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RESUMO

No presente  estudo,  foi  investigado  os  efeitos  da  administração  intracerebroventricular 

(i.c.v)  aguda  de  insulina  sobre  os  mecanismos  centrais  responsáveis  pela  regulação  da 

excreção tubular renal de sódio após injeção prévia de NG-nitro-l-arginine methylester (L-

NAME) em ratos não anestesiados. Ratos Wistar-Hannover Masculinos foram radomizados 

em cinco grupos: a) injeção i.c.v. de 0.15 M de NaCl em ratos (controle, N = 10), b) injeção 

i.c.v. de dose-resposta (1.26, 12.6 e 126 ng/3μL) em ratos (N = 10), c) Injeção i.c.v. de 

60μg de L-NAME associada com NaCl (N = 10) ou d) com insulina 126ng (N = 10), e e) 

Injeção  de  insulina  subcutânea  em ratos  (N =  5).  A insulina  injetada  centralmente  no 

ventrículo lateral direito de ratos promoveu uma elevação da excreção urinária de sódio 

(NaCl:  855.6  ±  85.1Δ%/min;  126 ng  de  insulina:  2055 ±  310.6Δ%/min;  P =  0.005)  e 

potássio (NaCl: 460.4 ± 100Δ%/min; 126ng insulina: 669.2 ± 60.8Δ%/min; P = 0.025). A 

excreção  urinaria  de  sódio  elevada  observada  após  a  microinjeção  i.c.v.  de  126 ng  de 

insulina foi atenuada significativamente com administração prévia de L-NAME (126 ng 

insulina: 1935 ± 258.3Δ%/min; L-NAME + 126 ng de insulina do: 582.3 ± 69.6Δ%/min; P 

= 0.01). A natriurese induzida pela insulina i.c.v. ocorreu através da elevação da exreção 

tubular renal de sódio nos segmentos pós-proximais, a despeito de uma filtração glomerular 

inalterada. Embora o racional para a redução da excreção urinária de sódio induzida pela 

prévia  aadministração  i.c.v.  de  L-NAME  seguida  da  administração  de  insulina  i.c.v. 

permanece ainda desconhecida,  podemos sugerir  que um dos gatilhos  responsáveis pela 

sinalização eferente da insulina no SNC possa ser de natureza nitrérgica.

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

natriurese, óxido nítrico.
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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  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 μL) insulin-injected rats (N = 10), c) rats icv injected with 60 μg 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 Δ%/min; 126 ng insulin: 2055 ± 310.6 Δ%/min; P = 0.005) 

and potassium (NaCl: 460.4 ± 100  Δ%/min; 126 ng insulin: 669.2 ± 60.8  Δ%/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  Δ%/min;  L-NAME + 126 ng insulin:  582.3 ± 69.6  Δ%/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.
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1-INTRODUÇÃO

Nos  últimos  anos,  tem  sido  observado  um  grande  progresso  referente  à 

compreensão  dos  mecanismos  fisiológicos  envolvidos  na  manutenção  do  equilíbrio 

energético  e  hidroeletrolítico,  bem  como,  um  melhor  entendimento  dos  fatores  que 

potencialmente geram alterações destes equilíbrios (WILLIAMS et al, 2009; GALGANI & 

RAVUSSIN, 2008). 

A manutenção de um meio interno relativamente estável (Claude Bernard, 1870) é 

assegurada por interações bioquímicas, fisiológicas e comportamentais; desenvolvidas ao 

longo  da  evolução.  Excluindo-se  o  mecanismo  da  sede,  a  homeostasia  da  água  e  dos 

eletrólitos,  no  homem,  é  realizada  quase  exclusivamente  por  mudanças  no  volume  e 

na ]]composição da urina. Em mamíferos, o hipotálamo, localizado ventralmente na região 

diencefálica, desempenha função homeostática sobre a regulação da temperatura corporal, 

do sistema cardiovascular, de funções viscerais e comportamentais, tais como: ingestão de 

água e alimentos, sexual e maternal, assegurando a sobrevivência da espécie. (SWANSON 

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

O reconhecimento de complexa interação existente entre sistema nervoso central e 

atividade de numerosos órgãos envolvidos na homeostasia da geração de energia, tem sido 

intensificado desde a década de 90 (WOODS & D’ALESSIO, 2008). Entretanto, deve-se a 

Claude Bernard (1849) a observação da função regulatória do “açúcar do sangue” através 

do  sistema  nervoso  central  (COOPER  et  al,  2008)  e  ANAND  &  BROBECK  (1951) 

identificaram pequenas áreas bem localizadas no hipotálamo lateral. A destruição bilateral 

destas áreas é seguida por uma ausência completa da alimentação espontânea. 

A  homeostase  energética  é  mantida  por  meio  de  um  sistema  neuro  humoral 

integrado que minimiza o impacto de flutuações à curto prazo do balanço energético no 

tecido  adiposo.  Elementos  essenciais  para  o  controle  deste  sistema  incluem hormônios 

secretados proporcionais  à adiposidade corporal (leptina,  insulina e resistina) e algumas 

moléculas  sinalizadoras  do  sistema  nervoso  central  (SNC)  nas  quais  estes  hormônios 

atuam. Estas moléculas sinalizadoras devem exercer efeitos potentes e unidirecionais no 
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balanço energético em resposta  a  alterações  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 importância é relevante, pois suas principais 

complicações a colocam como a principal causa de cegueira, insuficiência renal crônica e 

amputação de membros inferiores pelo menos em paises desenvolvidos (KOPELMAN & 

HITMAN, 1998). É também um problema de saúde pública, com desafios epidemiológicos 

consideráveis (LAWAL, 2008).

A  associação  do  diabetes  mellitus  e  obesidade  é  corroborada  por  dados 

epidemiológicos (LUCAS et al, 1985; MODAN et al, 1985) mostrando que níveis elevados 

de  insulina,  bem como  resistência  ao  seu  efeito  no  metabolismo  da  glicose,  têm sido 

relacionados com hipertensão arterial em modelos humanos e animais. O efeito periférico 

renal da insulina tem sido relacionado à redução da excreção urinária de sódio e esta a uma 

elevação persistente da pressão arterial (MONDON & REAVEN, 1988; SHEN et al, 1988; 

GONTIJO  &  MUSCELLI,  1996).  Estas  ações  mostram  uma  estreita  associação  entre 

função renal e a ação da insulina quanto ao controle da pressão arterial e do metabolismo 

hidroeletrolítico (DEFRONZO et al, 1975; LUCAS et al, 1985; MODAN et al, 1985). A 

ocorrência de hipertensão arterial, obesidade e intolerância a glicose, no diabetes mellitus 

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

O efeito da insulina sobre a excreção urinária de sódio, em indivíduos normais, foi 

mostrado em vários trabalhos.  Em alguns estudos, foi demonstrada ação antinatriurética 

tubular renal em homens (DEFRONZO et al, 1975) associada a elevação de transporte de 

fosfato  tubular  distal  em estudos  de  micropuntura  em cães  (DEFRONZO et  al,  1976), 

enquanto  outros  estudos  demonstraram  que  a  presença  de  insulina  luminal  estimula  o 

transporte de sódio nos segmentos proximais do néfron isolado de coelho (BAUM, 1987) 

em decorrência ao aumenta da reabsorção de cloreto nos segmentos espessados da alça de 

Henle em ratos (KIRCHNER, 1988). Estudos utilizando clamp euglicêmico em indivíduos 

normais  mostraram  antinatriurese  dose-resposta  sem  alteração  da  filtração  glomerular 

(ROCCHIN et al, 1989; GANS et al, 1991). 
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Após  administração  periférica  da  insulina  foi  observado  efeito  antinatriurético 

reduzido  da  ação  da  insulina  em indivíduos  normotensos  comparados  com hipertensos 

(QUINÕNES-GALVAN  &  FERRANNINI,  1997).  GONTIJO  &  MUSCELLI,  1996, 

mostraram hipoglicemia  associada  à  redução considerável  da  excreção  tubular  renal  de 

sódio insulina-estimulada em pacientes hipertensos em relação aos normotensos, durante o 

GTT oral.

Como  a  insulina  apresenta  efeito  direto  no  transporte  celular  iônico  (MOORE, 

1983),  especula-se  que  o  efeito  da  insulina  sobre  a  excreção  renal  de  sódio  seja 

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

Vários  estudos  sugerem que o efeito  antinatriurético  da insulina  seja,  em parte, 

secundário  a  ativação  do  co-transporte  sódio-glicose  ao  nível  do  túbulo  contornado 

proximal e da atividade Na/KATPase ao longo de todo néfron (DeFRONZO et al, 1975; 

1976, 1992; QUINÕNES-GALVAN & FERRANNINI, 1997; STENVINKEL et al, 1997).

Quanto  à  ação  central  da  insulina,  estudos  pioneiros  realizados  no  SNC 

estabeleceram um axioma de que a insulina não poderia ser requerida na utilização central 

da  glicose  por  acreditarem  que  a  insulina  não  pudesse  atravessar  a  barreira 

hematoencefálica (CRONE, 1965). Até recentemente,  o SNC não era considerado como 

tecido insulina-dependente.  Observações  de que a insulina poderia  atravessar  a  barreira 

hematoencefálica foram descritas na década de 60 e 70 (MARGOLIS & ALTSZULER, 

1967), sendo seus receptores identificados,  bem como sua extensa distribuição ao nível 

deste tecido (HAVRANKOVA et al, 1978). 

Posteriormente, foi identificada em cérebros de animais a presença de receptores e 

de concentrações de insulina questionando da possibilidade da insulina ser sintetizada e 

liberada no SNC, com efeitos no comportamento da ingestão de alimentos e na regulação 

central das funções autonômicas (HAVRANKOVA¹ et al, 1978), 

A administração  central  da insulina em doses baixas  ou ação endógena reduz a 

ingestão e perda de peso. Em contraste, a administração de anticorpos anti-insulina aumenta 

a ingestão e o ganho de peso (SCHWARTZ et al, 1992).
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A  administração  exógena  de  insulina  (através  da  artéria  carótida,  do  líquido 

cerebroespinhal ou parênquima cerebral) promove efeitos no SNC que desencadeiam uma 

hipoglicemia  periférica,  neuralmente  mediada  (CHOWERS et  al,  1968;  SZABO  & 

SZABO, 1972; SZABO & SZABO, 1975) bem como alterações na hemodinâmica renal e 

no balanço hidroeletrolítico (AGARWALA & BAPAT, 1977).

Experimentalmente, a insulina injetada aguda e centralmente promoveu natriurese 

neuralmente  mediada,  abolida  pela  desnervação  renal  bilateral  (MICHELOTTO  et  al, 

2002), e pela administração 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  elevação  da  excreção  renal  de  sódio 

(MENEGON et  al,  2007).  Outros estudos também evidenciaram natriurese  neuralmente 

mediada: a  injeção  de  insulina  na  área  periventricular  promoveu  redução  da  atividade 

eferente dos nervos simpáticos periféricos, abolida após destruição dos neurônios com a 

injeção  de  ácido  caínico  (SAKAGUCHI  &  BRAY,  1987);  a  injeção  de  carbacol  e 

norepinefrina  na área  de septal,  hipotálamo anterior  lateral,  orgão subfornical  e  porção 

anterior  do terceiro ventrículo pode promover  natriurese tubular  (COVIAN et al,  1975; 

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

Por  outro  lado,  SHANKAR  et  al,  1998  mostraram  que  a  administração 

intracerebroventricular aguda de inibidor da óxido nítrico sintase (NOS), resultou em uma 

marcada resistência insulinica, hiperglicemia, secreção deficiente de insulina e hipertensão 

arterial. 

O óxido nítrico (NO) um radical livre, gasoso, inorgânico, incolor, constitui um dos 

mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares. Este radical é produzido a 

partir  da L-arginina,  por uma reação mediada  pela  enzima óxido nítrico  sintase (NOS) 

constitutiva (c-NOS) e induzível (i-NOS). Está envolvido no relaxamento vascular e tem 

um papel  de  grande  importância  na  proteção  do  vaso  sangüíneo.  Possui  função  como 

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

Todas as isoformas da enzima óxido nítrico sintase podem ser inibidas por análogos 

da arginina N-substitutas, como a NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-L-
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ornitina  (L-NIO),  NG-amino-L-arginina  (L-NAA), NG-nitro-L-arginina (L-NA) e o metil 

éster  correspondente,  o  NG-nitro-L-arginina-metil-éster  (L-NAME).  Estes  análogos 

competem  com  a  L-arginina  e  agem  como  inibidores  estéreos  específicos  da  NOS 

(MONCADA et al, 1991). Além destes inibidores, a aminoguanidina é também capaz de 

inibir a NOS e apresenta uma relativa seletividade para i-NOS (SZABÓ, 1995). 

