 97.8; 713.1 £ 214.5 ¢ 1050.9 £ 252.9 A%. Os resultados foram

considerados significativos pelo teste de Bonferroni (p<<0.05) aos 60 e 90 minutos.

Aos 60 e 90 minutos

FEn. insulina 126 ng > FEx, Controle

4.2.1.6-Fracao de Excrecao de Sédio (FEx,) - Area Total Sob a Curva em A

% .min.

Na figura 2, as médias * erro padrdo das médias (X £ EPM) para os grupos Controle;
insulina 1.26; 12.6 e 126 ng intracerebroventricular foram: 855.6 + 115.3; 1189.9 + 308.9;
1461.6 £ 593.6 ¢ 2054.9 £ 211.5 A%.min, respectivamente. O resultado foi considerado

significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) para a insulina 126 ng

intracerebroventricular em relacao ao Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle

4.2.1.7-Fracao de Excre¢cao Proximal de Sodio (FEPy,) — Diferenca percentual

em A%.

Na figura 3, as médias * erro padrao das médias (X = EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo Controle i.c.v. foram: 50.2 = 12.6; 84.6 £ 15.6; 93.5 £ 17.8 ¢
108.3 + 18.6 A%, para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram: 55.7 + 25.5; 144.3 *+ 44.9;
154.1 £51.2 ¢ 207.4 £ 82.6 A%, para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram: 18.7 £ 9.5; 60.2
+ 18.1; 58.6 £ 8.4 ¢ 118.6 £ 47.6 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 83.4 *
28.7; 89.1 £ 17.6; 106.3 £ 20.1 e 115.5 £ 30.3 A%. Os resultados nao foram considerados

significativos para p<0.05.

4.2.1.8-Fracio de Excrecio Proximal de Sédio (FEPy,) - Area Total Sob a Curva

em A%.min.
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Na figura 3, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) para o grupo Controle,
insulina 1.26; 12.6 e 126 ng intracerebroventricular foram: 557.4+44.4; 729.8+130.5;

487.4126.0 e 594.6158.4 A%.min, respectivamente. O resultado ndo foi considerado

significativo para p<0.05.

4.2.1.9-Fracao de Excrecao Pos-proximal de Sodio (FEPPy,) — Diferenca

percentual em A%.

Na figura 3, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo Controle i.c.v. foram: 6.1 + 8.5; 59.9 £ 26.8; 40.4 £ 16.9 ¢ 38.1
+ 16.5 A%, para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram: 43.3 + 38.3; 89.6 + 54.8; 109.5 +
65.1 e 137.1 £ 58.7A%, para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram: 70.3 £ 51.5; 82.4 £ 61.1;
146.1 £ 78.7 € 192.3 £ 116.4 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 21.9 + 24.1;
137.3 + 47.3; 187.7 + 84.6 ¢ 275.1 * 85.5A%. Os resultados foram considerados

significativos pelo teste de Bonferroni (p<0.05) aos 120 minutos.

Aos 120 minutos

FEPPy, insulina 126 ng > FEPPy, Controle

4.2.1.10-Fraciio de Excre¢iio Pos-proximal de Sédio (FEPPy,) - Area Total Sob a

Curva em A%.min.

Na figura 3 as médias * erro padrao das médias (X = EPM) para o grupo Controle;
insulina 1.26; 12.6 e 126 ng intracereventricular foram: 422.5 + 50.7; 589.3 = 76.1; 659.9 £
94.2 e 773.6 = 114.0 A%.min, respectivamente. O resultado foi considerado significativo

pelo teste de Bonferroni (p<0.05) para a insulina 126 ng intracerebroventricular em relacao

ao Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle
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4.2.1.11-Fracao de Excrecao Potassio (FEx) — Diferenca percentual em A%.

Na figura 3, as médias * erro padrdao das médias (X + EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo Controle foram: 15.5 £ 8.2; 37.4 £ 8.2; 63.5 £ 10.8 ¢ 103.5 £
20.1 A%; para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram: 27.5 £ 7.5; 85.5 £ 19.1; 85.6 + 26.4 ¢
328.2 £ 165.2 A% e para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram: 44.1 + 49.1; 70.2 £ 54.5;
97.6 £39.2;362.7 £ 226.9 A%. As X + EPM para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram 40.4
+ 14.1; 952 £ 15.6; 157.4 £ 38.2 ¢ 194.1 + 36.4 A%. Os resultados foram considerados

significativos pelo teste de Bonferroni (p<<0.05) aos 60 ¢ 90 minutos.

Aos 60 e 90 minutos

FEx insulina 126 pg > FEx Controle

4.2.1.12-Fraciao de Excrecao Potassio (FEk) - Area Total Sob a Curva em A

% .min.

Figura 3, as médias * erro padrdo das médias (X + EPM) para os grupos Controle;
insulina 1.26; 12.6 e 126 ng intracerebroventricular foram: 460.4 + 28.5; 649.0 + 100.8;
671.2 £ 1759 e 669.2 + 70.8A%.min, respectivamente. O resultado foi considerado
significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) da insulina 126 ng intracerebroventricular

em relacdo ao Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle
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Figura 2: Efeitos da microinjecdo no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) ou dose-
resposta de 1.26, 12.6 e 126 ng de insulina (E) em volume de 3ul, em ratos Wistar
Hannover na diferenca percentual em A% e na Area Total Sob a Curva (TAUC) em A
%.min no V’; FG e FEx.. Dados mostrados como média £ erro padriao da média (X *
EPM). *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).
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Figura 3: Efeitos da microinje¢do no ventriculo cerebral lateral de salina (C) ou dose-
resposta de 1.26, 12.6 e 126 ng de insulina (E) em volume de 3ul, em ratos Wistar
Hannover na diferenca percentual em A% e na Area Total Sob a Curva (TAUC) em A
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4.3-Resultados do desenho experimental B

Os resultados do desenho experimental B, expresso como diferenca percentual (A) em
A%, em relacdo ao Controle, sdo apresentados nas Tabelas 3 (Anexo 1) e nas Figuras 4-5.
A andlise estatistica entre os periodos, aos 30, 60, 90 e 120 minutos, foi realizada pelo teste
de andlise de variancia (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-se o

teste de contraste de Bonferroni para a discriminagdo das diferencas.

Os resultados do desenho experimental B, expresso como Area Total Sob a Curva
(TAUC) em A%.min, em relacdo ao Controle, sdo apresentados na Tabela 4 (Anexo 1) e
nas Figuras 4-5. A analise estatistica entre os grupos foi realizada pelo teste de anélise de
varidncia (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-se o teste de

contraste de Bonferroni para a discriminagao das diferencas.
4.3.1-Protocolo 2 — L-NAME i.c.v.
Os resultados dos pardmetros iniciais encontram-se nas Tabelas 3 e 4 do Anexo 1.
4.3.1.1-Volume urinario minuto (V’) — diferenca percentual em A%

Na Figura 4, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo Controle i.c.v. foram: 86.7 = 10.1; 136.1 + 17.5; 108.9 £ 19.1 ¢
44.1 + 21.5A%, para o grupo L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 95.4 +34.2; 153.8 + 80.7; 101.9
+92.6 € 53.6 = 99.7 A%, para o grupo L-NAME 600 pg i.c.v. foram: 61.7 = 19.5; 173.4 +
28.5; 151.1 £31.2 ¢ 82.4 + 26.1 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 137.1
26.1; 182.2 £ 28.9; 58.1 £23.9 ¢ -11.8 £ 15.7 A%. Os resultados ndo foram considerados

significativos para p<0.05.
4.3.1.2-Volume minuto urinario (V’) - Area Total Sob a Curva em A%.min.

Na Figura 4, as médias * erro padrao das médias (X = EPM) para os grupos Controle;
L-NAME 60 e 600 pg e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 610.3 + 49.6; 576.9
+ 207.9; 696.4 = 72.3 e 602.9 £ 52.6 A%.min, respectivamente. O resultado ndo foi

considerado significativo para p<0.05.
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4.3.1.3-Filtracao glomerular (FG) - Diferenca percentual em A%

Na figura 4, as médiasterro padrao das médias (XXtEPM) referentes aos 30, 60, 90 ¢
120 minutos para o grupo Controle i.c.v. foram: 8.3 £4.8;9.2+4.2;3.5+5.6e-791£69 A
%, para o grupo L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 14.9 +24.2; 28.3 £32.3;22+27.1e-2.7+
36.1A%, para o grupo L-NAME 600 pg i.c.v. foram: 23.0 £ 12.8; 17.1 £9.2; 329+ 173 ¢
0.2+ 11.1 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 19.3 + 8.4; 32.2 + 10.1; 18.2%7.8
e 25.9+16.3A%. Os resultados foram considerados significativos pelo teste de Bonferroni

(p<0.05) aos 60 minutos.

Aos 60 minutos

FG insulina 126 ng > FG Controle

4.3.1.4-Filtracao glomerular (FG) - Area Total Sob a Curva em A%.min

Na figura 4, as médias * erro padrdo das médias (X £ EPM) para os grupos Controle;
L-NAME 60 e 600 pg e insulina 126 ng foram: 312.9 £ 11.7; 293.7 £ 79.6; 362.2 + 283 ¢
3729 * 25.4 A%.min, respectivamente. O resultado ndo foi considerado significativo

(p<0.05).
4.3.1.5-Fracao de Excrec¢iao de Sddio (FEx.) - Diferenca percentual em A%

Na figura 4, as médias * erro padrdo das médias (X £ EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para grupo Controle i.c.v. foram: 67.4 = 18.6; 191.1 £35.9; 177.1 £319 ¢
307.9 £ 120.1 A%, para o grupo L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 51.4 £ 54.1; 167.1 + 146.7,
170.5 = 135.0 e 269.8 + 207.2 A%, para o grupo L-NAME 600 pg i.c.v. foram: 286.5 +
166.5;471.2 £ 212.5; 346.5 + 123.3 ¢ 584.4 £ 237.1 A% e para o grupo insulina 126 ng
i.c.v. foram 138.3 £49.1; 447.4 £ 97.8; 713.1 £ 214.5 ¢ 1050.9 £+ 252.9 A%. Os resultados

foram considerados significativos pelo teste de Bonferroni (p<<0.05) aos 60 ¢ 90 minutos.
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Aos 60 e 90 minutos

FEn. insulina 126 ng > FEx, Controle

4.3.1.6-Fracio de Excreciio de Sédio (FEx,) - Area Total Sob a Curva em A

% .min.