O NO produzido pelas células endoteliais tem um papel essencial no processo de 

relaxamento  do  vaso  sangüíneo  (BUSCONI  &  MICHEL,  1993).  O  NO  resultante  da 

ativação  da  i-NOS  possui  ação  citotóxica  e  citostática,  promovendo  a  destruição  de 

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

Evidências  consideráveis  admitem  que  o  NO  pode  contribuir  para  algumas 

condições patológicas, como asma (HAMID et al, 1993), artrite reumatóide (SAKURAI et 

al, 1995), lesões ateroscleróticas (BUTTERY et al, 1996), tuberculose (NICHOLSON et al, 

1996), esclerose múltipla (BAGASRA et al, 1995), Alzheimer (VODOVOTZ et al, 1996) e 

gastrite induzida por Helicobacter pylori (MANNICK et al, 1996). 

A injeção in bolus intravenoso de 100 mg NG-monometil-L-arginina (L-NMA) eleva 

a excreção tubular renal de sódio, enquanto que injeção in bolus intravenoso de 10 mg de 

NG-Nitro-L-arginina metilester (L-NAME) não alterou a natriurese (BAYLIS et al, 1990). 

Em cultura de células, o óxido nítrico inibiu o transporte tubular renal de sódio diretamente 

na cortical  do ducto coletor  (STOOS et al,  1991).  A inibição  da NOS reduziu o fluxo 

plasmático da papila renal, e estas alterações hemodinâmicas intrarenais poderiam ter uma 

ação importante como mediadora no manuseio tubular renal do sódio induzidas pelo L-

NAME.  (MATTSON  et  al,  1992).  Resposta  antinatriurética,  sem alteração  da  pressão 

arterial, fluxo plasmático renal e filtração glomerular foi observada em animais recebendo 

1mg/kg/min  de  L-NAME parenteral.  Entretanto  a  infusão  parenteral  de  50  mg/kg/min 

elevou a pressão arterial associada com uma queda do fluxo plasmático renal e da filtração 

glomerular com excreção tubular renal de sódio inalterada (LAHERA et al, 1991).

A inibição  da  NOS,  em ratos,  pela  administração  oral  prolongada  de  L-NAME 

promoveu elevação da pressão arterial associada a elevação da excreção renal tubular de 

sódio,  apesar  da redução da filtração  glomerular  (GRANGER, 1986;  MATTSON et  al, 
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1992).  Em  outro  estudo,  a  elevação  da  pressão  arterial  após  a  inibição  endovenosa 

prolongada da NOS, pode ser  parcialmente  mediada  pela  atividade  da enervação renal, 

havendo atenuação da hipertensão arterial induzida por L-NAME após desnervação renal 

bilateral,  por promover  reduções adicionais  da reabsorção de sódio nos segmentos  pós-

proximais de néfrons (XAVIER et al, 2000). A administração parenteral de inibidores da 

NOS aumentou a atividade do nervo simpático renal, a secção medula espinal aboliu este 

efeito (SAKUMA et al, 1992). 

A injeção de inibidores  da NOS na cisterna magna (TOGASHI et al,  1992),  no 

núcleo  do  trato  solitário  (HARADA  et  al,  1993)  e  na  medula  rostral  ventrolateral 

(SHAPOVAL et al, 1991) promoveram elevação da pressão arterial e da atividade do nervo 

simpático renal. 

A inibição da enzima óxido nítrico sintase com doses baixas de L-NAME em ratos 

com  rins  intactos,  promoveu  elevação  da  diurese-pressórica,  abolida  em  ratos  com 

desnervação renal bilateral. O efeito natriurético do L-NAME em ratos enervados pode ser 

atribuído à inibição do tônus simpático secundário à elevação da pressão arterial. A inibição 

da  enzima  óxido  nítrico  sintase  com  doses  elevadas  de  L-NAME  aboliu  a  diurese-

pressórica independente da enervação renal (MADRID et al, 1998). 

Foi sugerido que uma provável rota central NO-dependente possa controlar a ação 

de  insulina  na  função  renal  e  este  sistema  poderia  estar  relacionado  também  com  as 

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

HEIDENREICH  et  al,  1988  e  LANSDSBERG  &  KRIEGER,  1989,  mostraram 

experimentalmente,  que o cérebro não responde a doses elevadas  de insulina,  enquanto 

CHOWERS et al, 1966 e KUO et al, 1993, mostraram que doses elevadas de insulina i.c.v. 

não  alteraram o  nível  de  glicose  no  liquor,  sustentando  a  hipótese  de  que  o  efeito  de 

insulina i.c.v. não foi mediado por privação de glicose. Foi mostrado também que a insulina 

central  pode  levar  a  redução  da  glicemia  com  insulinemia  inalterada,  podendo  ser  o 

responsável  por  mudanças  provocadas  pela  insulina  no  SNC  sobre  o  metabolismo  da 

glicose (MICHELOTTO et al, 2002 e FURLAN et al, 2003, MACEDO et al, 2003). Estes 
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achados notáveis sugerem que uma via nitrérgica também possa modular mecanismos de 

sinalização de insulina.

A natriurese promovida pela insulina é atenuada após tratamento prévio dos animais 

pela administração sistêmica de L-NAME. Este achado é pelo menos em parte, relacionado 

às mudanças no SNC via neural dependente do óxido nítrico, sugerindo ser a via nitrérgica 

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

As  escassas  informações,  sobre  o  mecanismo  neural  mediador  dos  efeitos  da 

administração de insulina  i.c.v. no manuseio renal de sódio nos ratos, coloca a insulina 

como precursores de neuropeptideo que possivelmente interagem com o sistema nitrérgico.

Como hipótese, foi sugerida que a ação de insulina no SNC pode ser modulada pelo 

óxido  nítrico  através  da  atividade  da  enzima  óxido  nítrico  sintase  (NOS)  alterando  a 

excreção  urinaria  de  sódio.  Para  testar  esta  hipótese,  foram investigados  os  efeitos  da 

insulina  i.c.v. aguda nos  mecanismos  centrais  responsáveis  pela  regulação  da  excreção 

urinaria  sódio em ratos  após  injeção  central  simultânea  de  insulina  após  administração 

prévia de L-NAME em ratos não anestesiado em relação ao grupo de controle relacionado. 
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2-OBJETIVOS

GERAL

Avaliar se a ação da insulina no SNC pode ser modulada pelo óxido nítrico através 

da  atividade  da  enzima  óxido  nítrico  sintase  (NOS)  sobre  a  função  renal,  após 

administração i.c.v. de isulina e L-NAME no ventrículo lateral direito de ratos íntegros.

ESPECÍFICOS

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

ventrículo lateral direito sobre a filtração glomerular e manuseio tubular renal de sódio.

Estudar os efeitos dose-resposta da administração prévia de L-NAME i.c.v. seguida 

da administração de dose elevada de insulina i.c.v.  no ventrículo lateral  direito  sobre a 

filtração glomerular e manuseio tubular renalde sódio.
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3-MATERIAIS E MÉTODOS

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 laboratório 

até a implantação das cânulas em gaiolas coletivas com até 5 animais, com livre acesso à 

ingestão sólida de ração para ratos LABINA (Purina)  e água em sala com temperatura 

ambiente.

Manipulação cirúrgica

Cirurgia para implante da cânula intracerebroventricular

Para a confecção das cânulas externas foram utilizadas cânulas metálicas (Ibrás S.A, 

Campinas – SP) com diâmetro externo de 0.9 mm e diâmetro interno de 0.6 mm, com 15 

mm no seu comprimento total. Uma agulha de Mizzy - cânula de infusão – e um obturador, 

com comprimento de 16 mm foram também utilizados.

Após  uma  noite  em  jejum,  os  animais  submetidos  ao  implante  de  cânula 

intracerebroventricular  foram  anestesiados  com  pentobarbital  sódico  na  dose  de  10 

mg/100g de peso (Cristália Lab., S.P., Brasil) via intraperitonial e colocados em aparelho 

estereotáxico (Stoelting Co, Modelo 234, USA).

A coordenada vertical foi posicionada a 90o do plano horizontal. Os animais foram 

posicionados apropriadamente no aparelho mediante prendedores acoplados à cabeça e ao 

focinho. Após antissepsia, uma incisão na linha média do escalpo foi realizada de maneira a 

obter exposição da sutura sagital. O periósteo foi aberto e refletido do campo cirúrgico. As 

coordenadas  anteroposterior,  lateral  e  dorsoventral  para  acesso  da  cânula  no  ventrículo 

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 

referência,  procedendo-se  a  trepanação  do  crânio  junto  ao  osso  frontal,  na  junção  das 

coordenadas lateral e anteroposterior (Figura 1).
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Cuidados  especiais  foram  tomados  de  maneira  a  se  evitar  lesões  de  estruturas 

vasculares e de parênquima cerebral. Três outros orifícios foram posteriormente abertos ao 

redor  do orifício  central,  sendo neles  colocados  parafusos  de aço  inoxidável.  A cânula 

externa foi posicionada no orifício central e abaixada cuidadosamente até o ponto exato da 

coordenada dorsoventral.

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

A cânula foi fixada ao crânio utilizando-se cimento acrílico (Acrílico polimerizável. 

Jet,  Brasil),  após a  obtenção de conveniente  e  desejável  hemostasia  (SHANKAR et  al, 

1998). Após a polimerização do cimento,  com consequente fixação segura da cânula,  a 

cânula foi liberada do braço do aparelho estereotáxico e uma guia foi inserida dentro da 

cânula externa.

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

hipotermia,  até  a  completa  recuperação.  Posteriormente  foram  alojados,  nas  mesmas 
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condições  iniciais,  por  6  dias.  Os  cuidados  diários  foram  rigorosamente  seguidos,  de 

maneira que fossem evitados acidentes como mau posicionamento ou obstrução da cânula, 

avulsão do cimento acrílico e infecções.

Considerações gerais

Em todos os  animais  procedeu-se à  administração  por  gavagem de  60  µmol  de 

LiCl/100g peso, cerca de 14 horas antes dos testes renais. Após 1 noite de jejum, cada 

animal recebeu uma sobrecarga hídrica de água potável em volume correspondente a 5% de 

seu peso corporal, não se excedendo, entretanto, volume superior a 15 ml. Uma segunda 

sobrecarga, após cuidadoso esvaziamento vesical, com o mesmo volume, foi administrada 

uma  hora  após.  Os  animais  foram subsequentemente  mantidos  em gaiolas  metabólicas 

individuais.  Em  todos  os  experimentos,  um  período  de  30  minutos  após  a  segunda 

gavagem, foi considerado.

Após esses procedimentos, a urina eliminada espontaneamente passava por um funil 

localizado na parte inferior da gaiola e era coletada em tubos graduados por períodos de 

tempo previamente estabelecidos. A seguir, após mensuração do volume obtido, a urina era 

acondicionada em tubos de vidro, que eram sistematicamente colocados em recipiente com 

gelo moído.

As injeções i.c.v. tinham volume de 3 µl. Todas as diluições foram realizadas com 

solução salina de 0.15 M de NaCl. Utilizou-se insulina regular (100 U/ml, Biobrás, Brasil) 

e NΩnitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (25g, Sigma, St Louis, USA).

Ao  final  dos  experimentos,  os  animais  eram anestesiados  mediante  inalação  de 

vapor de éter etílico e as amostras de sangue foram obtidas por punção cardíaca direta, após 

ampla e rápida abertura da cavidade torácica mediante dissecção romba.  Imediatamente 

procedia-se à centrifugação do sangue colhido. As várias amostras de plasma e urina foram 

mantidas hermeticamente fechadas em refrigerador com temperatura mínima de –50 0C. 

O rim esquerdo era então excisado para posterior avaliação ponderal,  bem como 

para observação direta de alterações patológicas macroscópicas.
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Grupos de experimentos

Os ratos foram aleatoriamente separados em 2 grupos:

1-CONTROLE

1.1-Controle (C): injeção i.c.v. de 0.15 M de NaCl em ratos (n = 37) em volume de 3µl.

2-EXPERIMENTAL: 

2.1-Injeção 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 µl. 

2.2-Injeção i.c.v. de dose-resposta de L-NAME em ratos: 60 µg (n = 6) e 600 µg (n = 10) 

de L-NAME em um volume de 3µl. 

2.3-Injeção i.c.v. de L-NAME 60 µg (n = 8) e 600 µg (n = 11) em volume de 3µl, 10 

minutos antes da injeção i.c.v. de 126 ng de insulina regular em volume de 3µl. 

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 período de 30 minutos após a segunda sobrecarga hídrica, 

denominado período controle, antecedeu qualquer procedimento. Em todos os protocolos 

foram considerados 4 períodos 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.

Após as sobrecargas hídricas, para o grupo controle foi injetado um volume de 3 µl 

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 µl 

de salina 0.9% (SHANKAR et al, 1998).

A

Protocolo 1 C = solução salina 0.9% i.c.v. E = Insulina 1.26; 12.6 e 126 ng i.c.v.

1a SCH 2a SCH

-90 -30 0 30 60 90 120   

minutos

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.

Após as sobrecargas hídricas, para o grupo controle foi injetado um volume de 3µl 

de salina 0,9% e para o grupo experimental foram injetadas, dose baixa (60 µg 

i.c.v.) e dose alta (600 µg 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 µl de 

salina 0.9%.

B

Protocolo 2 C = solução salina 

0.9% i.c.v

E = L-NAME 60 e 600 µg 

i.c.v. e insulina 126 ng i.c.v. 

1a SCH 2a SCH

-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  após  prévia  administração  de  L-NAME 

intracerebroventricular  em  ratos  intactos.  O  protocolo  3  corresponde  a  esse  desenho 

experimental, considerou-se, com finalidade operacional, um período de 10 minutos entre o 

28



final do período controle e do período experimental após prévia administração de L-NAME 

intracerebroventricular  em  ratos  intactos  e  o  início  do  período  experimental  após 

administração de insulina intracerebroventricular em ratos intactos, recebendo um volume 

total de injeção de 3  µl. Ao final do período controle (tempo zero) os animais do grupo 

controle receberam solução salina 0,9%, enquanto os do grupo experimental receberam L-

NAME. Ao final de 10 minutos iniciava-se a injeção de insulina no grupo experimental.

Protocolo 3 - L-NAME 60-600 µg + Insulina 126 ng 

Após as sobrecargas hídricas, para o grupo controle foi injetado, salina 0.9% i.c.v. 

para o C (Controle) em um volume de 3 µl e para o grupo experimental foi injetado dose 

baixa (60 µg i.c.v.) e com dose alta (600 µg i.c.v.) de L-NAME em um volume de 3 µl. 10 

minutos após foi injetado dose alta (126 ng i.c.v.) de insulina regular em um volume de 3 

µl, respectivamente.

C

Protocolo 3 C = Solução Salina 0.9% i.c.v.
E = L-NAME 60 e 600 µg i.c.v.

E = insulina 126 ng i.c.v. 

1a SCH 2a SCH

-90 -30 0 10 40 70 100 130
minutos
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Parâmetros analisados

Para análise dos dados, foi calculada a média aritmética dos valores obtidos em cada 

um dos intervalos dos respectivos períodos. Esta média foi então comparada aos valores 

correspondentes no mesmo período entre todos os outros grupos. Todos os parâmetros da 

função renal foram calculados em relação a 100g do peso corporal do animal.

Volume minuto urinário: V’

O V' coletado no período foi dividido por 30. Os resultados obtidos em µl/min/100g 

são expressos como ∆ de V'.

Filtração Glomerular: RFG

A medição foi realizada pelo clearance de creatinina pelo método do picrato alcalino, 

segundo a técnica de Jaffé, com leitura final em espectrofotômetro (Micronal,  NV 260. 

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

PCr
RFG

VU Cr '×
=

Onde,

UCr = concentração de creatinina na urina em mg/dl

PCr = concentração de creatinina no plasma em mg/dl

V’ = volume urinário em µl/min.

Os resultados obtidos em µl/min/100g são expressos como ∆ da FG.

Fração de excreção de sódio : FENa

A fração de excreção de sódio foi calculada segundo a fórmula :

100
'

×
×

×
=

CCrPNa

VU Na
Na

FE

Onde,
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UNa = concentração de sódio na urina em mEq/l

V’ = volume urinário em µl/min.

PNa = concentração de sódio no plasma em mEq/l

CCr = clearance de creatinina  100=conversão a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem são expressos como ∆ da FENa.

Fração de excreção de potássio: FEK.

A fração de excreção de potássio foi calculada segundo a fórmula:

100
'

×
×

×
=

P CCrK

VU K
K

FE

Onde,

UK = concentração de potássio no filtrado glomerular em mEq/l

V’ = volume urinário em µl/min.

PK = concentração de potássio no plasma em mEq/l

CCr = clearance de creatinina

100 = conversão a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem são expressos em ∆ da FEK.

Fração de excreção proximal de sódio: FEPNa

A fração de excreção proximal de sódio foi calculada pela fórmula,

100×=
CCr

CLi
FEPNa

Onde,

CLi = clearance de lítio em µl/min.

CCr = clearance de creatinina em µl/min.

100 = conversão a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem são expressos em ∆ da FEPNa.
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Fração de excreção pós-proximal de sódio: FEPPNa

A fração de excreção pós-proximal de sódio foi calculada pela fórmula,

100×=
CLi

CNa
FEPPNa

Onde,

CNa = clearance de sódio em µl/min.

CLi = clearance de lítio em µl/min.

100 = conversão a porcentagem

Os resultados obtidos em porcentagem são expressos como ∆ da FEPPNa.

          Análise Estatística

A análise  estatística  dos  dados  das  curvas  foi  realizada  pela  análise  de  variância 

(ANOVA) para medidas repetidas.  Quando os resultados foram significantes,  o teste de 

contraste de Bonferroni foi utilizado para determinar a extensão das diferenças. Um valor 

de p<0.05 foi considerado para indicar diferença significativa.
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4-RESULTADOS

4.1-Massa corporal

A massa corporal dos animais no início dos experimentos, apresentada na Tabela 7 do 

Anexo 1. Para efeito de cálculo dos vários parâmetros 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 diferença percentual (∆) 

em ∆%, em relação ao Controle, são apresentados nas Tabelas 1 (Anexo 1) e nas Figuras 2-

3. A análise estatística entre os períodos, aos 30, 60, 90 e 120 minutos, foi realizada pelo 

teste de análise de variância (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-

se o teste de contraste de Bonferroni para a discriminação das diferenças.

Os resultados do desenho experimental A, expresso como Área Total Sob a Curva 

(TAUC) em ∆%.min, em relação ao Controle, são apresentados na Tabela 2 (Anexo 1) e 

nas Figuras 2-3. A análise estatística entre grupos foi realizada pelo teste de análise de 

variância  (ANOVA).  Quando  os  resultados  foram  significativos  utilizou-se  o  teste  de 

contraste de Bonferroni para a discriminação das diferenças.

4.2.1-Protocolo 1 – Insulina i.c.v. 

Os resultados dos parâmetros iniciais encontram-se nas Tabelas 1 e 2 do Anexo 1.

         4.2.1.1-Volume urinário minuto (V’) – diferença percentual em ∆%.

Na Figura 2, as médias ± erro padrão 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 e 

44.1 ± 21.5 ∆%, 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 ∆%, para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram: 75.6 ± 11.8; 196.2 ± 

50.1; 187.3 ± 71.5 e 92.8 ± 75.3 ∆% 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 e -11.8 ± 15.7 ∆%. Os resultados não foram considerados 

significativos para p<0.05.

         4.2.1.2-Volume minuto urinário (V’) - Área Total Sob a Curva em ∆%.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 ∆%.min, respectivamente. O resultado não 

foi considerado significativo para p<0.05.

          4.2.1.3-Filtração glomerular (FG) - Diferença percentual em ∆%.

Na figura 2, as médias±erro padrão 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 e -7.9 ± 6.9 ∆%, 

para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram 14.1 ± 6.9; 1.1 ± 4.3; 8.1 ± 6.3 e -10.5 ± 14.8 ∆%, 

para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram 4.4 ± 6.5; 15 ± 6.8; 8 ± 10.3 e -18.7 ± 9.8∆% 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 ± 16.3∆

%. 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-Filtração glomerular (FG) - Área Total Sob a Curva em ∆%.min.

         Na figura 2, as médias ± erro padrão 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 e 372.9 ± 25.4 ∆%.min, respectivamente. O resultado não foi 

considerado significativo (p<0.05).

         4.2.1.5-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Diferença percentual em ∆%.

Na figura 2, as médias ± erro padrão 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 e 

307.9 ± 120.1 ∆%, 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 ∆%, 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 ∆% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. 

foram 138.3 ± 49; 447.4 ± 97.8; 713.1 ± 214.5 e 1050.9 ± 252.9 ∆%. Os resultados foram 

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

Aos 60 e 90 minutos

FENa insulina 126 ng > FENa Controle

         4.2.1.6-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Área Total Sob a Curva em ∆

%.min.

Na figura 2, as médias ± erro padrão 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 e 2054.9  ± 211.5  ∆%.min, respectivamente. O resultado foi considerado 

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

intracerebroventricular em relação ao Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle

             4.2.1.7-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) – Diferença percentual 

em ∆%.

Na figura 3, as médias ± erro padrão 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 e 

108.3  ± 18.6  ∆%, para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram: 55.7  ± 25.5; 144.3  ± 44.9; 

154.1 ± 51.2 e 207.4 ± 82.6 ∆%, para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram: 18.7 ± 9.5; 60.2 

± 18.1; 58.6 ± 8.4 e 118.6 ± 47.6 ∆% 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 ∆%. Os resultados não foram considerados 

significativos para p<0.05.

4.2.1.8-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) - Área Total Sob a Curva 

em ∆%.min.
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Na figura 3, as médias ± erro padrão 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; 

487.4±26.0  e  594.6±58.4  ∆%.min,  respectivamente.  O  resultado  não  foi  considerado 

significativo para p<0.05.

          4.2.1.9-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) – Diferença 

percentual em ∆%.

Na figura 3, as médias ± erro padrão 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 e 38.1 

± 16.5 ∆%, 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 ± 58.7∆%, para o grupo insulina 12.6 ng i.c.v. foram: 70.3 ± 51.5; 82.4 ± 61.1; 

146.1 ± 78.7 e 192.3 ± 116.4 ∆% 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∆%.  Os  resultados  foram  considerados 

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

Aos 120 minutos

FEPPNa insulina 126 ng > FEPPNa Controle

4.2.1.10-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) - Área Total Sob a 

Curva em ∆%.min.

Na figura 3 as médias  ± erro padrão 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  ∆%.min, respectivamente. O resultado foi considerado significativo 

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

ao Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle
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         4.2.1.11-Fração de Excreção Potássio (FEK) – Diferença percentual em ∆%.

Na figura 3, as médias ± erro padrão 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 e 103.5 ± 

20.1 ∆%; para o grupo insulina 1.26 ng i.c.v. foram: 27.5 ± 7.5; 85.5 ± 19.1; 85.6 ± 26.4 e 

328.2 ± 165.2 ∆% 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 ∆%. As X ± EPM para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram 40.4 

± 14.1; 95.2  ± 15.6; 157.4  ± 38.2 e 194.1  ± 36.4  ∆%. Os resultados foram considerados 

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

Aos 60 e 90 minutos

FEK insulina 126 µg > FEK Controle

        4.2.1.12-Fração de Excreção Potássio (FEK) - Área Total Sob a Curva em ∆

%.min.

Figura 3, as médias  ± erro padrão 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  ± 175.9  e  669.2  ± 70.8∆%.min,  respectivamente.  O  resultado  foi  considerado 

significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) da insulina 126 ng intracerebroventricular 

em relação ao Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle
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Figura 2:  Efeitos  da microinjeção no ventrículo  cerebral  lateral  de Salina (C) ou dose-
resposta  de  1.26,  12.6  e  126  ng  de  insulina  (E)  em volume  de  3µl,  em ratos  Wistar  
Hannover na diferença percentual em  ∆% e na Área Total Sob a Curva (TAUC) em  ∆
%.min no V’; FG e FENa.  Dados mostrados  como média  ± erro padrão da média (X  ± 

EPM). *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).
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Figura 3:  Efeitos  da microinjeção  no ventrículo  cerebral  lateral  de salina  (C) ou dose-
resposta  de  1.26,  12.6  e  126  ng  de  insulina  (E)  em volume  de  3µl,  em ratos  Wistar  
Hannover na diferença percentual em  ∆% e na Área Total Sob a Curva (TAUC) em  ∆
%.min, na FEPNa; FEPPNa e FEK. Dados mostrados como média ± erro padrão da média (X ± 

EPM). *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).
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4.3-Resultados do desenho experimental B

Os resultados do desenho experimental B, expresso como diferença percentual (∆) em 

∆%, em relação ao Controle, são apresentados nas Tabelas 3 (Anexo 1) e nas Figuras 4-5. 