Na figura 4, as médias * erro padrdo das médias (X £ EPM) para os grupos Controle;
L-NAME 60 e 600 pg e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 855.6 + 115.3;
798.1 £ 110.9; 1553.1 £ 150.7 e 2054.9 £+ 211.5 A%.min, respectivamente. O resultado foi
considerado significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) para o L-NAME 60 pg em
relagdo a insulina 12.6 ng e 600 pg e insulina 12.6 pug em relagdo ao controle,

intracerebroventricularmente.

TAUC L-NAME 600 pg e insulina 126 ng > TAUC Controle

TAUC L-NAME 60 ug < TAUC insulina 126 ng

4.3.1.7-Fracao de Excre¢ao Proximal de S6dio (FEPx,) — Diferenca percentual em A
%.

Na figura 5, as médias * erro padrdo das médias (X = EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para grupo Controle i.c.v. foram: 50.2 £ 12.6; 84.6 = 15.6; 93.5 £ 17.8 ¢
108.3 = 18.6 A%, para o grupo L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 89.5 = 53.6; 108.1 £ 65.2;
118.9 £ 68.4 ¢ 90.4 + 63.6 A%, para o grupo L-NAME 600 pg i.c.v. foram 86.3 + 28.1;
164.0 £46.1; 101.8 £ 36.4 e 128.3 £ 52.2 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram:
83.4 + 28.7; 89.1 + 17.6; 106.3 = 20.1 e 115.5 + 30.3 A%. Os resultados ndo foram

considerados significativos para p<0.05.

4.3.1.8-Fracio de Excreciio Proximal de Sédio (FEPy,) - Area Total Sob a Curva

em A%.min

Na figura 5, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) para os grupos Controle;

L-NAME 60 e 600 ug e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 557.4 + 44.4; 617.0
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+ 178.3; 673.2 £ 109.1 e 594.6 £ 58.4 A%.min, respectivamente. O resultado ndo foi

considerado significativo para p<0.05.

4.3.1.9-Fracao de Excre¢cao Pos-proximal de Sodio (FEPPy,) — Diferenca

percentual em A%

Na figura 5, as médias * erro padrao das médias (XtEPM) referentes aos 30, 60, 90 e
120 minutos para grupo Controle i.c.v. foram: 6.1 £ 8.5; 59.9 + 26.8; 40.4 + 16.9 e 38.1 £
16.5 A%, para o grupo L-NAME 60 ng i.c.v. foram: 16.4 +£17.8; 19.1 £20.2; 52.6 £+ 27.8 ¢
110.4 £ 60.5 A%, para o grupo L-NAME 600 pg i.c.v. foram: 52.4 + 41.4; 119.4 + 58.1;
93.7 + 30.8 e 137.2 + 46.0 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 21.9 + 24.1;
137.3 £ 47.3; 187.7 £ 84.6 ¢ 275.1 + 85.5 A%. Os resultados foram considerados

significativos pelo teste de Bonferroni (p<0.05) aos 120 minutos.

Aos 120 minutos

FEPPy, insulina 126 ng > FEPPy, Controle

4.3.1.10-Fracao de Excreciao Pés-proximal de Sodio (FEPPy,) - Area Total Sob a

Curva em A%.min.

Na figura 5, as médias * erro padrdo das médias (X £ EPM) para os grupos Controle;
L-NAME 60 e 600 pg e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 422.5 + 50.7; 432.1
+ 534; 6083 £ 111.3 e 773.6 £ 114.0A%.min, respectivamente. O resultado foi
considerado significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) para L-NAME 60 pg i.c.v. em

relagdo a insulina 126 ng e insulina 126 ng i.c.v. em relagao ao controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle

TAUC L-NAME 60 ng < TAUC insulina 126 ng
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4.3.1.11-Fracao de Excrecio Potassio (FEx) — Diferenca percentual em A%

Na figura 4, as médias * erro padrdao das médias (X + EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para grupo Controle foram: 15.5 £ 8.2; 37.4 + 8.2; 63.5 £ 10.8 ¢ 103.5 £
20.1 A%, para o grupo L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 43.1 + 41.8; 83.7 £ 59.0; 133.8 + 77.0
e 109.3 £ 69.0 A%, para o grupo L-NAME 600 pg i.c.v. foram: 22.6 £ 16.9; 48.2 + 25.2;
30.1 £ 20.8 e 66.1 + 40.9 A% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 40.4 £ 14.1; 95.2
+15.6; 157.4 £ 38.2; 194.1 £ 36.4A%. Os resultados foram considerados significativos pelo

teste de Bonferroni (p<<0.05) aos 60 e 90 minutos.

Aos 60 e 90 minutos

FEx insulina 126 ng > FEx Controle

4.3.1.12-Fracao de Excrecao Potassio (FEx) - Area Total Sob a Curva em A%.min

Figura 5, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) para os grupos Controle; L-
NAME 60 e 600 ug e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 460.2 £ 28.5; 583.7
181.7; 423.2 + 64.2 ¢ 669.8 = 70.8 A%.min, respectivamente. O resultado foi considerado
significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) para a insulina 126 ng

intracerebroventricular em relagdo ao grupo Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle
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Figura 4: Efeitos da microinje¢ao no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) ou dose-
resposta de 60 e 600ug de L-NAME e 126ng de insulina (E), em volume de 3ul, em ratos
Wistar Hannover na diferenga percentual em A% e na Area Total Sob a Curva (TAUC) em
A%.min no V’; FG e FEn,. Dados mostrados como médiaterro padrao da média (XtEPM).
*:@p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).
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Figura 5: Efeitos da microinjecdo no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) ou dose-
resposta de 60 e 600 pg de L-NAME e 126 ng de insulina (E), em volume de 3 pl, em ratos
Wistar Hannover na diferenga percentual em A% e na Area Total Sob a Curva (TAUC) em
A%.min na FEPy,; FEPPy, e FEx. Dados mostrados como média * erro padrao da média (X
+ EPM). *@p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).

4.4-Resultados do desenho experimental C
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Os resultados do desenho experimental C s3o apresentados nas Tabelas 5 e 6 (anexo
1) e nas figuras 6 e 7 (diferenca percentual [A] em relagdo ao controle em A%). Para a
analise dos resultados desse grupo, foi considerado um grupo Controle (C), constituido

pelos grupos Controle dos protocolos 1 e 2, dos desenhos experimentais A e B.

Os resultados do desenho experimental C, expresso como diferenca percentual (A) em

A%, em relagdo ao Controle, sdo apresentados nas Tabelas 5 (Anexo 1) e nas Figuras 6-7.
A andlise estatistica entre os periodos, aos 30, 60, 90 ¢ 120 minutos, foi realizada pelo teste
de andlise de variancia (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-se o

teste de contraste de Bonferroni para a discriminagao das diferencas.

Os resultados do desenho experimental C, expresso em Area Total Sob a Curva
(TAUC) em A%.min, apresentados na Tabela 6 (Anexo 1) e nas Figuras 6 ¢ 7. A anélise
estatistica entre os grupos foi realizada pelo teste de andlise de varidncia (ANOVA).
Quando os resultados foram significativos utilizou-se o teste de contraste de Bonferroni

para a discriminacdo das diferencas.
4.4.1-Protocolo 3 — Insulina i.c.v+L-NAME i.c.v.
Os resultados dos parametros iniciais encontram-se nas Tabelas 5 ¢ 6 do Anexo 1.
4.4.1.1-Volume urinario minuto (V’) — diferenca percentual em A%.

Na Figura 6, as médias * erro padrao das médias (X + EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo C i.c.v. foram: 86.7 = 10.1; 136.1 £ 17.5; 108.9 £ 19.1 e 44.1 £
21.5 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60pug i.c.v. foram: 143.1 + 19.9; 183.5 +
46.4; 96.8 £ 57.8 e -25.4 + 24.6 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 pg i.c.v.
foram: 300.7 £ 121.3; 372.2 £ 173.8; 404.2 £ 293.2 ¢ 234.5 + 232.5[1 A% e para o grupo
insulina 126 ng i.c.v. foram: 137.1 £ 26.1; 182.2 £ 28.9; 58.1 £23.9¢-11.8 £ 15.7 A%. Os

resultados nao foram considerados significativos para p<0.05.
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4.4.1.2-Volume minuto urinario (V’) - Area Total Sob a Curva em A%.min

Na Figura 5, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) para os grupos C;
insulina 126 ng + L-NAME 60 pg; insulina 126 ng + L-NAME 600 pg e insulina 126 ng
foram: 610.3 *= 49.6; 639.0 = 107.4; 1344.1 £ 2385 ¢ 6029 £ 52.6 A%.min,
respectivamente. Os resultados foram considerados significativos pelo teste de Bonferroni
(p<0.05) da associagdo da insulina 126 ng + L-NAME 600 pg em relagdo ao grupo

Controle

TAUC insulina 126 ng + L-NAME 600 ug > TAUC C

4.4.1.3-Filtracao glomerular (FG) - Diferenca percentual em A%

Na figura 6, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo Controle i.c.v. foram: 8.3 +4.8;9.2+4.2;3.5+5.6¢-7.9%6.9
A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 39.3 + 21.1; 28.6 £ 21.5;
1.8 £29.1 ¢ 10.1 £ 19.6 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 ng i.c.v. foram:
294 +12.1; 144 +£9.2; -2.7 + 8.8 ¢ 5.2 £ 14.5 [ 1A% e para o grupo insulina 126ng i.c.v.
foram: 19.3 £ 8.4; 32.2 £ 10.1; 182 = 7.8 ¢ 259 * 16.3 A%. Os resultados foram

considerados significativos pelo teste de Bonferroni (p<<0.05) aos 60 minutos.

Aos 60 minutos

FG insulina 126 ng > FG C

4.3.1.4-Filtracdo glomerular (FG) - Area Total Sob a Curva em A%.min.

Na figura 6, as médias * erro padrao das médias (X = EPM) para os grupos C;
insulina 12.6 ug + L-NAME 60 pg; insulina 126 ng + L-NAME 600 pg e insulina 126 ng
foram: 312.9 £ 11.7; 355.1 £ 61.0; 329.3 + 26.7 ¢ 372.9 + 25.4 A%.min, respectivamente.

O resultado nao foi considerado significativo (p<0.05).
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4.4.1.5-Fracao de Excrec¢ao de Sodio (FEx,) - Diferenca percentual em A%.

Na figura 6, as médias * erro padrdao das médias (X + EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo C i.c.v. foram: 67.1 £ 18.6; 191.1 £35.9; 177.1 £31.9 ¢ 307.9
t+ 120.1 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 203.9 + 122.9;
331.1 £ 117.9; 323.7 + 153.2 ¢ 515.8 £ 66.9 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME
600 pg i.c.v. foram: 138.8 + 79.2; 195.0 + 122.4; 358.1 £ 132.3 e 690.1 + 304.6 A% e para
o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 138.3 £ 49.1; 447.4 £ 97.8; 713.1 £ 214.5 ¢ 1050.9 *
252.9 A%. Os resultados foram considerados significativos pelo teste de Bonferroni

(p<0.05) aos 60 e 90 minutos.

Aos 60 e 90 minutos

FEx. insulina 126 ng > FEy, C

4.4.1.6-Fracio de Excrecio de Sédio (FEx.) - Area Total Sob a Curva em A

% .min.

Na figura 6, as médias * erro padrdo das médias (X £ EPM) para os grupos C;
insulina 126 ng + L-NAME 60 pg; insulina 126 ng + L-NAME 600 pg e insulina 126 ng
foram: 855.6 £ 115.3; 1314.6 = 117.0; 1267.4 £ 134.1 e 20549 £ 211.5A%.min,
respectivamente. O resultado foi considerado significativo pelo teste de Bonferroni
(p<0.05) da associagdo da insulina 126 ng + L-NAME 60 png e da associagdo da insulina
126 ng + L-NAME 600 png em relagdo a insulina 126 ng, respectivamente.

TAUC insulina 126 ng + L-NAME 60 pg e TAUC insulina 126 ng + L-NAME
600 ug < TAUC insulina 126 ng
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4.4.1.7-Fracao de Excre¢cao Proximal de Sodio (FEPy,) — Diferenca percentual

em A%.

Na figura 7, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo C i.c.v. foram: 50.2 + 12.6; 84.6 £ 15.6; 93.5 £ 17.8 ¢ 108.3 £
18.6 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 71.2 £ 18.3; 107.5 +
23.1; 127.7 £ 20.2 e 122.6 £ 11.7 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 ng
1.c.v. foram: 114.6 + 41.0; 133.9 £ 34.2; 160.0 = 57.4 ¢ 195.6 = 96.2 A% e para o grupo
insulina 12.6 pgi.c.v. foram: 83.4 £28.7; 89.1 £ 17.6; 106.3 £20.1 e 115.5 £ 30.3 A%. Os

resultados nao foram considerados significativos para p<0.05.

4.4.1.8-Fracdo de Excrecio Proximal de Sédio (FEPy,) - Area Total Sob a Curva

em A%.min.

Na figura 7, as médias * erro padrio das médias (X = EPM) para os grupos C;
insulina 126 ng + L-NAME 60 pg; insulina 126 ng + L-NAME 600 ng e insulina 126 ng
foram: 557.4 £ 44.4; 629.8 £ 71.8; 195.2 £ 96.4 ¢ 594.6 = 58.4 A%.min, respectivamente.
O resultado foi considerado significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) da associagdo

insulina 126ng+L-NAME 600 pg em rela¢do ao C e insulina 126 ng,

TAUC insulina 126 ng + L-NAME 600 ng < TAUC insulina 126 ng

4.4.1.9-Fracao de Excrecao Pos-proximal de Sodio (FEPPy,) — Diferenca

percentual em A%

Na figura 7, as médias * erro padrao das médias (X £ EPM) referentes aos 30, 60, 90
e 120 minutos para o grupo C i.c.v. foram: 6.1 + 8.5; 59.9 £ 26.8; 40.4 £ 16.9 ¢ 38.1 £ 16.5
A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 55.3 + 61.1; 86.5 + 56.3;
23.3 £ 324 ¢ 182.1 £ 65.6 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 pg i.c.v.
foram: 0.2 + 17.3; 43.4 + 29.5; 142.1 £ 64.4 e 285.5 = 124.3 A%, e para o grupo insulina
126 ng i.c.v. foram: 21.9 £ 24.1; 137.3 + 47.3; 187.7 £ 84.6 e 275.1 £ 85.5 A%. Os
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resultados foram considerados significativos pelo teste de Bonferroni (p<0.05) aos 120

minutos.

Aos 120 minutos

FEPPy, insulina 126 ng > FEPPy, C

4.4.1.10-Fracao de Excreciao Pos-proximal de Sédio (FEPPy,) - Area Total Sob a

Curva em A%.min.

Na figura 7, as médias * erro padrdo das médias (X = EPM) para os grupos C;
insulina 12.6 pug + L-NAME 60 pg; insulina 12.6 pg + L-NAME 600 pg e insulina
126 ng foram: 422.5 + 50.7; 528.5 £ 81.0; 628.4 + 149.1 e 773.6 £114.0 A%.min,

respectivamente. O resultado foi considerado significativo pelo teste de Bonferroni

(p<0.05) da associa¢do da insulina 126 ng + L-NAME 60 pg em relagdo a insulina 126 ng.

TAUC insulina 126 ng + L-NAME 60 pg < TAUC insulina 126 ng

4.4.1.11-Fracao de Excrecao Potassio (FEx) — Diferenca percentual
em A%.

Na figura 7, as médias * erro padrao das médias (X = EPM) referentes aos 30, 60,
90 e 120 minutos para o grupo C i.c.v foram: 15.5 + 8.2; 37.4 + 8.2; 63.5 £ 10.8; 103.5 £
20.1 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 pg i.c.v. foram: 30.3 + 17.8; 58.2 +
15.9; 96.5 £ 46.5 e 128.5 + 69.7 A%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 pg i.c.v.
foram: 2.4 +10.2; 1.1 £ 20.8; 36.8 £ 26.1 e 125.7 + 50.9 A% e para o grupo insulina 126 ng
i.c.v. foram: 40.4 £ 1.4;95.2 £ 15.6; 157.4 £ 38.2 ¢ 194.1 £ 36.4 A%. Os resultados foram

considerados significativos pelo teste de Bonferroni (p<0.05) aos 60 e 90 minutos.

Aos 60 e 90 minutos

FEx insulina 126 ng > FEx C
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4.4.1.12-Fracio de Excreciio Potassio (FEx) - Area Total Sob a Curva em A

% .min.

Na Figura 7, as médias * erro padrdo das médias (X = EPM) para os grupos C;
insulina 126 ng + L-NAME 60 pg; insulina 126 ng + L-NAME 600 pg e insulina 126 ng
foram: 460.4 + 28.5; 534.1 £ 83.2; 402.2 £ 71.3 e 669.8 = 70.8 A%.min, respectivamente.

O resultado nao foi considerado significativo (p<0.05).
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Figura 6: Efeitos da microinje¢ao no ventriculo cerebral lateral de Salina (C), de 60 e 600 pg de
L-NAME em volume de 3 pl (E) e de 126 ng de insulina em volume de 3 pl (E), em ratos
Wistar Hannover, na diferenca percentual em A% e na Area Total Sob a Curva (TAUC) em A
%.min, no V’; FG e FEn.. Dados mostrados como médiaterro padrao da média (X + EPM). *
@p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).
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5-DISCUSSAO
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O presente estudo visa avaliar os efeitos da insulina e de um inibidor especifico da
sintese tecidual de o6xido nitrico (L-NAME), quando microinjetados agudamente, em
separado ou simultaneamente, intracerebroventricularmente (i.c.v. ventriculo cerebral
lateral) em ratos normotensos. Estes efeitos foram avaliados sobre a filtragdo glomerular e a
manipulagdo tubular renal de ions, e observados em animais vigis estudados sem qualquer
restricdo de movimento ou acessibilidade a racdo ou agua, em gaiolas metabdlicas

individuais de ago inoxidavel
Os achados mais proeminentes deste estudo demonstraram que:

1. A administragdo intracerebroventricular de insulina na dose de 126 ng
promoveu significativa elevagdo na excrecdo urindria de sédio, secundaria a
rejeicdo da reabsor¢do tubular renal deste ion nos segmentos pos-proximais do
nefron e associada a caliurese, sem, entretanto, qualquer alteracdo da filtragao

glomerular.

2. A administracao intracerebroventricular isolada de L-NAME na dose de 60 pg e
prévia de 60 pg de L-NAME i.c.v. seguida de insulina regular i.c.v. na dose de
126 ng, em um volume de 3ul, promoveu uma significativa atenuag¢do deste
efeito natriurético central nos segmentos pos-proximais do néfron, sem alteracao

da filtragdo glomerular.

3. A injecdo intracerebroventricular prévia de 600 pg de L-NAME i.c.v. seguida de
insulina regular i.c.v. na dose de 126 ng, em um volume de 3ul, promoveu

significativa elevacao da diurese, sem alteragcdo da filtragdo glomerular.

Nossos resultados demonstraram através dos estudos de MICHELOTTO et al
(2002) que a insulina administrada centralmente (i.c.v.) promoveu eleva¢do expressiva na
excrecao urinaria de so6dio e potassio. Estas observagdes confirmam estudos realizados em
nosso laboratorio que demonstraram uma excre¢do renal de ions induzida centralmente pela
insulina, sendo esta parcialmente relacionada as modificagdes na atividade eferente neural.
Estas vias neurais, como mostram o presente estudo, podem ser dependentes da modulacao

central de areas do sistema nervoso central pelo 6xido nitrico, uma vez que a resposta a
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acdo central da insulina ¢ significativamente atenuada ap6s a administragdo

intracerebroventricular simultanea de L-NAME.

Classicamente, a insulina enddgena circulando no sangue periférico ¢ reconhecida
como a responsavel pelo controle da glicemia. Em contraste, no sistema nervoso central a
insulina atua (BANKS et al, 2008):

1. Mediando o desenvolvimento e maturagdo das células neurais;
Favorecendo a utilizagao de glicose no cérebro;
Promovendo a sintese de acetilcolina;
Modificando os niveis locais de norepinefrina e dopamina;

Elevando de maneira heterogénea a atividade eferente simpatica neural;

A

Modulando respostas neuronais de estimulos provenientes do bulbo olfatorio e
da amigdala cerebral,
7. Alterando a secre¢@o de gonadotrofinas pela hipofise;

8. Alterando o balanco glomérulo tubular renal seguido de natriurese.

Os efeitos da insulina intracerebroventricular sdo independentes e muitas vezes
reciprocos aqueles observados nos tecidos periféricos. Assim, a administracao de insulina
no sistema nervoso central induz hiperglicemia, hipoinsulinemia e anorexia, redugdo
hipotalamica da expressdo do neuropeptideo Y no hipotdlamo seguido por decréscimo da
ingestao alimentar e de redugdo do peso corporal além de promover resisténcia periférica a
insulina. Estes efeitos, provavelmente ocorrem, dentro de niveis plasmaticos fisioldgicos da
insulina, uma vez que, anticorpos especificos contra receptores deste peptideo
administrados no sistema nervoso central promovem a elevagdo da ingestdo de alimentos e
do peso corporal. A agdo da insulina adicionada ao fluido cerebrospinal nas regides
hipotalamicas periventriculares ¢ possibilitada pelo transporte facilitado deste peptideo
sérico enddgeno para regides encefalicas através do plexo cordide vencendo a barreira
hemato-liquorica através de um processo de transporte saturavel. Varios autores t€m
demonstrado que a inje¢ao de insulina marcada no espaco cerebroventricular, pode alcancar
e ser detectada em sitios neuronais relativamente distantes através das células epéndimais
ou dos processos gliais (BRIGHTHAM, 1968). Assim, esta administragdo de insulina
radio-marcada nos ventriculos cerebrais laterais de ratos produz uma forte marcacao

cerebral, atingindo extensas regides proximas ao terceiro e quarto ventriculos (BASKIN et
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al, 1983; Van HOUTEN et al, 1979). No entanto, os mecanismos reguladores do transporte
de insulina descrito acima permanecem pouco conhecidos sendo da mesma forma mal
entendidos os fatores relacionados a acao da insulina no sistema nervoso central (BANKS

et al, 2008).