A análise estatística entre os períodos, aos 30, 60, 90 e 120 minutos, foi realizada pelo teste 

de análise de variância (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-se o 

teste de contraste de Bonferroni para a discriminação das diferenças.

Os resultados do desenho experimental B, expresso como Área Total Sob a Curva 

(TAUC) em ∆%.min, em relação ao Controle, são apresentados na Tabela 4 (Anexo 1) e 

nas Figuras 4-5. A análise estatística entre os grupos foi realizada pelo teste de análise de 

variância  (ANOVA).  Quando  os  resultados  foram  significativos  utilizou-se  o  teste  de 

contraste de Bonferroni para a discriminação das diferenças.

4.3.1-Protocolo 2 – L-NAME i.c.v. 

Os resultados dos parâmetros iniciais encontram-se nas Tabelas 3 e 4 do Anexo 1.

         4.3.1.1-Volume urinário minuto (V’) – diferença percentual em ∆%

Na Figura 4, as médias ± erro padrão 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 e 

44.1 ± 21.5∆%, para o grupo L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 95.4 ± 34.2; 153.8 ± 80.7; 101.9 

± 92.6 e 53.6 ± 99.7 ∆%, para o grupo L-NAME 600 µg i.c.v. foram: 61.7 ± 19.5; 173.4 ± 

28.5; 151.1 ± 31.2 e 82.4 ± 26.1 ∆% e para o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 137.1 ± 

26.1; 182.2 ± 28.9; 58.1 ± 23.9 e -11.8 ± 15.7 ∆%. Os resultados não foram considerados 

significativos para p<0.05.

         4.3.1.2-Volume minuto urinário (V’) - Área Total Sob a Curva em ∆%.min.

Na Figura 4, as médias ± erro padrão das médias (X ± EPM) para os grupos Controle; 

L-NAME 60 e 600 µg e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 610.3 ± 49.6; 576.9 

± 207.9;  696.4  ± 72.3  e  602.9  ± 52.6  ∆%.min,  respectivamente.  O  resultado  não  foi 

considerado significativo para p<0.05.
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          4.3.1.3-Filtração glomerular (FG) - Diferença percentual em ∆%

Na figura 4, as médias±erro padrão 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 e -7.9 ± 6.9 ∆

%, para o grupo L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 14.9 ± 24.2; 28.3 ± 32.3; 2.2 ± 27.1 e -2.7 ± 

36.1∆%, para o grupo L-NAME 600 µg i.c.v. foram: 23.0 ± 12.8; 17.1 ± 9.2; 32.9 ± 17.3 e 

0.2 ± 11.1 ∆% 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±16.3∆%. 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-Filtração glomerular (FG) - Área Total Sob a Curva em ∆%.min

Na figura 4, as médias ± erro padrão das médias (X ± EPM) para os grupos Controle; 

L-NAME 60 e 600 µg e insulina 126 ng foram: 312.9 ± 11.7; 293.7 ± 79.6; 362.2 ± 28.3 e 

372.9  ± 25.4  ∆%.min,  respectivamente.  O  resultado  não  foi  considerado  significativo 

(p<0.05).

         4.3.1.5-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Diferença percentual em ∆%

Na figura 4, as médias ± erro padrão 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 ± 31.9 e 

307.9 ± 120.1 ∆%, para o grupo L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 51.4 ± 54.1; 167.1 ± 146.7; 

170.5 ± 135.0 e  269.8 ± 207.2  ∆%, para o grupo L-NAME 600 µg i.c.v. foram: 286.5 ± 

166.5; 471.2 ± 212.5;  346.5 ± 123.3 e  584.4 ± 237.1  ∆% e para o grupo insulina 126 ng 

i.c.v. foram 138.3 ± 49.1; 447.4 ± 97.8; 713.1 ± 214.5 e 1050.9 ± 252.9 ∆%. Os resultados 

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

FENa insulina 126 ng > FENa Controle

         4.3.1.6-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Área Total Sob a Curva em ∆

%.min.

Na figura 4, as médias ± erro padrão das médias (X ± EPM) para os grupos Controle; 

L-NAME 60 e 600 µg e insulina 126 ng intracerebroventricular  foram: 855.6  ± 115.3; 

798.1 ± 110.9; 1553.1 ± 150.7 e 2054.9 ± 211.5 ∆%.min, respectivamente. O resultado foi 

considerado significativo pelo teste  de Bonferroni  (p<0.05) para o  L-NAME 60 µg em 

relação  a  insulina  12.6  ng  e  600  µg  e  insulina  12.6  µg  em  relação  ao  controle, 

intracerebroventricularmente.

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

TAUC L-NAME 60 µg < TAUC insulina 126 ng 

    

     4.3.1.7-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) – Diferença percentual em ∆
%.

Na figura 5, as médias ± erro padrão 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 e 

108.3  ± 18.6  ∆%, para o grupo L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 89.5 ± 53.6; 108.1 ± 65.2; 

118.9 ± 68.4 e 90.4 ± 63.6 ∆%, para o grupo L-NAME 600 µg i.c.v. foram 86.3 ± 28.1; 

164.0 ± 46.1; 101.8 ± 36.4 e 128.3 ± 52.2 ∆% 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  ∆%. Os  resultados  não  foram 

considerados significativos para p<0.05.

          4.3.1.8-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) - Área Total Sob a Curva 

em ∆%.min

Na figura 5, as médias ± erro padrão das médias (X ± EPM) para os grupos Controle; 

L-NAME 60 e 600 µg 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  ∆%.min,  respectivamente.  O resultado não  foi 

considerado significativo para p<0.05.

          4.3.1.9-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) – Diferença 

percentual em ∆%

Na figura 5, as médias ± erro padrão das médias (X±EPM) 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 ∆%, para o grupo L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 16.4 ± 17.8; 19.1 ± 20.2; 52.6 ± 27.8 e 

110.4 ± 60.5 ∆%, para o grupo L-NAME 600 µg i.c.v. foram: 52.4 ± 41.4; 119.4 ± 58.1; 

93.7 ± 30.8 e 137.2 ± 46.0 ∆% 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  ∆%.  Os  resultados  foram  considerados 

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

Aos 120 minutos

FEPPNa insulina 126 ng > FEPPNa Controle

         4.3.1.10-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) - Área Total Sob a 

Curva em ∆%.min.

Na figura 5, as médias ± erro padrão das médias (X ± EPM) para os grupos Controle; 

L-NAME 60 e 600 µg e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 422.5 ± 50.7; 432.1 

± 53.4;  608.3  ± 111.3  e  773.6  ± 114.0∆%.min,  respectivamente.  O  resultado  foi 

considerado significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) para L-NAME 60 µg i.c.v. em 

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

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle

TAUC L-NAME 60 µg < TAUC insulina 126 ng
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         4.3.1.11-Fração de Excreção Potássio (FEK) – Diferença percentual em ∆%

Na figura 4, as médias ± erro padrão 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 e 103.5  ± 

20.1 ∆%, para o grupo L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 43.1 ± 41.8; 83.7 ± 59.0; 133.8 ± 77.0 

e 109.3 ± 69.0 ∆%, para o grupo L-NAME 600 µg i.c.v. foram: 22.6 ± 16.9; 48.2 ± 25.2; 

30.1 ± 20.8 e 66.1 ± 40.9 ∆% 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 ± 36.4∆%. Os resultados foram considerados significativos pelo 

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

Aos 60 e 90 minutos

FEK insulina 126 ng > FEK Controle

   

       4.3.1.12-Fração de Excreção Potássio (FEK) - Área Total Sob a Curva em ∆%.min

Figura 5, as médias ± erro padrão das médias (X ± EPM) para os grupos Controle; L-

NAME 60 e 600 µg e insulina 126 ng intracerebroventricular foram: 460.2 ± 28.5; 583.7 ± 

181.7; 423.2 ± 64.2 e 669.8 ± 70.8 ∆%.min, respectivamente. O resultado foi considerado 

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

intracerebroventricular em relação ao grupo Controle.

TAUC insulina 126 ng > TAUC Controle
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Figura 4:  Efeitos  da microinjeção no ventrículo  cerebral  lateral  de Salina (C) ou dose-
resposta de 60 e 600µg de L-NAME e 126ng de insulina (E), em volume de 3µl, em ratos 
Wistar Hannover na diferença percentual em ∆% e na Área Total Sob a Curva (TAUC) em 
∆%.min no V’; FG e FENa. Dados mostrados como média±erro padrão da média (X±EPM). 
*;@p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni). 
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Figura 5:  Efeitos  da microinjeção no ventrículo  cerebral  lateral  de Salina (C) ou dose-
resposta de 60 e 600 µg de L-NAME e 126 ng de insulina (E), em volume de 3 µl, em ratos 
Wistar Hannover na diferença percentual em ∆% e na Área Total Sob a Curva (TAUC) em 
∆%.min na FEPNa; FEPPNa e FEK. Dados mostrados como média ± erro padrão 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 são apresentados nas Tabelas 5 e 6 (anexo 

1) e nas figuras 6 e 7 (diferença percentual [∆] em relação ao controle em  ∆%). Para a 

análise  dos resultados  desse grupo, foi considerado um grupo Controle  (C),  constituído 

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

Os resultados do desenho experimental C, expresso como diferença percentual (∆) em 

∆%, em relação ao Controle, são apresentados nas Tabelas 5 (Anexo 1) e nas Figuras 6-7. 

A análise estatística entre os períodos, aos 30, 60, 90 e 120 minutos, foi realizada pelo teste 

de análise de variância (ANOVA). Quando os resultados foram significativos utilizou-se o 

teste de contraste de Bonferroni para a discriminação das diferenças.

Os  resultados  do  desenho experimental  C,  expresso  em Área  Total  Sob a  Curva 

(TAUC) em ∆%.min, apresentados na Tabela 6 (Anexo 1) e nas Figuras 6 e 7. A análise 

estatística  entre  os  grupos  foi  realizada  pelo  teste  de  análise  de  variância  (ANOVA). 

Quando os resultados foram significativos utilizou-se o teste de contraste de Bonferroni 

para a discriminação das diferenças.

4.4.1-Protocolo 3 – Insulina i.c.v+L-NAME i.c.v. 

Os resultados dos parâmetros iniciais encontram-se nas Tabelas 5 e 6 do Anexo 1.

4.4.1.1-Volume urinário minuto (V’) – diferença percentual em ∆%.

Na Figura 6, as médias ± erro padrão 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 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60µg i.c.v. foram: 143.1 ± 19.9; 183.5 ± 

46.4; 96.8 ± 57.8 e -25.4 ± 24.6 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 µg i.c.v. 

foram: 300.7 ± 121.3; 372.2 ± 173.8; 404.2 ± 293.2 e 234.5 ± 232.5 ∆% e para o grupo 

insulina 126 ng i.c.v. foram: 137.1 ± 26.1; 182.2 ± 28.9; 58.1 ± 23.9 e -11.8 ± 15.7 ∆%. Os 

resultados não foram considerados significativos para p<0.05.
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         4.4.1.2-Volume minuto urinário (V’) - Área Total Sob a Curva em ∆%.min

Na Figura 5,  as médias  ± erro padrão das médias  (X  ± EPM) para os grupos C; 

insulina 126 ng + L-NAME 60 µg; insulina 126 ng + L-NAME 600 µg e insulina 126 ng 

foram:  610.3  ± 49.6;  639.0  ± 107.4;  1344.1  ± 238.5  e  602.9  ± 52.6  ∆%.min, 

respectivamente. Os resultados foram considerados significativos pelo teste de Bonferroni 

(p<0.05)  da  associação  da  insulina  126  ng  +  L-NAME 600  µg  em relação  ao  grupo 

Controle

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

          4.4.1.3-Filtração glomerular (FG) - Diferença percentual em ∆%

Na figura 6, as médias ± erro padrão 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 e -7.9 ± 6.9 

∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 39.3 ± 21.1; 28.6 ± 21.5; 

1.8 ± 29.1 e 10.1 ± 19.6 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 µg i.c.v. foram: 

29.4 ± 12.1; 14.4 ± 9.2; -2.7 ± 8.8 e 5.2 ± 14.5 ∆% e para o grupo insulina 126ng i.c.v. 

foram:  19.3  ± 8.4;  32.2  ± 10.1;  18.2  ± 7.8  e  25.9  ± 16.3  ∆%.  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-Filtração glomerular (FG) - Área Total Sob a Curva em ∆%.min.

Na figura 6,  as  médias  ± erro padrão das médias  (X  ± EPM) para os  grupos  C; 

insulina 12.6 µg + L-NAME 60 µg; insulina 126 ng + L-NAME 600 µg e insulina 126 ng 

foram: 312.9 ± 11.7; 355.1 ± 61.0; 329.3 ± 26.7 e 372.9 ± 25.4 ∆%.min, respectivamente. 

O resultado não foi considerado significativo (p<0.05).
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          4.4.1.5-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Diferença percentual em ∆%.

Na figura 6, as médias ± erro padrão 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 e 307.9 

± 120.1 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 203.9 ± 122.9; 

331.1 ± 117.9; 323.7 ± 153.2 e 515.8 ± 66.9 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 

600 µg i.c.v. foram: 138.8 ± 79.2; 195.0 ± 122.4; 358.1 ± 132.3 e 690.1 ± 304.6 ∆% e para 

o grupo insulina 126 ng i.c.v. foram: 138.3 ± 49.1; 447.4 ± 97.8; 713.1 ± 214.5 e 1050.9 ± 

252.9  ∆%.  Os  resultados  foram  considerados  significativos  pelo  teste  de  Bonferroni 

(p<0.05) aos 60 e 90 minutos.

Aos 60 e 90 minutos

FENa insulina 126 ng > FENa C

         4.4.1.6-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Área Total Sob a Curva em ∆

%.min.

Na figura 6,  as  médias  ± erro padrão das médias  (X  ± EPM) para os  grupos  C; 

insulina 126 ng + L-NAME 60 µg; insulina 126 ng + L-NAME 600 µg e insulina 126 ng 

foram:  855.6  ± 115.3;  1314.6  ± 117.0;  1267.4  ± 134.1  e  2054.9  ± 211.5∆%.min, 

respectivamente.  O  resultado  foi  considerado  significativo  pelo  teste  de  Bonferroni 

(p<0.05) da associação da insulina 126 ng + L-NAME 60 µg e da associação da insulina 

126 ng + L-NAME 600 µg em relação à insulina 126 ng, respectivamente.

TAUC insulina 126 ng + L-NAME 60 µg e TAUC insulina 126 ng + L-NAME 
600 µg < TAUC insulina 126 ng

49



4.4.1.7-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) – Diferença percentual 

em ∆%.

Na figura 7, as médias ± erro padrão 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 e 108.3 ± 

18.6 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 71.2 ± 18.3; 107.5 ± 

23.1; 127.7 ± 20.2 e 122.6 ± 11.7 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 µg 

i.c.v. foram: 114.6 ± 41.0; 133.9 ± 34.2; 160.0 ± 57.4 e 195.6 ± 96.2 ∆% e para o grupo 

insulina 12.6 µg i.c.v. foram: 83.4 ± 28.7; 89.1 ± 17.6; 106.3 ± 20.1 e 115.5 ± 30.3 ∆%. Os 

resultados não foram considerados significativos para p<0.05.

          4.4.1.8-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) - Área Total Sob a Curva 

em ∆%.min.

Na figura 7,  as  médias  ± erro padrão das médias  (X  ± EPM) para os  grupos  C; 

insulina 126 ng + L-NAME 60 µg; insulina 126 ng + L-NAME 600 µg e insulina 126 ng 

foram: 557.4 ± 44.4; 629.8 ± 71.8; 195.2 ± 96.4 e 594.6 ± 58.4 ∆%.min, respectivamente. 

O resultado foi considerado significativo pelo teste de Bonferroni (p<0.05) da associação 

insulina 126ng+L-NAME 600 µg em relação ao C e insulina 126 ng,

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

         4.4.1.9-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) – Diferença 

percentual em ∆%

Na figura 7, as médias ± erro padrão 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 e 38.1 ± 16.5 

∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 55.3 ± 61.1; 86.5 ± 56.3; 

23.3 ± 32.4 e 182.1 ± 65.6  ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 µg i.c.v. 

foram: 0.2 ± 17.3; 43.4 ± 29.5; 142.1 ± 64.4 e 285.5 ± 124.3 ∆%, 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  ∆%. Os 
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resultados  foram considerados  significativos  pelo teste  de Bonferroni  (p<0.05)  aos  120 

minutos.

Aos 120 minutos

FEPPNa insulina 126 ng > FEPPNa C

          4.4.1.10-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) - Área Total Sob a 

Curva em ∆%.min.

Na figura 7, as médias ± erro padrão das médias (X ± EPM) para os grupos C; 

insulina 12.6 µg + L-NAME 60 µg; insulina 12.6 µg + L-NAME 600 µg e insulina 

126 ng foram: 422.5 ± 50.7; 528.5 ± 81.0; 628.4 ± 149.1 e 773.6 ±114.0 ∆%.min, 

respectivamente. O  resultado  foi  considerado  significativo  pelo  teste  de  Bonferroni 

(p<0.05) da associação da insulina 126 ng + L-NAME 60 µg em relação à insulina 126 ng.

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

         4.4.1.11-Fração de Excreção Potássio (FEK) – Diferença percentual 

em ∆%.

Na figura 7, as médias ± erro padrão 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 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 60 µg i.c.v. foram: 30.3 ± 17.8; 58.2 ± 

15.9; 96.5 ± 46.5 e 128.5 ± 69.7 ∆%, para o grupo insulina 126 ng + L-NAME 600 µg i.c.v. 

foram: 2.4 ± 10.2; 1.1 ± 20.8; 36.8 ± 26.1 e 125.7 ± 50.9 ∆% e para o grupo insulina 126 ng 

i.c.v. foram: 40.4 ± 1.4; 95.2 ± 15.6; 157.4 ± 38.2 e 194.1 ± 36.4 ∆%. Os resultados foram 

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

Aos 60 e 90 minutos

FEK insulina 126 ng > FEK C
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4.4.1.12-Fração de Excreção Potássio (FEK) - Área Total Sob a Curva em ∆

%.min.

Na Figura 7,  as médias  ± erro padrão das médias  (X  ± EPM) para os grupos C; 

insulina 126 ng + L-NAME 60 µg; insulina 126 ng + L-NAME 600 µg e insulina 126 ng 

foram: 460.4 ± 28.5; 534.1 ± 83.2; 402.2 ± 71.3 e 669.8 ± 70.8 ∆%.min, respectivamente. 

O resultado não foi considerado significativo (p<0.05).
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Figura 6: Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral de Salina (C), de 60 e 600 µg de 
L-NAME em volume de 3 µl (E) e de 126 ng de insulina em volume de 3 µl (E), em ratos 
Wistar Hannover, na diferença percentual em ∆% e na Área Total Sob a Curva (TAUC) em ∆
%.min, no V’; FG e FENa. Dados mostrados como média±erro padrão da média (X ± EPM). *; 

@p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni). 
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Figura 7: Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral de Salina (C), de 60 e 600 µg de 
L-NAME em volume de 3 µl (E) e de 126 ng de insulina em volume de 3 µl (E), em ratos 
Wistar Hannover, na diferença percentual em ∆% e da Área Total Sob a Curva (TAUC) em ∆
%.min, na FEPNa; FEPPNa  e FEK. Dados mostrados como média  ± erro padrão da média (X ± 

EPM). *; @p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni).  

5-DISCUSSÃO
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O presente estudo visa avaliar os efeitos da insulina e de um inibidor específico da 

síntese  tecidual  de  óxido  nítrico  (L-NAME),  quando  microinjetados  agudamente,  em 

separado  ou  simultaneamente,  intracerebroventricularmente  (i.c.v.  ventrículo  cerebral 

lateral) em ratos normotensos. Estes efeitos foram avaliados sobre a filtração glomerular e a 

manipulação tubular renal de íons, e observados em animais vigis estudados sem qualquer 

restrição  de  movimento  ou  acessibilidade  à  ração  ou  água,  em  gaiolas  metabólicas 

individuais de aço inoxidável

Os achados mais proeminentes deste estudo demonstraram que: 

1. A  administração  intracerebroventricular  de  insulina  na  dose  de  126  ng 

promoveu  significativa  elevação  na  excreção  urinária  de  sódio,  secundária  a 

rejeição da reabsorção tubular renal deste íon nos segmentos pós-proximais do 

nefron e associada à caliurese, sem, entretanto, qualquer alteração da filtração 

glomerular.

2. A administração intracerebroventricular isolada de L-NAME na dose de 60 µg e 

prévia de 60 µg de L-NAME i.c.v. seguida de insulina regular i.c.v. na dose de 

126 ng,  em um volume de 3µl,  promoveu uma significativa atenuação deste 

efeito natriurético central nos segmentos pós-proximais do néfron, sem alteração 

da filtração glomerular.

3. A injeção intracerebroventricular prévia de 600 µg de L-NAME i.c.v. seguida de 

insulina  regular  i.c.v.  na dose de 126 ng,  em um volume de 3µl, promoveu 

significativa elevação da diurese, sem alteração da filtração glomerular.

Nossos  resultados  demonstraram  através  dos  estudos  de  MICHELOTTO  et  al 

(2002) que a insulina administrada centralmente (i.c.v.) promoveu elevação expressiva na 

excreção urinária de sódio e potássio. Estas observações confirmam estudos realizados em 

nosso laboratório que demonstraram uma excreção renal de íons induzida centralmente pela 

insulina, sendo esta parcialmente relacionada às modificações na atividade eferente neural. 

Estas vias neurais, como mostram o presente estudo, podem ser dependentes da modulação 

central de áreas do sistema nervoso central pelo óxido nítrico, uma vez que a resposta à 
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ação  central  da  insulina  é  significativamente  atenuada  após  a  administração 

intracerebroventricular simultânea de L-NAME. 

Classicamente, a insulina endógena circulando no sangue periférico é reconhecida 

como a responsável pelo controle da glicemia. Em contraste, no sistema nervoso central a 

insulina atua (BANKS et al, 2008): 

1. Mediando o desenvolvimento e maturação das células neurais; 

2. Favorecendo a utilização de glicose no cérebro; 

3. Promovendo a síntese de acetilcolina;

4. Modificando os níveis locais de norepinefrina e dopamina;

5. Elevando de maneira heterogênea a atividade eferente simpática neural; 

6. Modulando respostas neuronais de estímulos provenientes do bulbo olfatório e 

da amígdala cerebral; 

7. Alterando a secreção de gonadotrofinas pela hipófise;

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

Os  efeitos  da  insulina  intracerebroventricular  são  independentes  e  muitas  vezes 

recíprocos àqueles observados nos tecidos periféricos. Assim, a administração de insulina 

no  sistema  nervoso  central  induz  hiperglicemia,  hipoinsulinemia  e  anorexia,  redução 

hipotalâmica da expressão do neuropeptídeo Y no hipotálamo seguido por decréscimo da 

ingestão alimentar e de redução do peso corporal além de promover resistência periférica à 

insulina. Estes efeitos, provavelmente ocorrem, dentro de níveis plasmáticos fisiológicos da 

insulina,  uma  vez  que,  anticorpos  específicos  contra  receptores  deste  peptídeo 

administrados no sistema nervoso central promovem a elevação da ingestão de alimentos e 

do  peso  corporal.  A  ação  da  insulina  adicionada  ao  fluido  cerebrospinal  nas  regiões 

hipotalâmicas  periventriculares  é  possibilitada  pelo  transporte  facilitado  deste  peptídeo 

sérico  endógeno para  regiões  encefálicas  através  do  plexo coróide  vencendo a barreira 

hemato-liquórica  através  de  um  processo  de  transporte  saturável.  Vários  autores  têm 

demonstrado que a injeção de insulina marcada no espaço cerebroventricular, pode alcançar 

e ser detectada em sítios neuronais relativamente distantes através das células epêndimais 

ou  dos  processos  gliais  (BRIGHTHAM,  1968).  Assim,  esta  administração  de  insulina 

radio-marcada  nos  ventrículos  cerebrais  laterais  de  ratos  produz  uma  forte  marcação 

cerebral, atingindo extensas regiões próximas ao terceiro e quarto ventrículos (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 à ação da insulina no sistema nervoso central (BANKS 

et al, 2008).