Viérios estudos demonstraram que apds a administracdo intracerebroventricular
aguda de insulina no ventriculo lateral direito de ratos normotensos, esta pode difundir-se
por toda a darea periventricular circunvizinha alcancando e tendo agdo em dareas
diencefilicas, bilateralmente. Aparentemente, nestes locais a insulina atua promovendo
modificagdes da atividade neural e, conseqiientemente, modulando a homeostase hidro-
salina, a resposta pressorica sistémica e a resposta a acao periférica da insulina. Pelo menos
parcialmente, estas acdes periféricas parecem ser dependentes e reguladas por modificagdes
da atividade eferente neural de maneira ndo-homogénea em diferentes tecidos e Orgaos,
incluindo, os rins (MUNTZEL et al, 1994). Possivelmente, como previamente demonstrado
(MICHELLOTO et al, 2002), a agdo central insulinica intracerebroventricular, altera
aspectos hemodinamicos e a manipulagdo tubular renal de ions, promovendo natriurese e
caliurese, através de modificacdes na sensibilidade da resposta dos receptores periféricos de
insulina, ou por modificagdes na atividade neural como demonstrado pela atenuagdo da

resposta natriurética apos a denervacao renal bilateral.

Expressoes elevadas de receptores para insulina foram detectadas no ntcleo
arqueado e em menor quantidade em alguns nicleos neuronais periventricular (OHMIMA
et al, 1996; PORTER et al, 1994; WILCOX et al, 1989), resultados similares aos
observados em nosso laboratdrio pela andlise por imunohistoquimica de regides do
hipotalamo de ratos, utilizando anticorpos especificos para receptores e proteinas das vias
pos-receptoras especificas para insulina (CARVALHEIRA et al, 2001). De acordo com
estes estudos, a administracdo central de insulina induz, como em outros tecidos, a
fosforilagdo em tirosina dos receptores hipotalamicos especificos para insulina. Portanto,
uma vez este receptor ativado desencadeia-se a propagacdo e ativagdo de proteinas e
substratos protéicos envolvidos em muitos processos fisiologicos, tais como: o controle do
peso corporal, a ingestdo de alimentos e 4gua e, a homeostase do sodio. Por outro lado, ha

anos tem sido demonstrado que lesdes hipotalamicas podem promover hiperinsulinemia e
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resisténcia periférica & acdo da insulina, sugerindo um papel maior do sistema nervoso

central no controle da secrecao ¢ da acao de insulina.

Como referido acima, estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que apos
a microinje¢do intracerebroventricular aguda de insulina no ventriculo cerebral lateral em
ratos, ocorre uma elevacdo, dose-dependente, da excrecdao urinaria de sodio, secundéria
principalmente a rejeicdo a reabsorcao deste ion nos segmentos pos-proximais do nefro
(FURLAN et al, 2003; MACEDO et al, 2003; MICHELOTTO et al, 2002). Este efeito
central da insulina foi efetivamente antagonizado pela administragdo previa de
estreptozotocina ou pela denervagdo renal bilateral. O efeito natriurético observado pela
acdo central da insulina se antagoniza com aquele derivado da agdo periférica deste
peptideo seja durante experimentos por clamp euglic€émico/hiperinsulinémico ou apds um
teste de tolerancia oral a glicose em ratos e em seres humanos, quando evidente anti-
natriurese ¢ observada (DeFRONZO et al, 1975; GONTIJO et al, 1996). Portanto, estes
resultados podem sugerir um balango entre os efeitos centrais e periféricos da insulina, uma
vez que o efeito periférico deste peptideo acentua a reabsor¢do tubular renal de sodio

enquanto um efeito antagénico pode fisiologicamente contrabalancar por efeito central esta

acao retentora de sodio e, portanto, de agua.

Os resultados do presente estudo, avaliados pelo clearance de litio, demonstraram
que a natriurese observada como resultado da acdo central da insulina foi devido a reducao
da reabsor¢ao tubular pds-proximal de sddio a despeito de uma taxa de filtragdo glomerular
inalterada, e como conseqiiéncia, associada a uma reduzida e proporcional carga filtrada de
sodio. Estes achados destacam a relevancia dos segmentos tubulares renais como efetores
finais de respostas homeostaticas moduladas pelo sistema nervoso central, permitindo
conjecturar sobre um possivel mecanismo regulatorio reciproco central sobre a modulagdo
hemostatica do volume extracelular. Nao ¢ possivel afastar que a elevacdo observada da
FEn. e da FEk (Figuras 2 e 3) possa também decorrer de uma inabilidade tubular renal para
o manuseio de eletrdlitos pelos segmentos tubulares, e conseqiientemente, a uma disfungao

do balanco glomero-tubular.

Embora o papel fisioldgico central da insulina permaneca ainda mal definido, existe
a possibilidade de que a insulina ligada aos receptores sinapticos e axonais do sistema
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nervoso central possa influenciar a liberagcdo de catecolaminas em nucleos hipotalamicos
(SAUTER et al, 1983), modificando desta forma, a fun¢ao autondmica periférica (HOLT et
al, 1989; MUNTZEL et al, 1994; SAKAGUCHI & BRAY, 1987). Alguns artigos
publicados tém demonstrado que a microinje¢do de insulina em 4areas periventriculares,
promove uma redug¢do significativa na descarga eferente de neurdnios de regides simpatico-
excitatorias em direcdo a oOrgdos ou sistemas. Esta depressdo neuronal induzida pela
insulina sobre areas do hipotalamo ¢ atenuada pela agdo local neurotoxica do acido kainico
(SAKAGUCHI & BRAY, 1987). Tem sido também demonstrado que a inje¢ao
intracerebroventricular de metil-atropina pode suprimir respostas a insulina ap6s uma
sobrecarga oral de glicose nos ratos (OHMIMA et al, 1996). COVIAN et al. (1975) e
GONTIJO et al. (1992), demonstraram que a microinje¢ao de carbacol na area septal, area
hipotaldmica lateral e oOrgdo subfornical, bem como na porcdo anterior do terceiro
ventriculo, induz uma elevagdo da excrecdo urindria de sddio dose-relacionada associada a
uma discreta, mas significativa caliurese. As observacdes acima em conjunto com o0s
resultados do presente estudo sugerem a possibilidade de que a natriurese observada, seja o
resultado direto de uma significativa inibi¢do da atividade eferente simpatica renal e/ou
transitéria ou indiretamente a contribui¢do de uma ativacdo parassimpatica de areas

periventriculares especificas do hipotdlamo (MICHELOTTO et al, 2002).

A atenuagdo da natriurese em resposta a microinjecao central de insulina na
presenga da administracdo intracerebroventricular de L-NAME verificada no presente
estudo, sugere a hipdtese € um novo conceito baseada na existéncia de vias neurais que
aferem do sistema nervoso central dependente da modulacdo do 6xido nitrico. Sugere
também que, em modelos fisiopatologicos, a acdo central da insulina e seus efeitos sobre a
funcdo renal podem sofrer alteragdes relacionadas a modificagcdes na modulagdo e atividade

central de circuitos nitrérgicos.

Por outro lado, estudo tem demonstrado que os animais pré-tratados perifericamente
com inibidores competitivos da enzima Oxido nitricos sintase (NOS) resulta no
desenvolvimento de uma marcada resisténcia a acdo da insulina, secre¢do pancredtica

defeituosa da insulina e hipertensdo arterial (SHANKAR et al, 1998).
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Evidéncias recentes sobre a participacao do oxido nitrico sobre a neurogénese € o
desenvolvimento neural indicam que, o 6xido nitrico fisiologicamente participa no controle
destes processos através da S-nitrosilacdo e desta forma interferindo na transducao de
receptores ligados a fatores de crescimento (MATARREDONA et al, 2005). Outros estudos
tém demonstrado também que o 6xido nitrico modula a atividade sinaptica e o ritmo de
despolarizagdo neuronal caracterizando-se a resposta pela dose-dependéncia. Esta resposta
moduladora ¢ mais evidente nos neurdnios em atividade quando comparada aquela
observada em neurdnios em repouso. Este efeito aparentemente ¢ modulado por via
purinérgica ou receptores metabotropicos do glutamato (mGluR) (AUSTGEN et al, 2008;
KOSTIN et al, 2008; MEHTA et al, 2008).

Um possivel mecanismo indireto, em resposta a administragao central de insulina,
possivelmente seja subordinado a agdo direta do sistema nitrérgico sobre areas especificas
do sistema nervoso central. Varios autores t€m demonstrado que a secrecdo do 6xido nitrico
em regioes do sistema nervoso central ¢ responsavel pela regulacdo da atividade neuronal
simpatica sobre areas de controle do sistema cardiovascular (CARLSON & WYSS, 2008).
Assim, ¢ concebivel que os neurdnios modulados por insulina e contendo fibras nitrérgicas
(KROWICKI et al, 1997), projetem-se do sistema nervosos central para 6rgios periféricos,
incluindo o rim interferindo na fisiologia destes 6rgaos e modificando a homeostase hidro-
salina e pressorica. As agdes observadas pela ativagao de vias centrais neurais mediadas
pelo NO poderia também envolver circuitos neuronais e as atividades colinérgicas,
adrenérgicas ou de neurdnios do sistema nervoso ndo-adrenérgico e nao-colinérgico
(NANC) e/ou através da liberacio de hormodnios origindrios da regido
hipotalamico/hipofisaria, que na verdade modulariam agudamente a acdo de insulina no

cérebro.