Vários  estudos  demonstraram  que  após  a  administração  intracerebroventricular 

aguda de insulina no ventrículo lateral direito de ratos normotensos, esta pode difundir-se 

por  toda  a  área  periventricular  circunvizinha  alcançando  e  tendo  ação  em  áreas 

diencefálicas,  bilateralmente.  Aparentemente,  nestes  locais  a  insulina  atua  promovendo 

modificações  da atividade  neural  e,  conseqüentemente,  modulando a homeostase  hidro-

salina, a resposta pressórica sistêmica e a resposta à ação periférica da insulina. Pelo menos 

parcialmente, estas ações periféricas parecem ser dependentes e reguladas por modificações 

da atividade eferente neural de maneira  não-homogênea em diferentes tecidos e órgãos, 

incluindo, os rins (MUNTZEL et al, 1994). Possivelmente, como previamente demonstrado 

(MICHELLOTO  et  al,  2002),  a  ação  central  insulínica  intracerebroventricular,  altera 

aspectos hemodinâmicos e a manipulação tubular renal de íons, promovendo natriurese e 

caliurese, através de modificações na sensibilidade da resposta dos receptores periféricos de 

insulina,  ou por modificações na atividade neural como demonstrado pela atenuação da 

resposta natriurética após a denervação renal bilateral. 

Expressões  elevadas  de receptores  para  insulina  foram  detectadas  no  núcleo 

arqueado e em menor quantidade em alguns núcleos neuronais periventricular (OHMIMA 

et  al,  1996;  PORTER  et  al,  1994;  WILCOX  et  al,  1989), resultados  similares  aos 

observados  em  nosso  laboratório  pela  análise  por  imunohistoquímica  de  regiões  do 

hipotálamo de ratos, utilizando anticorpos específicos para receptores e proteínas das vias 

pós-receptoras  específicas  para insulina (CARVALHEIRA et  al,  2001).  De acordo com 

estes  estudos,  a administração  central  de  insulina  induz,  como  em  outros  tecidos,  a 

fosforilação em tirosina dos receptores hipotalâmicos específicos para insulina. Portanto, 

uma  vez  este  receptor  ativado  desencadeia-se  a  propagação  e  ativação  de  proteínas  e 

substratos protéicos envolvidos em muitos processos fisiológicos, tais como: o controle do 

peso corporal, a ingestão de alimentos e água e, a homeostase do sódio. Por outro lado, há 

anos tem sido demonstrado que lesões hipotalâmicas podem promover hiperinsulinemia e 
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resistência  periférica à ação da insulina,  sugerindo um papel maior  do sistema nervoso 

central no controle da secreção e da ação de insulina. 

        Como referido acima, estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que após 

a microinjeção intracerebroventricular aguda de insulina no ventrículo cerebral lateral em 

ratos,  ocorre uma elevação,  dose-dependente,  da excreção urinária  de sódio,  secundária 

principalmente a rejeição à reabsorção deste íon nos segmentos  pós-proximais do nefro 

(FURLAN et al,  2003; MACEDO et al,  2003; MICHELOTTO et al,  2002). Este efeito 

central  da  insulina  foi  efetivamente  antagonizado  pela  administração  previa  de 

estreptozotocina ou pela denervação renal bilateral.  O efeito natriurético observado pela 

ação  central  da  insulina  se  antagoniza  com  aquele  derivado  da  ação  periférica  deste 

peptídeo seja durante experimentos por  clamp euglicêmico/hiperinsulinêmico ou após um 

teste  de tolerância  oral  a  glicose  em ratos  e  em seres  humanos,  quando evidente  anti-

natriurese é observada (DeFRONZO et al,  1975; GONTIJO et al,  1996). Portanto, estes 

resultados podem sugerir um balanço entre os efeitos centrais e periféricos da insulina, uma 

vez  que  o  efeito  periférico  deste  peptídeo  acentua  a  reabsorção  tubular  renal  de  sódio 

enquanto um efeito antagônico pode fisiologicamente contrabalançar por efeito central esta 

ação retentora de sódio e, portanto, de água.

Os resultados do presente estudo, avaliados pelo clearance de lítio, demonstraram 

que a natriurese observada como resultado da ação central da insulina foi devido à redução 

da reabsorção tubular pós-proximal de sódio a despeito de uma taxa de filtração glomerular 

inalterada, e como conseqüência, associada a uma reduzida e proporcional carga filtrada de 

sódio. Estes achados destacam a relevância dos segmentos tubulares renais como efetores 

finais  de  respostas  homeostáticas  moduladas  pelo  sistema  nervoso  central,  permitindo 

conjecturar sobre um possível mecanismo regulatório recíproco central sobre a modulação 

hemostática do volume extracelular. Não é possível afastar que a elevação observada da 

FENa e da FEK (Figuras 2 e 3) possa também decorrer de uma inabilidade tubular renal para 

o manuseio de eletrólitos pelos segmentos tubulares, e conseqüentemente, a uma disfunção 

do balanço glomero-tubular. 

Embora o papel fisiológico central da insulina permaneça ainda mal definido, existe 

a possibilidade  de que a insulina ligada aos receptores  sinápticos  e axonais do sistema 
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nervoso central possa influenciar a liberação de catecolaminas em núcleos hipotalâmicos 

(SAUTER et al, 1983), modificando desta forma, a função autonômica periférica (HOLT et 

al,  1989;  MUNTZEL  et  al,  1994;  SAKAGUCHI  &  BRAY,  1987).  Alguns  artigos 

publicados  têm demonstrado que  a  microinjeção  de insulina em áreas periventriculares, 

promove uma redução significativa na descarga eferente de neurônios de regiões simpático-

excitatórias  em  direção  a  órgãos  ou  sistemas.  Esta  depressão  neuronal  induzida  pela 

insulina sobre áreas do hipotálamo é atenuada pela ação local neurotóxica do ácido kainico 

(SAKAGUCHI  &  BRAY,  1987).  Tem  sido  também demonstrado  que  a  injeção 

intracerebroventricular  de  metil-atropina  pode  suprimir  respostas  à  insulina  após  uma 

sobrecarga  oral  de glicose nos ratos  (OHMIMA et  al,  1996).  COVIAN et  al.  (1975) e 

GONTIJO et al. (1992), demonstraram que a microinjeção de carbacol na área septal, área 

hipotalâmica  lateral  e  órgão  subfornical,  bem  como  na  porção  anterior  do  terceiro 

ventrículo, induz uma elevação da excreção urinária de sódio dose-relacionada associada a 

uma  discreta,  mas  significativa  caliurese.  As  observações  acima  em  conjunto  com  os 

resultados do presente estudo sugerem a possibilidade de que a natriurese observada, seja o 

resultado direto de uma significativa inibição da atividade eferente simpática renal e/ou 

transitória  ou  indiretamente  a  contribuição  de  uma  ativação  parassimpática  de  áreas 

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

A  atenuação  da  natriurese  em  resposta  a  microinjeção  central  de  insulina  na 

presença  da  administração  intracerebroventricular  de  L-NAME  verificada  no  presente 

estudo, sugere a hipótese e um novo conceito baseada na existência de vias neurais que 

aferem do  sistema  nervoso  central  dependente  da  modulação  do  óxido  nítrico.  Sugere 

também que, em modelos fisiopatológicos, a ação central da insulina e seus efeitos sobre a 

função renal podem sofrer alterações relacionadas a modificações na modulação e atividade 

central de circuitos nitrérgicos. 

Por outro lado, estudo tem demonstrado que os animais pré-tratados perifericamente 

com  inibidores  competitivos  da  enzima  óxido  nítricos  sintase  (NOS)  resulta  no 

desenvolvimento  de  uma  marcada  resistência  a  ação  da  insulina,  secreção  pancreática 

defeituosa da insulina e hipertensão arterial (SHANKAR et al, 1998). 
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Evidências recentes sobre a participação do óxido nítrico sobre a neurogênese e o 

desenvolvimento neural indicam que, o óxido nítrico fisiologicamente participa no controle 

destes  processos  através  da  S-nitrosilação e  desta  forma  interferindo  na  transdução  de 

receptores ligados a fatores de crescimento (MATARREDONA et al, 2005). Outros estudos 

têm demonstrado também que o óxido nítrico modula a atividade sináptica e o ritmo de 

despolarização neuronal caracterizando-se a resposta pela dose-dependência. Esta resposta 

moduladora  é  mais  evidente  nos  neurônios  em  atividade  quando  comparada  àquela 

observada  em  neurônios  em  repouso.  Este  efeito  aparentemente  é  modulado  por  via 

purinérgica ou receptores  metabotrópicos do glutamato (mGluR) (AUSTGEN et al, 2008; 

KOSTIN et al, 2008; MEHTA et al, 2008).

Um possível mecanismo indireto, em resposta a administração central de insulina, 

possivelmente seja subordinado à ação direta do sistema nitrérgico sobre áreas específicas 

do sistema nervoso central. Vários autores têm demonstrado que a secreção do óxido nítrico 

em regiões do sistema nervoso central é responsável pela regulação da atividade neuronal 

simpática sobre áreas de controle do sistema cardiovascular (CARLSON & WYSS, 2008). 

Assim, é concebível que os neurônios modulados por insulina e contendo fibras nitrérgicas 

(KROWICKI et al, 1997), projetem-se do sistema nervosos central para órgãos periféricos, 

incluindo o rim interferindo na fisiologia destes órgãos e modificando a homeostase hidro-

salina e pressórica. As ações observadas pela ativação de vias centrais neurais mediadas 

pelo  NO  poderia  também  envolver  circuitos  neuronais  e  as  atividades  colinérgicas, 

adrenérgicas  ou  de  neurônios  do  sistema  nervoso  não-adrenérgico  e  não-colinérgico 

(NANC) e/ou  através  da  liberação  de  hormônios  originários  da  região 

hipotalâmico/hipofisária,  que na verdade modulariam agudamente a ação de insulina no 

cérebro. 

Estes  fatores  neurais  e  humorais  atuando  isolada  ou  sinergicamente  poderiam 

influenciar através de modificações do fluxo sanguíneo renal peritubular ou da pressão de 

perfusão e da resistência vascular renal, em resposta à inibição central da síntese do óxido 

nítrico,  interferindo  e modificando  sensivelmente  a  manipulação  tubular  renal  de  sódio 

(BAYLIS et al, 1990). Assim, relatos na literatura têm demonstrado que a liberação local 

de óxido nítrico, uma molécula sinalizadora intracelular, pode estar envolvida na mediação 
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da fisiologia de órgão e sistemas, bem como, atuar em processos fisiopatológicos, incluindo 

o  sistema  nervoso  central.  Nas  afecções  e  doenças  (KOSTIN et  al,  2008),  a  isoforma 

neuronal  da  enzima  óxido  nítrico  sintase  (nNOS),  distribuída  amplamente  no  sistema 

nervoso central e periférico,  tem sido envolvida na modulação da atividade neuronal do 

núcleo do trato solitário (NTS) (CHIANG et al  2009). Tem sido também documentada a 

modulação nitrérgica do óxido nítrico no sistema nervoso central sobre o fluxo sanguíneo 

de  áreas  cerebrais  promovendo  a  proteção  neural  em situações  de  isquemia,  trauma  e 

hemorragia (TODA et al, 2009). XAVIER et al (2000) e outros autores têm demonstrados 

que a administração intracerebroventricular, na cisterna magna, no núcleo do trato solitário 

(HARADA et al,  1993) e na medula rostral  ventrolateral  (SHAPOVAL et al,  1991), de 

inibidores  da  NOS promove  uma elevação  da  pressão  arterial  sistêmica  e  da  atividade 

simpática  neural  (TOGASHI  et  al,  1992).  Assim,  como  sugere  o  presente  estudo,  a 

presença de uma via no sistema nervoso central dependente da liberação de óxido nítrico 

poderia estar envolvida na modulação de mecanismos de sinalização central de insulina, 

que através de eferências neurais mediariam a função de diferentes órgãos dentre os quais o 

rim. 

Em relação aos estudos apresentados e os resultados obtidos no presente trabalho 

pode-se  inferir  que  o  sistema  nitrérgico:  (1)  controlaria  a  ação  da  insulina  no  sistema 

nervoso central e a resposta renal a este estímulo (BAYLIS et al, 1990); (2) elevadas doses 

de insulina administradas intracerebroventricular ou em culturas de neurônios enriquecidos 

com 2-deoxi-glicose radioativo (2-DG) confirmam observações previas, de que células do 

sistema nervoso central independem da presença de insulina para o metabolismo e captação 

de glicose (HEIDENREICH et al, 1988 e LANSDSBERG & KRIEGER, 1989); (3) doses 

elevadas  de  insulina  intracerebroventricular  não  alteram  o  nível  de  glicose  no  liquor 

(CHOWERS  et  al,  1966  e  KUO  et  al,  1993);  (4)  a  administração  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  inibição  central  da  NOS  pelo  L-NAME,  mostrou  uma  redução  da 

vasopressina plasmática sem alterações da oxitocina e plasmático. Esses dados semelhantes 

aos do presente estudo, mostraram que a elevação da vasopressina plasmática, promovendo 

elevação da diurese é dependente da produção de óxido nítrico (VENTURA et al, 2000). 
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Estes achados sugerem que o efeito da insulina central sobre órgãos periféricos, incluindo o 

rim,  não  é  mediado  pela  privação  neural  à  glicose  uma  vez  que  doses  relativamente 

elevadas de insulina intracerebroventricular não alteraram os níveis de glicose no liquor 

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

As observações do presente estudo sugerem um novo conceito,  no qual uma via 

neural  mediada  pelo  NO parece  ter  um papel  relevante  na  atividade  nervosa  eferente 

sensível à insulina e cuja origem envolve regiões periventriculares. Estes achados colocam 

em evidência a atenuação da excreção tubular renal de sódio promovida pela presença dos 

inibidores da síntese de óxido nítrico desencadeada pela a ação central da administração 

i.c.v. de insulina em animais normais. Este estudo pode demonstrar que, embora o racional 

para descrever a redução da excreção urinária do sódio observada após a administração 

intracerebroventricular de insulina em animais tratados simultaneamente com o inibidor do 

óxido  nítrico  síntase  permanece  não  identificado,  é  sugerido  que  uma  das  vias  da 

sinalização neural eferente da ação central da insulina possa ser de natureza nitrérgica. 

Apesar de permanecerem desconhecidos os principais mecanismos através dos quais 

ocorre  uma  atenuação  da  excreção  urinária  de  sódio  em  resposta  à  administração 

intracerebroventricular  concomitante  de  insulina  e  inibidor  da  síntese  de  NO, 

especulativamente, esta resposta evidencia, pelo menos em parte, que a sinalização central 

a  esta  eferência  neural  é  de natureza  nitrérgica.  Estes resultados  sugerem também,  que 

defeitos neste processo neural de sinalização e resposta central da insulina podem decorrer 

ou  ser  resultado  de  resistência  à  ação  cerebral  a  insulina,  o  que  resultaria  em  uma 

inabilidade no manuseio tubular renal hidroeletrolítico e como conseqüência retenção de 

sódio e água e, hipertensão arterial.
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6-CONCLUSÃO

A insulina na dose de 126 ng no volume de 3 µl centralmente administrada em 

animais integros, promoveu uma elevação considerável na rejeição tubular renal de sódio 

principalmente  nos  segmentos  pós-proximal  nos  túbulos  renais  e  também  elevação  de 

potássio, sem alteração da filtração glomerular. 

A administração intracerebroventricular isolada de L-NAME na dose de 60 µg em 

um volume de  3µl  promoveu  uma  tendência  à  diminuição  da  excreção  renal  de  sódio 

seguido de uma elevação da reabsorção pós-proximal de sódio ao efeito natriurético da 

insulina. 

A administração intracerebroventricular prévia de 60 µg de L-NAME i.c.v. seguida 

de  insulina  regular  i.c.v.  na  dose  de  126 ng,  ambos  em um volume  de  3  µl,  também 

promoveu uma tendência à diminuição da excreção renal de sódio seguido de uma elevação 

da reabsorção pós-proximal de sódio ao efeito natriurético da insulina. 

O mecanismo natriurético atenuado pela inibição da enzima óxido nítrico sintase em 

resposta à insulina microinjetada centralmente em ratos continua ainda não foi identificado, 

sugerindo, que um dos gatilhos da sinalização eferente promovido pela insulina no sistema 

nervoso central possa ser de natureza nitrérgica.
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7-PERSPECTIVAS

A insulina injetada perifericamente promoveu função antinatriurética e elevação da 

pressão  arterial  em  indivíduos  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 desnervação renal bilateral (MICHELOTTO et al, 

2002) e pela administração cerebrovascular de estreptozotocina (MACEDO et al, 2003); b-

Atenuada pela administração sistêmica 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  e  elevação  da  pressão  arterial  (GRANGER, 1986; 

MATTSON  et  al,  1992;  XAVIER  et  al,  2000);  enquanto  que  o  L-NAME  injetado 

centralmente promoveu elevação da pressão arterial e da atividade de nervo simpática renal 

(rota central NO-dependente) (TOGASHI et al, 1992; HARADA et al, 1993; SHAPOVAL 

et al, 1991).

Administração central de L-NAME isolado e previamente seguido da administração 

da insulina, promoveu função antinatriurética ao efeito natriurético da insulina, sugerindo a 

presença  de  uma  via  nitrérgica  moduladora  do  mecanismo  de  sinalização  de  insulina 

promovendo uma inabilidade modulatória neural eferente ou rota humoral insulina-sensível 

em áreas periventriculares, contribuindo para realização do desequilíbrio hidrosalino renal e 

deficiência orgânica. 

Deverão  ser  realizados  estudos  adicionais  para  investigar  o  envolvimento 

neurohumoral na interação funcional insulina-cérebro-rim. 
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9-ANEXO 1
GRUPO n 30 min 60 min 90 min 120 min

V’: ∆%
C (Salina) 37 86.7 ± 10.1 136.1 ± 17.5 108.9 ± 19.1 44.1 ± 21.5
Insulina 1.26 ng 12 77.3 ± 14.7 144.1 ± 22.9 154.5 ± 28.8 88.4 ± 50.7
Insulina 12.6 ng 10 75.6 ± 1.8 196.2 ± 50.1 187.3 ± 71.5 92.8 ± 75.3
Insulina 126 ng 15 137.1 ± 26.1 182.2 ± 28.9 58.1 ± 23.9 -11.8 ± 15.7

FG: ∆%
Controle 37 8.3 ± 4.8 9.2 ± 4.2 3.5 ± 5.6 -7.9 ± 6.9
Insulina 1.26 ng 12 14.1 ± 6.9 1.1 ± 4.3 8.1 ± 6.3 -10.5 ± 14.8
Insulina 12.6 ng 10 4.4 ± 6.5 15.1 ± 6.8 8.1 ± 10.3 -18.7 ± 9.8
Insulina 126 ng 15 19.3 ± 8.4 32.2 ± 10.1* 18.2 ± 7.8 25.9 ± 16.3

FENa: ∆%
C (Salina) 37 67.1 ± 18.6 191.1 ± 35.9 177.1 ± 31.9 307.9 ± 120.1
Insulina 1.26 ng 12 68.8 ± 41.1 270.5 ± 113.4 371.8 ± 137.1 424.4 ± 111.1
Insulina 12.6 ng 10 96.5 ± 55.7 253.4 ± 145.1 344.6 ± 151.1 1030.6 ± 773.2

Insulina 126 ng 15 138.3 ± 49.1 447.4 ± 97.8* 713.1 ± 214.5* 1050.9 ± 252.9

FEPNa: ∆%
C (Salina) 37  50.2 ± 12.6 84.6 ± 15.6 93.5 ± 17.8 108.3 ± 18.6
Insulina 1.26 ng 12 55.7 ± 25.5 144.3 ± 44.9 154.1 ± 51.2 207.4 ± 82.6
Insulina 12.6 ng 10 18.7 ± 9.5 60.2 ± 18.1 58.6 ± 8.4 118.6 ± 47.6
Insulina 126 ng 15 83.4 ± 28.7 89.1 ± 17.6 106.3 ± 20.1 115.5 ± 30.3

FEPPNa: ∆%
C (Salina) 37 6.1 ± 8.5 59.9 ± 26.8 40.4 ± 16.9 38.1 ± 16.5
Insulina 1.26 ng 12 43.3 ± 38.3 89.6 ± 54.8 109.5 ± 65.1 137.1 ± 58.7
Insulina 12.6 ng 10 70.3 ± 51.5 82.4 ± 61.1 146.1 ± 78.7 192.3 ± 116.4
Insulina 126 ng 15 21.9 ± 24.1 137.3 ± 47.3 187.7 ± 84.6 275.1 ± 85.5*

FEk ∆%
C (Salina) 37 15.5 ± 8.2 37.4 ± 8.2 63.5 ± 10.8 103.5 ± 20.1
Insulina 1.26 ng 12 27.5 ± 7.5 85.5 ± 19.1 85.6 ± 26.4 328.2 ± 165.2
Insulina 12.6 ng 10 44.1 ± 49.1 70.2 ± 54.5 97.6 ± 39.2 362.7 ± 226.9
Insulina 126 ng 15 40.4 ± 14.1 95.2 ± 15.6* 157.4 ± 38.2* 194.1 ± 36.4

X±EPM.  *p<0.05 vs C 

Tabela 1: Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral  de Salina (C) ou 

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

Hannover na diferença percentual em ∆%. Dados mostrados como média ± erro padrão da 

média (X ± EPM) *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni). 
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GRUPO N V' FG FENa

C (Salina) 37 610.3 ± 49.6 312.9 ± 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 ± 52.6 372.9 ± 25.4 2054.9 ± 211.5*

GRUPO N FEPNa FEPPNa FEK

C (Salina) 37 557.4 ± 44.4 422.5 ± 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 ± 58.4 773.6 ± 114.0* 669.8 ± 70.8*

X±EPM.  *p<0.05 vs C (Salina) 

Tabela 2: Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral  de Salina (C) ou 

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

Hannover no volume urinário minuto (V’), clearance de creatinina (FG), excreção fracional 

de sódio (FENa), proximal (FEPNa) e pós-proximal (FEPPNa) e excreção fracional de potássio 

(FEK).  Dados  mostrados  como  média  ± erro  padrão  da  média  (X  ± EPM)  *p<0.05 

(ANOVA e teste de constraste de Bonferroni), em Área Total Sob a Curva (TAUC) em ∆

%.min.
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GRUPO n 30 min 60 min 90 min 120 min

V’: ∆%
C (Salina) 37 86.7 ± 10.1 136.1 ± 17.5 108.9 ± 19.1 44.1 ± 21.5
L-NAME 60 µg 9 95.4 ± 34.2 153.8 ± 80.7 101.9 ± 92.6 53.6 ± 99.7

L-NAME 600 µg 10 61.7 ± 19.5 173.4 ± 28.5 151.1 ± 31.2 82.4 ± 26.1

Insulina 126 ng 15 137.1 ± 26.1 182.2 ± 28.9 58.1 ± 23.9 -11.8 ± 15.7

FG: ∆%
C (Salina) 37 8.3 ± 4.8 9.2 ± 4.2 3.5 ± 5.6 -7.9 ± 6.9
L-NAME 60 µg 9 14.9 ± 24.2 28.3 ± 32.3 2.2 ± 27.1 -2.7 ± 36.1

L-NAME 600 µg 10 23.0 ± 12.8 17.1 ± 9.2 32.9 ± 17.3 0.2 ± 11.1

Insulina 126 ng 15 19.3 ± 8.4 32.2 ± 10.1* 18.2 ± 7.8 25.9 ± 16.3

FENa: ∆%
C (Salina) 37 67.1 ± 18.6 191.1 ± 35.9 177.1 ± 31.9 307.9 ± 120.1
L-NAME 60 µg 9 51.4 ± 54.1 167.1 ± 146.7 170.5 ± 135.0 269.8 ± 207.2