Estes fatores neurais e humorais atuando isolada ou sinergicamente poderiam
influenciar através de modificagdes do fluxo sanguineo renal peritubular ou da pressao de
perfusdo e da resisténcia vascular renal, em resposta a inibi¢ao central da sintese do 6xido
nitrico, interferindo e modificando sensivelmente a manipulagdo tubular renal de sédio
(BAYLIS et al, 1990). Assim, relatos na literatura tém demonstrado que a liberacdo local

de 6xido nitrico, uma molécula sinalizadora intracelular, pode estar envolvida na mediacao
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da fisiologia de 6rgdo e sistemas, bem como, atuar em processos fisiopatologicos, incluindo
o sistema nervoso central. Nas afec¢des e doencas (KOSTIN et al, 2008), a isoforma
neuronal da enzima o6xido nitrico sintase (nNOS), distribuida amplamente no sistema
nervoso central e periférico, tem sido envolvida na modulacdo da atividade neuronal do
nucleo do trato solitdrio (NTS) (CHIANG et al 2009). Tem sido também documentada a
modulacao nitrérgica do 6xido nitrico no sistema nervoso central sobre o fluxo sanguineo
de areas cerebrais promovendo a protecdo neural em situagdes de isquemia, trauma e
hemorragia (TODA et al, 2009). XAVIER et al (2000) e outros autores tém demonstrados
que a administracdo intracerebroventricular, na cisterna magna, no nucleo do trato solitario
(HARADA et al, 1993) e na medula rostral ventrolateral (SHAPOVAL et al, 1991), de
inibidores da NOS promove uma elevagdo da pressdo arterial sist€émica e da atividade
simpatica neural (TOGASHI et al, 1992). Assim, como sugere o presente estudo, a
presenga de uma via no sistema nervoso central dependente da liberagdo de oxido nitrico
poderia estar envolvida na modulacdo de mecanismos de sinalizacdo central de insulina,
que através de eferéncias neurais mediariam a funcao de diferentes 6rgaos dentre os quais o

rim.

Em relagdo aos estudos apresentados e os resultados obtidos no presente trabalho
pode-se inferir que o sistema nitrérgico: (1) controlaria a acdo da insulina no sistema
nervoso central e a resposta renal a este estimulo (BAYLIS et al, 1990); (2) elevadas doses
de insulina administradas intracerebroventricular ou em culturas de neurénios enriquecidos
com 2-deoxi-glicose radioativo (2-DG) confirmam observagdes previas, de que células do
sistema nervoso central independem da presenca de insulina para o metabolismo e captacao
de glicose (HEIDENREICH et al, 1988 ¢ LANSDSBERG & KRIEGER, 1989); (3) doses
elevadas de insulina intracerebroventricular ndo alteram o nivel de glicose no liquor
(CHOWERS et al, 1966 e KUO et al, 1993); (4) a administracdo de insulina
intracerebroventricular promove hipoglicemia com insulinemia inalterada (MICHELOTTO
et al, 2002; FURLAN et al, 2003; MACEDO et al, 2003) através de mecanismos pouco
conhecidos; (5) A inibicdo central da NOS pelo L-NAME, mostrou uma reducdo da
vasopressina plasmatica sem alteracdes da oxitocina e plasmatico. Esses dados semelhantes
aos do presente estudo, mostraram que a elevacao da vasopressina plasmatica, promovendo

elevacao da diurese ¢ dependente da producao de oxido nitrico (VENTURA et al, 2000).
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Estes achados sugerem que o efeito da insulina central sobre 6rgaos periféricos, incluindo o
rim, ndo ¢ mediado pela privacdo neural a glicose uma vez que doses relativamente
elevadas de insulina intracerebroventricular ndo alteraram os niveis de glicose no liquor

(CHOWERS et al, 1968; KUO, et al 1993).

As observacdes do presente estudo sugerem um novo conceito, no qual uma via
neural mediada pelo NO parece ter um papel relevante na atividade nervosa eferente
sensivel a insulina e cuja origem envolve regides periventriculares. Estes achados colocam
em evidéncia a atenuagdo da excrecdo tubular renal de sdédio promovida pela presenga dos
inibidores da sintese de 6xido nitrico desencadeada pela a a¢do central da administragdo
1.c.v. de insulina em animais normais. Este estudo pode demonstrar que, embora o racional
para descrever a redu¢do da excrecdao urindria do sodio observada apds a administragao
intracerebroventricular de insulina em animais tratados simultaneamente com o inibidor do

oxido nitrico sintase permanece nao identificado, ¢ sugerido que uma das vias da

sinalizagdo neural eferente da acao central da insulina possa ser de natureza nitrérgica.

Apesar de permanecerem desconhecidos os principais mecanismos através dos quais
ocorre uma atenuacdo da excrecdo urindria de sédio em resposta a administragdo
intracerebroventricular concomitante de insulina e inibidor da sintese de NO,
especulativamente, esta resposta evidencia, pelo menos em parte, que a sinalizagdo central
a esta eferéncia neural ¢ de natureza nitrérgica. Estes resultados sugerem também, que
defeitos neste processo neural de sinalizagdo e resposta central da insulina podem decorrer
ou ser resultado de resisténcia a agdo cerebral a insulina, o que resultaria em uma
inabilidade no manuseio tubular renal hidroeletrolitico e como conseqiiéncia retencao de

sodio e adgua e, hipertensao arterial.
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6-CONCLUSAO

A insulina na dose de 126 ng no volume de 3 pl centralmente administrada em
animais integros, promoveu uma elevacdo consideravel na rejei¢do tubular renal de sodio
principalmente nos segmentos pds-proximal nos tabulos renais e também elevagdo de

potassio, sem alteracdo da filtracdo glomerular.

A administracdo intracerebroventricular isolada de L-NAME na dose de 60 pg em
um volume de 3ul promoveu uma tendéncia a diminuicdo da excre¢ao renal de sodio
seguido de uma elevagdo da reabsor¢do poOs-proximal de sodio ao efeito natriurético da

insulina.

A administragdo intracerebroventricular prévia de 60 png de L-NAME i.c.v. seguida
de insulina regular i.c.v. na dose de 126 ng, ambos em um volume de 3 pl, também
promoveu uma tendéncia a diminuicao da excrecdo renal de sodio seguido de uma elevagao

da reabsorcao pos-proximal de sddio ao efeito natriurético da insulina.

O mecanismo natriurético atenuado pela inibi¢cao da enzima 6xido nitrico sintase em
resposta a insulina microinjetada centralmente em ratos continua ainda ndo foi identificado,
sugerindo, que um dos gatilhos da sinalizacao eferente promovido pela insulina no sistema

nervoso central possa ser de natureza nitrérgica.
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7-PERSPECTIVAS

A insulina injetada perifericamente promoveu fun¢do antinatriurética e elevacao da
pressao arterial em individuos normais e em modelos animais (SONG et al, 2006;
MONDON & REAVEN, 1988; SHEN et al, 1988; GONTIJO & MUSCELLI, 1996),
enquanto que, a insulina injetada no SNC de ratos promoveu natriurese neuralmente
mediada: 1-Agudamente: a-Abolida pela desnervacgdo renal bilateral (MICHELOTTO et al,
2002) e pela administracao cerebrovascular de estreptozotocina (MACEDO et al, 2003); b-
Atenuada pela administracdo sistémica de L-NAME (FURLAN et al, 2003). 2-Por tempo
prolongado (MENEGON et al, 2007). Por outro lado, o L-NAME infundido
perifericamente promoveu natriurese € elevacdo da pressdo arterial (GRANGER, 1986;
MATTSON et al, 1992; XAVIER et al, 2000); enquanto que o L-NAME injetado
centralmente promoveu elevagao da pressao arterial e da atividade de nervo simpatica renal
(rota central NO-dependente) (TOGASHI et al, 1992; HARADA et al, 1993; SHAPOVAL
etal, 1991).

Administragdo central de L-NAME isolado e previamente seguido da administragdo
da insulina, promoveu funcao antinatriurética ao efeito natriurético da insulina, sugerindo a
presenga de uma via nitrérgica moduladora do mecanismo de sinalizacdo de insulina
promovendo uma inabilidade modulatoria neural eferente ou rota humoral insulina-sensivel
em areas periventriculares, contribuindo para realizagdo do desequilibrio hidrosalino renal e

deficiéncia organica.

Deverao ser realizados estudos adicionais para investigar o envolvimento

neurohumoral na interacdo funcional insulina-cérebro-rim.
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9-ANEXO 1

GRUPO n 30 min 60 min 90 min 120 min
V’: A%
C (Salina) 37 86.7+£10.1 136.1+£17.5 1089+19.1 44.1+21.5
Insulina 1.26 ng 12 773+£14.7 144.1+£229 1545+28.8 88.4+50.7
Insulina 12.6 ng 10 756%x1.8 1962%+50.1 187.3x71.5 92.8%+753
Insulina 126 ng 15 137.1+£26.1 18224289 58.1+239 -11.8%15.7
FG: A%
Controle 37 83148 92+42 3.5+5.6 -7.916.9
Insulina 1.26 ng 12 141%+69 1.1+4.3 81163 -10.5+14.8
Insulina 12.6 ng 10 44+6.5 151+£6.8 81+103 -18.7+£9.8
Insulina 126 ng 15 193+84 322%10.1* 182+78 259%16.3
FEn.: A%
C (Salina) 37 67.1x18.6 191.1+£359 177.1+31.9 307.9%+120.1
Insulina 1.26 ng 12 68.8+41.1 270.5+113.4371.8%+137.1 4244 +111.1
Insulina 12.6 ng 10 96.5%+55.7 253.4+145.1 344.6x151.1 1030.6 £773.2
Insulina 126 ng 15 138.3+£49.1 447.4+£97.8* 713.1 £214.5*% 1050.9 +252.9
FEPn.: A%
C (Salina) 37 502+126 84.6+156 935%x17.8 108.3%18.6
Insulina 1.26 ng 12 557+255 14431449 154.1£51.2 2074826
Insulina 12.6 ng 10 187%£95 602+18.1 58.6x84 118.6+47.6
Insulina 126 ng 15 834%+287 89.1+£17.6 1063£20.1 115.5%+30.3
FEPPy\.: A%
C (Salina) 37 6.1%8.5 599+268 404+169 38.1%x16.5
Insulina 1.26 ng 12 433+383 89.6+548 109.5+65.1 137.1%+58.7
Insulina 12.6 ng 10 703+51.5 824+6l1.1 146.1£78.7 1923+116.4
Insulina 126 ng 15 219%24.1 13731473 187.7+£84.6 275.1 £85.5%
FE« A%
C (Salina) 37 155+82 374482 635%£10.8 103.5%20.1
Insulina 1.26 ng 12 275%+75 855+19.1 856+264 328.2+1652
Insulina 12.6 ng 10 44.1+49.1 702+545 97.6+£39.2 362.7+226.9
Insulina 126 ng 15 40.4+14.1 952+ 15.6* 157.4£382*% 194.1+36.4

X+EPM. *p<0.05 vs C

Tabela 1: Efeitos da microinjecdo no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) ou

dose-resposta de 1.26, 12.6 e 126 ng de insulina (E) em volume de 3 pl, em ratos Wistar

Hannover na diferenca percentual em A%. Dados mostrados como média £ erro padrdo da

média (X £ EPM) *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).
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GRUPO N % FG FExa
C (Salina) 37 610.3+49.6 3129+ 11.7 855.6 £115.3
Insulina 1.26 ng 12 681.4+79.1 311.0£17.1 1188.9 +308.9
Insulina 12.6 ng 10 767.6 £160.1 315.8£17.6 1461.6 £ 593.6
Insulina 126 ng 15 602.9+52.6 3729 £25.4 20549 £211.5*
GRUPO N FEPna FEPPn. FEx
C (Salina) 37 55741444 422.5+50.7 460.4 £28.5
Insulina 1.26 ng 12 729.8 £130.5 589.3+£76.1 649.0 £100.8
Insulina 12.6 ng 10 487.4+26.0 659.9 £94.2 671.2+175.9
Insulina 126 ng 15 594.6+584 773.6 £ 114.0* 669.8 £ 70.8*

X+EPM. *p<0.05 vs C (Salina)

Tabela 2: Efeitos da microinjecdo no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) ou
dose-resposta de 1.26, 12.6 ¢ 126 ng de insulina (E) em volume de 3 pl, em ratos Wistar
Hannover no volume urinario minuto (V’), clearance de creatinina (FG), excrecao fracional
de soédio (FEn.), proximal (FEPy,) € pos-proximal (FEPPy,) e excre¢do fracional de potassio
(FEx). Dados mostrados como média * erro padrao da média (X = EPM) *p<0.05
(ANOVA e teste de constraste de Bonferroni), em Area Total Sob a Curva (TAUC) em A

%.min.
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GRUPO n 30 min 60 min 90 min 120 min
V’: A%
C (Salina) 37 86.7+£10.1 136.1+£17.5 1089+19.1 44.1+£21.5
L-NAME 60 ng 9 954+342 153.8+£80.7 101.9+92.6 53.6+99.7
L-NAME 600 pg 10 61.7+19.5 173.4+£285 151.1+31.2 82.4+26.1
Insulina 126 ng 15 137.1+£26.1 182.2+289 58.1+239 -11.8%x15.7
FG: A%
C (Salina) 37 8.3+48 9.2+42 3.5+£5.6 -7.9+6.9
L-NAME 60 pg 9 149+242 283+323 22+£271 -2.7+36.1
L-NAME 600 pg 10 23.0+12.8 17.1+£92 329+173 02+11.1
Insulina 126 ng 15 193+84 322+10.1* 182%t7.8 259%16.3
FEn.: A%
C (Salina) 37 67.1%£18.6 191.1x359 177.1£31.9 307.9+120.1
L-NAME 60 nug 9 51.4+54.1 167.1£146.7 170.5+135.0 269.8 £207.2

L-NAME 600 pg 10 286.5+166.5 471.2 +212.5 346.5 + 123.3 584.4 +237.1

Insulina 126 ng 15 138.31+49.1 447.4+97.8* 713.1£214.5* 1050.9 +252.9
FEPn.: A%

C (Salina) 37 502+12.6 84.6+156 935+17.8 1083+118.6
L-NAME 60 ng 9 895+53.6 108.1+£652 1189+684 90.4+63.6
L-NAME 600 pg 10 86.3+28.1 164.0+46.1 101.8+36.4 128.3+52.2
Insulina 126 ng 15 83.4+28.7 89.1£17.6 1063 +£20.1 115.5%+30.3
FEPPn.: A%

C (Salina) 37  6.1%x8.5 59.9+26.8 4041169 38.1%16.5
L-NAME 60 ng 9 164+17.8 19.1+20.2 52.6+27.8 110.4+60.5
L-NAME 600 ug 10 524+414 119.1+58.1 93.7+£30.8 137.2+46.0
Insulina 126 ng 15 21.9+24.1 13731473 187.7+84.6 275.1 £85.5*
FE« A%

C (Salina) 37  15.5+82 374+82 63.5%+10.8 103.5+20.1
L-NAME 60 ug 9 43.1+£41.8 83.7£59.0 133.8+77.0 109.3+69.0
L-NAME 600 pg 10 226+169 482+252 30.1+20.8 66.1+40.9
Insulina 126 ng 15 404%14.1 952%15.6% 157.41382% 194.1+364

Legendas: X*EPM. *p<0.05 vs Controle

Tabela 3: Efeitos da microinjecdo no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) ou

dose-resposta de 60 e 600 ug de L-NAME e 126 ng de insulina (E) em volume de 3 pul de
insulina em ratos Wistar Hannover na diferenca percentual em A%. Dados mostrados como
média * erro padrao da média (X £ EPM) *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de

Bonferroni).
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GRUPO N % FG FExa

C (Salina) 37 610.3+49.6 3129+ 11.7 855.6 £115.3
Insulina 126 ng 15 602.9+52.6 3729 £25.4 20549 £211.5*
L-NAME 60 ng 9 576.9+207.6 293.0 £79.6 798.1 £110.9%
L-NAME 600 pg 10 696.4+72.3 362.2+28.3 1553.1 + 150.7*
GRUPO N FEPna FEPPn. FEx
C (Salina) 37 55741444 422.5+50.7 460.4 £28.5
Insulina 126 ng 15 594.6+584 773.6 £ 114.0* 669.8 £ 70.8*
L-NAME 60 ng 9 617.0+178.3 432.1 £53.4@ 583.7+181.7
L-NAME 600 pg 10 673.2+109.1 608.3+111.3 4232 +64.2

X+EPM. *p<0.05 vs C (Salina); ®p<0.05 vs Insulina 126 ng

Tabela 4: Efeitos da microinje¢do no ventriculo cerebral lateral de Salina (C), da
dose-resposta de 60 e 600 ug de L-NAME e de 126 ng de insulina (E) em volume de 3 pl,
em ratos Wistar Hannover no volume urinario minuto (V’), clearance de creatinina (FG),
excregao fracional de sodio (FEn.), proximal (FEPx,) € pos-proximal (FEPPy,) € excrecao

fracional de potéassio (FEx). Dados mostrados como média * erro padrao da média (X *
EPM). * ©@p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni), em Area Total Sob a
Curva (TAUC) em A%.min
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GRUPO n 30 min 60 min 90 min 120 min
Vi A%
C (Salina) 37  86.7%x10.1 136.1£17.5 108.9x19.1 44.1%21.5
Ins 126 ng + L-NAME 60 ug 8 143.1+£19.9 183.5+464 96.8+57.8 -254+24.6
Ins 126 ng + L-NAME 600 ng 12 300.7 £ 121.3 3722+ 173.8 404.2 £293.2 234.5+232.5
Insulina 126 ng 15 137.1£26.1 1822+289 58.1+239 -11.8+15.7
FG: A%
C (Salina) 37 83148 9.2+42 3.5£5.6 -7.9+6.9
Ins 126 ng + L-NAME 60 ug 8 39.3+21.1 28.6 £21.5 1.8+29.1 10.1 £19.6
Ins 126 ng + L-NAME 600 ug 12 29.4+12.1 144+9.2 -2.7+8.38 52+14.5
Insulina 126 ng 15 19.3+84 32.2+10.1% 182+ 7.8 259116.3
FEna.: A%
C (Salina) 37 67.1+18.6 191.1£359 177.1+£31.9 307.9%120.1
Ins 126 ng+ L-NAME 60 pg 8 203.9+122.9 331.1+117.9 323.7+£153.2 515.8+66.9
Ins 126 ng+ L-NAME 600 pg 12 138.8+79.2 195.0+122.4 358.1+132.3 690.1 +£304.6
Insulina 126 ng 15 138.3+49.1 447.4+97.8* 713.1 £214.5*% 1050.9 +252.9
FEPn.: A%
C (Salina) 37 502+£126 84.6+15.6 93.5+17.8 108.3 £ 18.6
Ins 126 ng+ L-NAME 60 pg 8  71.2+18.3 107.5+£23.1 127.7+202 122.6+11.7
Ins 126 ng+ L-NAME 600 pg 12 114.6 £41.0 133.9+342 160.0+57.4 195.6+96.2
Insulina 126 ng 15 83.4+28.7 89.1£17.6 106.3+20.1 115.5%30.3
FEPPna: A%
C (Salina) 37 6.1£8.5 59.9+26.8 40.4£16.9 38.1+16.5
Ins 126 ng+ L-NAME 60 pg 8 553 £61.1 86.5+56.3 23.3+324  182.1+£65.6
Ins 126 ng+ L-NAME 600 ug 12 02+17.3 43.4+29.5 142.1 £+ 644 285.5+124.3
Insulina 126 ng 15 21.9+24.1 137.3+473 187.7+84.6 275.1 £85.5%
FE A%
C (Salina) 37 15.5£8.2 37.4+8.2 63.5+10.8 103.5x20.1
Ins 126 ng + L-NAME 60 ug 8 30.3+17.8 582+£159 96.5+46.5 128.5+69.7
Ins 126 ng + L-NAME 600 ug 12 24+£10.2 1.1+20.8 36.8+26.1 125.7+£50.9
Insulina 126 ng 15 404 %14.1 952+ 15.6% 157.4+38.2*% 194.1+36.4
Legendas: X+*EPM. *p<0.05 vs C

Tabela 5: Efeitos da microinjecdo no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) em
volume de 3 pl, da associa¢do de 126 ng de insulina com 60 e 600 pg de L-NAME em
volume de 6 ul e de 126 ng de insulina em volume de 3 ul (E), em ratos Wistar Hannover
na diferenca percentual em A%. Dados mostrados como média * erro padrao da média (X £
EPM) *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).
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GRUPO n \'%A FG FEna

C (Salina) 37 610.3+£49.6 3129+ 11.7 855.6 £115.3

Insulina 126 ng 15 602.9+52.6 3729+254 20549 +211.5*
Ins 126 ng+ L-NAME 60 pg 8  639.0+ 107.4  355.1+ 61.0 1314.6% 117.0¢
Ins 126 ng + L-NAME 600 pg 12 1344.1+ 238.5*% 3293+ 26.7 12674+ 134.1¢

GRUPO n FEPn. FEPPn. FEx
C (Salina) 37 5574+444 422.5+50.7 460.4 + 28.5
Insulina 126 ng 15 594.6 £58.4 773.6 £114.0*  669.8 £ 70.8*

Ins 126ng +L-NAME 60 pg 8  629.8+71.8  528.5+81.0°  534.1+83.2
Ins 126ng + L.NAME 600 pg 12 1952+964@ 6284 +149.1  4022+71.3

X+EPM. *p<0.05 vs C (Salina); ®p<0.05 vs Insulina 126 ng

Tabela 6: Efeitos da microinjecdo no ventriculo cerebral lateral de Salina (C) em
volume de 3 pl, de 60 e 600 png de L-NAME em volume de 3 pl (E) e de 126 ng de insulina
em volume de 3 ul (E), em ratos Wistar Hannover no volume urinario minuto (V’),
clearance de creatinina (FG), excrecdo fracional de sodio (FEn.), proximal (FEPy,) e pds-
proximal (FEPPy,) e excregdo fracional de potassio (FEx). Dados mostrados como média *
erro padrio da média (X + EPM). * @ p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni)
em Area Total Sob a Curva (TAUC) em A%.min.
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Controle Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
Insulina i.c.v. L-NAME icv | Insulina 126ng+L-NAME i.c.v
N C 1.26ng | 12.6n | 126ng | 60pug | 600ug | 126ng+60ug | 126ng+600ug
g
1 271 312 266 240 230 280 268 381
2 289 290 253 264 274 233 278 340
3 255 280 268 240 257 234 304 288
4 288 254 250 254 252 252 262 360
5 270 290 279 254 267 279 360 360
6 260 270 275 250 251 267 304 300
7 293 268 262 274 275 291 300
8 260 265 263 256 305 256 256
9 277 269 265 285 330 296
10 270 289 263 260 302 253
11 264 257 268 270 387
12 297 267 240
13 289 250
14 254 283
15 243 290
16 253 310
17 259
18 255
19 259
20 259
21 243
22 266
23 261
24 244
25 298
26 254
27 261
28 250
29 255
30 263
31 265
32 264
33 253
34 263
35 243
36 271
37 260
Média| 264.3 275.9 | 264.7 | 264.4 | 260.8 | 274.2 294.2 306.6
EPM 2.3 5.0 2.5 5.1 2.5 7.7 13.2 15.1

Tabela 7 — Peso dos animais em gramas (g)
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Abstract

Inthe present study, we investigated the effects of acute intracerebroventricular (icv) insulin administration on central mechanisms
regulating urinary sodium excretion in simultanecusly centrally NG-nitro-L-arginine methylester (L-NAME }-injected unanesthetized
rats. Male Wistar-Hannover rats were randomly assigned to one of five groups: a) icv 0.15 M NaCl-injected rats (control, N =
10), b) icv dose-response (1.26, 12.6 and 126 ng/3 pL) insulin-injected rats (N = 10), c) rats icv injected with 60 pg L-NAME in
combination with NaCl (N = 10) or d) with insulin {N = 10), and &) subcutaneously insulin-injected rats (N = 5). Centrally admin-
istered insulin produced an increase in urinary output of sodium (NaCl: 855.6 + 85.1 A%/min; 126 ng insulin: 2055 + 310.6 A%/
min; P =0.005) and potassium (NaCl: 460.4 + 100 A%/min; 126 nginsulin: 669.2 + 60.8 A%/min; P = 0.025). The urinary sodium
excretion response to jcv 126 ng insulin microinjection was significantly attenuated by combined administration of L-NAME
{126 ng insulin: 1935 + 258.3 A%/min; L-NAME + 126 ng insulin: 582.3 + 69.6 A%/min; P = 0.01). Insulin-induced natriuresis
occurred by increasing post-proximal sedium excretion, despite an unchanged glomerular filtration rate. Although the rationale
for decreased urinary sodium excretion induced by combined jicv L-NAME and insulin administration is unknown, it is tempting

to suggest that perhaps one of the efferent signals triggered by insulin in the CNS may be nitrergic in nature.

Key words: Central nervous system; Intracerebroventricular; Nitric oxide inhibition; Insulin; Natriuresis; Lithium clearance

Introduction

Chronic elevated plasma insulin levels and resistance
to the hypoglycemic effect of insulin have been associated
withincreased blood pressure in human and animal models
of hypertension. This observation has led to speculation that
insulin may play a role in the development ofincreased blood
pressure (1,2). On the other hand, the role of the ceniral
nervous system (CNS)in the control of blood pressure and
hydroelectrolyte homeostasis has been demonstrated by
several studies (3-5). Further studies of insulin action on
neurons have demonstrated pleiotropic effects on ion flows
(6). neurotransmitter uptake and release (7), cell growth,
survival, and the transcriptional regulation of genes involved
with differentiation (8), as well as possible modulation of
several brain functions, such as food intake regulation,
reproductive function and cardiovascular function (2,9-11).

The entry of insulin into the CNS has been documented in
many species (12). Considerable evidence supports the
concept of a specialized transport system facilitating its
passage across the blood-brain barrier endothelium (12,13).
In addition, we have recently provided evidence indicating
a direct and positive cross-talk between insulin and leptin
at the level of Janus kinase and signal fransduction and
activation of transcription 3 by tyrosine phosphorylation in
rat hypothalamus (14). Exploration of the mechanisms by
which insulin controls the CNS activity may offer insights into
central mechanisms of insulin resistance and cardiovascu-
lar diseases, including hypertension. Although it has been
shown that the peripheral action of insulin reduces urinary
sodium excretion, suggesting an attractive reciprocal link
between the renal effect of insulin, urinary sodium excre-
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tion and the development or maintenance of hypertension,
studies have indicated that acute intracerebroventricular
(fcv) insulin injection significantly decreases both blood
pressure and heart rate, with corresponding decreases
in renal sympathetic nerve activity in anesthetized rats
(15,16). Our laboratory recently showed that centrally ad-
ministered insulin produced a dose-related increase in the
urinary output of sodium, which was abolished by bilateral
renal denervation (17) and cerebroventricular streptozoto-
cin administration in rats (18) and that the response was
significantly enhanced in long-term icv insulin-pretreated
animals compared to control (19).

On the other hand, Shankar et al. (20) have reported
that acute systemic administration of high doses of N&-
monomethyl-L-arginine, a competitive inhibitor of nitric
oxide (NO) synthase, results in marked insulin resistance,
hyperglycemia, defective insulin secretion, and hyperten-
sion. The latest reports on NO and neurogenesis indicate
that NO participates physiologically in the control of adult
neurogenesis by modulating the proliferation of the neuron
progenitor cells. These effects might be partially due to a
direct inhibition of growth factors by S-nitrosylation (21).
Also, recent studies have demonstrated that NO modu-
lates the synaptic activity and neuronal discharge rates in
a dose-dependent manner (22,23). However, there is little
information on the neural mechanisms that mediate the ef-
fects of fev insulin administration on renal sodium handling
inrats. Thus, insulin and/or insulin-derived peptides may be
thought of as neuropeptide precursors that possibly interact
with the nitrergic system.

As a hypothesis, we suggest that the action of insulin
in the CNS may be modulated by NO synthase activity,
consequently altering urinary sodium excretion. To test this
hypothesis, we investigated the effects of acute jcv insulin
administration on central mechanisms regulating urinary
sodium excretion in simultaneously centrally NS-nitro-L-
arginine methylester (L-NAME}-injected unanesthetized
rats and their appropriate control groups.

Material and Methods

The general guidelines established by the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA, hipp/iwww.
cobea.org briindex. php) were followed throughout the study.
Male Wistar-Hannover rats (250-320 g) were randomly as-
signed to five groups: a) icv 0.15 M NaCl-injected (control)
rats (N=10), b) icvdose-response insulin-injected rats (N =
10), c) rats injected jcv with 60 pg L-NAME in combination
with 0.15 M NaCl (N = 10) or d) with insulin (N = 10), and
e) subcutaneously (sc) insulin-injected rats (N = 5). The
animals were chronically instrumented with an icv guide
cannula (17,19) and kept in individual metabolic cages
under controlled temperature (25°C) and lighting condi-
tions (7:00 to 19:00 h), with free access to tap water and
standard laboratory rodent chow.
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Briefly, the animals were anesthetized with an infraperito-
nealinjection of sodium pentobarbital (50 mg/kg body weight)
and a stainless steel cannula was sterectaxically implanted into
the lateral cerebral ventricle 7 days before the experiments,
using previously reported techniques and pre-established
coordinates: anteroposterior, 0.2 mm from bregma; lateral,
1.5 mm from bregma, and vertical, 4.0 mm from bregma
(17,19). The position of the cannula was confirmed visu-
ally by 2% blue Evans infusion through the jcv cannula
at the end of the experiment. Fourteen hours before the
renal test, 60 pmol LICI/100 g body weight was given by
gavage. Systolic arterial blood pressure was estimated in
additional groups of conscious rats in the moming 30 min
after the jev administration of 0.15 M NacCl, insulin, L-NAME
or L-NAME plus insulin by the tail-cuff method, using an
electrosphygmomanometer (Narco Bio-System, USA). This
indirect approach permits repeated measurements with a
close correlation (cormrelation coefficient = 0.975), compared
to direct intra-arterial recording (24). After an ovemnight
fast, each animal received a load of tap water by gavage
(5% of the body weight), followed by a second load of the
same volume 1 hlater. Thirty minutes after the second load
(control period), 0.15 M NaCl (control) or insulin (100 U/mL,
Eli Lilly, USA, 206 mOsm/kg H20) was microinjected icv in
avolume of 3 pL atdifferent concentrations (1.26, 12.6, and
126 ng) with a 10-pL Hamilton microsyringe and spontane-
ously voided urine was collected over four periods of 30 min
each info a graduated centrifuge tube. In two groups, rats
were centrally injected with 60 pg L-NAME in combination
with 0.15 M NaCl, or with 126 ng insulin. In 5 rats, 126 ng
insulin was injected sc in a volume of 3 pL.

At the end of the experiment, the animals were anes-
thetized with sodium pentobarbital, blood was drawn by
cardiac puncture and urine and plasma samples were taken
for analysis. Plasma and urine sodium, potassium and
lithium concentrations were measured by flame photometry
(Micronal, B262, Brazil), while creatinine concentration
and cerebrospinal fiuid (CSF) osmolarity were determined
spectrophotometrically (Instruments Laboratory, Genesys
V, USA) and with a wide-range osmometer (Advanced Inst.
Inc., USA), respectively. Insulin levels were measured by
radioimmunoassay (Diagnostic Products Corp., USA) and
plasma glucose concentration by an enzymatic method
(Labtest, New Zealand), glomerular filiration rate and lithium
clearance (Cy;) was used to assess proximal tubule output
(17.19,25). Fractional sodium excretion (FEy;) was calcu-
lated as Cpa/Ccr, Wwhere Cya is sodium clearance and Cer
is creatinine clearance. The fractional proximal (FEP,,) and
post-proximal (FEPPna) sodium excretion was calculated
as C/Cqr x 100 and Cpg/Cyj x 100, respectively. Renal
parameters, glycemia and insulinemia responses to icv
microinjections were calculated as the area under the curve
versus time (AUC, in A%/min), with all data being reported
as percentage of their baseline value during the 30-min
control period preceding each 30-min experimental interval.
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Statistical analysis of the data was performed by ANOVA
for repeated measurements. Bonferroni’s post hoc analysis
was used to determine the extent of the differences. P <
0.05 was taken to indicate statistical significance.

Results

Figures 1 and 2 and Table 1 show the effects of icv and
scinsulin, fov 0.15 M NaCl or combined insulin + L-NAME
microinjection on renal Na® and K* handling. Glycemia and
insulinemia results are reporied as mean + SEM. There
were no significant differences in daily solid rat chow intake
(median: 22.7 g, range: 15.3 to 31.2 g), CSF csmolarity,
serum sodium, potassium, and lithium levels and systolic
blood pressure (Table 1) in jicv 0.15 M NaCl-injected rats
compared with the other groups. The urinary flow rates did
not differ significantly among groups during the studies of

3 & §
= =
=} =]

1 1 1

200

100

Creatinine clearance - AUG

(=]
|

2500 *

C .26 12,6 1260

Insulin (ng/3 pL)

P.C. Oliveira et al.

renal tubule sodium handling (Figure 1). The icvmicroinjec-
tion of insulin (1.26, 12.6, and 126 ng in a volume of 3 pL)
increased FEyg in control (0.15 M NaCl) rats from 855.6 +
81.1 10 1189.9 + 308.9, 1461.6 £ 594.1, and 2055 + 310.6
A%/min, respectively, and FEk in control rats from 460.4
+ 100 to 6492 + 100.8, 671.2 £ 175.9, and 669.2 + 60.8
A%/min (Figure 1). The enhanced FEy, and FEg were
accompanied by a significant increase in post-proximal
sodium excretion compared with the rats injected icv with
0.15 M NaCl (Figure 1). This increase occurred despite an
unchanged FEPy, and unaffected glomerular filtration rate
estimated by Ccr except up to icv administration of 126 ng
insulin (Figure 1). Intracerebroventricular injections of 126
ng insulin produced reproducible decreases in glycemia
levels (P < 0.03; Table 1), which in furn were not modified
by 126 ng scinsulin or icv saline administration. Insulinemia
was not altered by icv insulin or 0.15 M NaCl microinjection
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Figure 1. Effect of lateral intracerebroventricular microinjection of 0.15 M NaCl (C) or dose-related (1.26, 12.6 and 126.0 ng in a volume
of 3 pL) insulin in Wistar-Hannover rats on creatinine clearance, fractional excretion of sodium (FEna), proximal (FEPya) and post-
proximal (FEPPy.) fractional excretion of sodium, and fractional excretion of potassium (FEk). AUC = area under the curve. Data are
reported as means + SEM. *P < 0.05 as indicated by the horizontal lines (ANCVA and Bonferroni's contrast test).
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Figure 2. Effect of lateral intracerebroventricular microinjection of 126 ng/3 pL insulin (Ins) on creatinine clearance, fractional excretion
of sodium (FEna), proximal (FEPy.) and post-proximal (FEPPy,) fractional excretion of sodium and fractional excretion of potassium
({FEx) compared to icv administration of 0.15 M NaCl (C), 126 ng/3 pLinsulin + 60 pg L-NAME (Ins + L-NAME) and 60 pg L-NAME in
Wistar-Hannover rats. Data are reported as means + SEM. AUC = area under the curve. *P < 0.05 as indicated by the horizontal lines

(ANCWA and Bonferreni’s contrast test).

Table 1. Effect of lateral intracerebroventricular (icv} or subcutaneous (sc) micreinjection of 126 ng/3 pLinsulin on cerebrospinal fluid
osmolarity, serum sodium, potassium and lithium levels, and insulinemia, glycemia and systolic blood pressure (SBP) compared to rov
administration of 0.15 M NaCl (control), 126 ng/3 pL insulin + 60 pg L-NAME and 60 pg L-NAME administration in Wistar-Hannover

rats.
Groups Na* K Li* Insulinemia Glycemia CSF SBP
(mM) (mM) (1M) (AUC) (AUC)  (mOsm/kg H0)  (mmHg)
NaCl (iev, N = 10) 144123 42103 87116 14911278 436121° WE+200 132+ M0
Insulin (isw, N =10) 143221 41+02 6919 1848:202¢ 298127~ 301+£300 127195
Insulin + L-NAME (icv, N = 10) 14534 42105 91+32 1W72+3719 378158 W7+28  131+90
L-NAME (icv, N=10) 142+27 39107 82128 < 3 ] 137 +£102
Insulin (sc, N=5) 143435 35102 100£10 14.03+312 398133 011418 132482

Data are reported as means + SEM. AUC = area under the curve (in A%/min); CSF = cerebrospinal fluid osmolarity; N = number of
animals; 3N = 3; BN = 5; °N =7; 9N = 6.*P < 0.05 NaCl vs all groups (ANOVA and Bonferroni's contrast test).
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(Table 1). The urinary sodium excretion response to icv 126
ng insulin injection was blunted and significantly reduced
by simultaneous jcv administration of 60 pg L-NAME, from
0.15 M NaCl + 126 ng insulin: 2054.9 + 211.5 A%/min to
L-NAME + 126 ng insulin: 1267 4 + 134.1 A%/min (see
Figure 2). This attenuated urinary ion excretion was asso-
ciated with a significant increase in post-proximal sodium
reabsorption (Figure 2). The renal natriuretic responses,
confirming previous studies, were not altered by centrally
0.15 M NaCl or isolated 60 pg L-NAME administration
(Figure 2). Likewise, Cgy, natriuresis and kaliuresis were
unaffected by 126 ng insulin administered sc.

Discussion

Inthe current study, we confirmed that centrally adminis-
tered insulin produced a substantial increase in the urinary
output of Na* and K*, and tested the hypothesis that the
centrally insulin-induced renal ion excretion is, at least in
part, related to changes in CNS NO-dependent neural path-
ways since the insulin response was significantly attenuated
by simultaneous icv L-NAME administration. In addition, we
showed that blunted insulin-induced natriuresis occurred by
increasing post-proximal tubule Na* reabsorption, despite
an unchanged Cg, (Figure 1) and was proportional to the
filtered Na* load.

Sewveral investigators have shown that insulin infused
into the cerebroventricular space can reach neuronal loci
through ependymal cells or glial processes and enter the
interstices of the underlying cerebral neuropil (12,26,27).
Injection of labeled insulin into the lateral cerebral ventricles
of rats produced heavy staining in regions closer to the
third ventricle (14,28). We and other authors have carried
out immunohistochemical analysis of the rat hypothalamus
using an insulin receptor-specific antibody and the resuits
showed a high conceniration of this receptor in the arcu-
ate nucleus and, to a lesser extent, in some periventricular
neuronal bodies (11,12,14,27).

We have shown that acute jev insulin microinjection
in rats promotes a dose-dependent increase in sodium
excretion, followed by a post-proximal sodium excretion
{17,18,29). Conversely, intravenous hyperinsulinemic eugly-
cemic clamp and oral glucose test in humans and rats lead
to antinatriuresis (30,31). The action of insulin in the CNS
produces sympathetic nervous system activation although
the neuronal intracellular mechanisms that mediate this are
unknown. Muntzel et al. (10), using concentrations (0.42
to 42 pg/pL) close to ours, showed that administration of
insulin into the third cerebral ventricle produces regionally
nonuniform increases in sympathetic neural outflow. In
this study, jcv insulin administration failed to significantly
increase adrenal or renal nerve activity. On the other hand,
studies have shown that insulin injection in the periven-
tricular area significantly reduces the efferent firing rate of
peripheral sympathetic nerves and that this hypothalamic
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effect is abolished when neurons are destroyed by injection
of kainic acid (15). We, as well as others (3,4), have shown
that carbachol and norepinephrine injection into the septal
area, anterior lateral hypothalamus, and subfomical organ
as well as the anterior portion of the third ventricle induces
adose-related natriuresis accompanied by a lesser degree
of kaliuresis. All of these findings have led us to suggest
that the natriuresis observed in the present study may result
from either a significant and transient renal sympathetic
inhibition or indirectly from a contribution of sympathetic
and parasympathetic nervous system activation.

Studies have demonstrated that NO modulates synaptic
activity and neuronal discharge rates in a dose-dependent
manner. This response was more prominent in stimulus-on
than in stimulus-off neurons and the inhibitory effectis partly
mediated via purinergic or metabotropic glutamate receptors
(22,23,32). Although the rationale for attenuated urinary
sodium excretion observed after jcv insulin administration
inanimals simultaneously treated with L-NAME remains un-
known, speculatively, it is tempting to suggest that perhaps
one of the efferent signals triggered by insulin in the CNS
may be nitrergic in nature. Recently, several investigators
have demonstrated that NO secretion regulates sympathetic
neuronal activity in central cardiovascular confrol nuclei
(33). Thus, it is possible that neurons modulated by insulin
and containing nitrergic fibers (34) project from the CNS to
peripheral organs, including the kidney.

It has been shown that many brain-specific natriuretic
factors are located in periventricular structures related to wa-
ter and salt balance control (3-5), demonstrating a possible
link between insulin and natriuresis. Alternatively, we also
cannot rule out the possibility that central NO-dependent
neural pathways may control cholinergic, adrenergic or
non-adrenergic non-cholinergic neurcns and/or the hypo-
thalamic/pituitary release of hormones, which in turn acutely
modulates the action of insulin in the brain.

Apossible indirect mechanism underlying the increase in
renal sodium excretion includes insulin-induced changesin
CNS glucose metabolism. However, experiments using rela-
tively large doses of icv insulin or cultured neurons labeled
with radioactive 2-deoxy-D-glucose support the traditional
view that the brain is not responsive to insulin with respect
to glucose uptake and metabolism (35). Furthermore, in
a recent study, relatively large doses of jcv insulin did not
change the measured CSF glucose levels, supporting our
conclusion that the insulin effect in the present study was
not mediated by glucose deprivation (36,37). Under our
experimental conditions, we showed that central insulin
(126 ng) by itself decreased blood glucose levels, with
no change in insulinemia. Because our experiments were
not specifically designed to distinguish the mechanisms
involved in this result we cannot rule out, at least in part,
that decreased plasma glucose levels are associated with
a significantly reduced efferent firing rate of peripheral
sympathetic nerves induced by central insulin administra-
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tion. Taking into account the data from the present study,
we suggest that the peripheral effect of insulin on urinary
sodium retention may be physiologically counterbalanced
by an acute central insulin action.

The remarkable findings of the present study suggest
anovel concept, i.e., that central NO-dependent pathways
may control the central action of insulin on renal function
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