L-NAME 600 µg 10 286.5 ± 166.5 471.2 ± 212.5 346.5 ± 123.3 584.4 ± 237.1

Insulina 126 ng 15 138.3 ± 49.1 447.4 ± 97.8* 713.1 ± 214.5* 1050.9 ± 252.9

FEPNa: ∆%
C (Salina) 37  50.2 ± 12.6 84.6 ± 15.6 93.5 ± 17.8 108.3 ± 18.6
L-NAME 60 µg 9 89.5 ± 53.6 108.1 ± 65.2 118.9 ± 68.4 90.4 ± 63.6

L-NAME 600 µg 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 ± 17.6 106.3 ± 20.1 115.5 ± 30.3

FEPPNa: ∆%
C (Salina) 37 6.1 ± 8.5 59.9 ± 26.8 40.4 ± 16.9 38.1 ± 16.5
L-NAME 60 µg 9 16.4 ± 17.8 19.1 ± 20.2 52.6 ± 27.8 110.4 ± 60.5

L-NAME 600 µg 10 52.4 ± 41.4 119.1 ± 58.1 93.7 ± 30.8 137.2 ± 46.0

Insulina 126 ng 15 21.9 ± 24.1 137.3 ± 47.3 187.7 ± 84.6 275.1 ± 85.5*

FEk ∆%
C (Salina) 37 15.5 ± 8.2 37.4 ± 8.2 63.5 ± 10.8 103.5 ± 20.1
L-NAME 60 µg 9 43.1 ± 41.8 83.7 ± 59.0 133.8 ± 77.0 109.3 ± 69.0

L-NAME 600 µg 10 22.6 ± 16.9 48.2 ± 25.2 30.1 ± 20.8 66.1 ± 40.9

Insulina 126 ng 15 40.4 ± 14.1 95.2 ± 15.6* 157.4 ± 38.2* 194.1 ± 36.4

Legendas: X±EPM. *p<0.05 vs Controle

Tabela 3: Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral  de Salina (C) ou 

dose-resposta de 60 e 600 µg de L-NAME e 126 ng de insulina (E) em volume de 3 µl de 

insulina em ratos Wistar Hannover na diferença percentual em ∆%. Dados mostrados como 

média  ± erro padrão da média  (X  ± EPM) *p<0.05 (ANOVA e teste  de constraste  de 

Bonferroni). 
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GRUPO N V' FG FENa

C (Salina) 37 610.3 ± 49.6 312.9 ± 11.7 855.6 ± 115.3

Insulina 126 ng 15 602.9 ± 52.6 372.9 ± 25.4 2054.9 ± 211.5*

L-NAME 60 µg 9 576.9 ± 207.6 293.0 ± 79.6 798.1 ± 110.9@

L-NAME 600 µg 10 696.4 ± 72.3 362.2 ± 28.3 1553.1 ± 150.7*

GRUPO N FEPNa FEPPNa FEK

C (Salina) 37 557.4 ± 44.4 422.5 ± 50.7 460.4 ± 28.5

Insulina 126 ng 15 594.6 ± 58.4 773.6 ± 114.0* 669.8 ± 70.8*

L-NAME 60 µg 9 617.0 ± 178.3 432.1 ± 53.4@ 583.7 ± 181.7

L-NAME 600 µg 10 673.2 ± 109.1 608.3 ± 111.3 423.2 ± 64.2

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

Tabela 4: Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral de Salina (C), da 

dose-resposta de 60 e 600 µg de L-NAME e de 126 ng de insulina (E) em volume de 3 µl, 

em ratos  Wistar Hannover no volume urinário minuto (V’), clearance de creatinina (FG), 

excreção fracional de sódio (FENa), proximal (FEPNa) e pós-proximal (FEPPNa) e excreção 

fracional de potássio (FEK). Dados mostrados como média  ± erro padrão da média (X  ± 

EPM). *;  @p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni),  em Área Total Sob a 

Curva (TAUC) em ∆%.min
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GRUPO n 30 min 60 min 90 min 120 min

V’: ∆%
C (Salina) 37 86.7 ± 10.1 136.1 ± 17.5 108.9 ± 19.1 44.1 ± 21.5
Ins 126 ng + L-NAME 60 µg 8 143.1 ± 19.9 183.5 ± 46.4 96.8 ± 57.8 -25.4 ± 24.6
Ins 126 ng + L-NAME 600 µg 12 300.7 ± 121.3 372.2 ± 173.8 404.2 ± 293.2 234.5 ± 232.5
Insulina 126 ng 15 137.1 ± 26.1 182.2 ± 28.9 58.1 ± 23.9 -11.8 ± 15.7
FG: ∆%
C (Salina) 37 8.3 ± 4.8 9.2 ± 4.2 3.5 ± 5.6 -7.9 ± 6.9
Ins 126 ng + L-NAME 60 µg 8 39.3 ± 21.1 28.6 ± 21.5 1.8 ± 29.1 10.1 ± 19.6
Ins 126 ng + L-NAME 600 µg 12 29.4 ± 12.1 14.4 ± 9.2 -2.7 ± 8.8 5.2 ± 14.5
Insulina 126 ng 15 19.3 ± 8.4 32.2 ± 10.1* 18.2 ± 7.8 25.9 ± 16.3
FENa: ∆%
C (Salina) 37 67.1 ± 18.6 191.1 ± 35.9 177.1 ± 31.9 307.9 ± 120.1
Ins 126 ng + L-NAME 60 µg 8 203.9 ± 122.9 331.1 ± 117.9 323.7 ± 153.2 515.8 ± 66.9
Ins 126 ng + L-NAME 600 µg 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
FEPNa: ∆%
C (Salina) 37  50.2 ± 12.6 84.6 ± 15.6 93.5 ± 17.8 108.3 ± 18.6
Ins 126 ng + L-NAME 60 µg 8 71.2 ± 18.3 107.5 ± 23.1 127.7 ± 20.2 122.6 ± 11.7
Ins 126 ng + L-NAME 600 µg 12 114.6 ± 41.0 133.9 ± 34.2 160.0 ± 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: ∆%
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 µg 8 55.3 ± 61.1 86.5 ± 56.3 23.3 ± 32.4 182.1 ± 65.6
Ins 126 ng + L-NAME 600 µg 12 0.2 ± 17.3 43.4 ± 29.5 142.1 ± 64.4 285.5 ± 124.3
Insulina 126 ng 15 21.9 ± 24.1 137.3 ± 47.3 187.7 ± 84.6 275.1 ± 85.5*
FEk ∆%
C (Salina) 37 15.5 ± 8.2 37.4 ± 8.2 63.5 ± 10.8 103.5 ± 20.1
Ins 126 ng + L-NAME 60 µg 8 30.3 ± 17.8 58.2 ± 15.9 96.5 ± 46.5 128.5 ± 69.7
Ins 126 ng + L-NAME 600  µg 12 2.4 ± 10.2 1.1 ± 20.8 36.8 ± 26.1 125.7 ± 50.9
Insulina 126 ng 15 40.4 ± 14.1 95.2 ± 15.6* 157.4 ± 38.2* 194.1 ± 36.4
Legendas: X±EPM. *p<0.05 vs C

Tabela 5: Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral de Salina (C) em 
volume de  3 µl, da associação de 126 ng de insulina com 60 e 600 µg de L-NAME em 
volume de 6 µl e de 126 ng de insulina em volume de 3 µl (E), em ratos Wistar Hannover 
na diferença percentual em ∆%. Dados mostrados como média ± erro padrão da média (X ± 

EPM) *p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni). 
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GRUPO n V' FG FENa

C (Salina) 37 610.3 ± 49.6 312.9 ± 11.7 855.6 ± 115.3

Insulina 126 ng 15 602.9 ± 52.6 372.9 ± 25.4 2054.9 ± 211.5*

Ins 126 ng + L-NAME 60 µg 8 639.0 ±  107.4 355.1 ±  61.0 1314.6 ±  117.0@

Ins 126 ng + L-NAME 600 µg..... 12 1344.1 ±  238.5* 329.3 ±  26.7 1267.4 ±  134.1@

GRUPO n FEPNa FEPPNa FEK

C (Salina) 37 557.4 ± 44.4 422.5 ± 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 µg 8 629.8 ± 71.8 528.5 ± 81.0@ 534.1 ± 83.2

Ins 126ng + L-NAME 600 µg 12     195.2 ± 96.4 @   628.4 ± 149.1 402.2 ± 71.3

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

Tabela 6:  Efeitos da microinjeção no ventrículo cerebral lateral de Salina (C) em 

volume de 3 µl, de 60 e 600 µg de L-NAME em volume de 3 µl (E) e de 126 ng de insulina 

em volume  de  3  µl  (E),  em ratos  Wistar  Hannover no  volume  urinário  minuto  (V’), 

clearance de creatinina (FG), excreção fracional de sódio (FENa), proximal (FEPNa) e pós-

proximal (FEPPNa) e excreção fracional de potássio (FEK). Dados mostrados como média ± 

erro padrão da média (X ± EPM). *; @ p<0.05 (ANOVA e teste de constraste de Bonferroni) 

em Área Total Sob a Curva (TAUC) em ∆%.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
g

126ng 60µg 600µg 126ng+60µg 126ng+600µg

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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10-ANEXO 2

82



83



84



85



86



87



88



89


	ORIENTADOR: PROF. DR. JOSÉ ANTONIO ROCHA GONTIJO-FCM/UNICAMP
	CAMPINAS
	FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA
	BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA UNICAMP

	Titulação: Doutor em Clínica Médica
	Banca examinadora:
	Prof. Dr. José Antonio Rocha Gontijo
	Prof. Dr. João Batista Michelotto
	Data da defesa: 18-12-2009

	DEDICATÓRIA
	Aos meus pais João e Julieta, 
	À minha esposa Dalva,
	Aos meus filhos Rodrigo e Ana Paula, 
	e a Beatriz e o Ladson
	Ao meu neto Felipe e a minha futura neta Marina

	AGRADECIMENTOS
	“A Deus: Todo poder, toda honra, toda glória” amém!
	A todos, minha gratidão.

	SUMÁRIO
	1
	RESUMO..............................................................................................................
	SUMMARY..........................................................................................................
	Análise estatística............................................................................................

	LISTA DE ABREVIATURAS

	Lista 1. Termos representativos dos parâmetros da função renal
	Lista 3. Termos genéricos
	NO
	NOS
	NPY
	PA 
	                                                                                                           LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS

		Nos últimos anos, tem sido observado um grande progresso referente à compreensão dos mecanismos fisiológicos envolvidos na manutenção do equilíbrio energético e hidroeletrolítico, bem como, um melhor entendimento dos fatores que potencialmente geram alterações destes equilíbrios (WILLIAMS et al, 2009; GALGANI & RAVUSSIN, 2008). 
	Quanto à ação central da insulina, estudos pioneiros realizados no SNC estabeleceram um axioma de que a insulina não poderia ser requerida na utilização central da glicose por acreditarem que a insulina não pudesse atravessar a barreira hematoencefálica (Crone, 1965). Até recentemente, o SNC não era considerado como tecido insulina-dependente. Observações de que a insulina poderia atravessar a barreira hematoencefálica foram descritas na década de 60 e 70 (Margolis & Altszuler, 1967), sendo seus receptores identificados, bem como sua extensa distribuição ao nível deste tecido (Havrankova et al, 1978). 
	Manipulação cirúrgica
	Cirurgia para implante da cânula intracerebroventricular

	Considerações gerais

	Grupos de experimentos
	Protocolo 1 – Insulina i.c.v.
	Desenho Experimental B
	Protocolo 2 – L-NAME i.c.v.
		Após as sobrecargas hídricas, para o grupo controle foi injetado um volume de 3µl de salina 0,9% e para o grupo experimental foram injetadas, dose baixa (60 µg i.c.v.) e dose alta (600 µg 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 µl de salina 0.9%.

	Desenho experimental C
	Protocolo 3 - L-NAME 60-600 g + Insulina 126 ng 


	Parâmetros analisados
	Volume minuto urinário: V’
	Filtração Glomerular: RFG
	Fração de excreção de sódio : FENa
	Fração de excreção de potássio: FEK.
	Fração de excreção proximal de sódio: FEPNa
	Fração de excreção pós-proximal de sódio: FEPPNa

	          Análise Estatística
	4.1-Massa corporal
	4.2-Resultados do desenho experimental A
	4.2.1-Protocolo 1 – Insulina i.c.v. 
	         4.2.1.1-Volume urinário minuto (V’) – diferença percentual em %.
	         4.2.1.2-Volume minuto urinário (V’) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	          4.2.1.3-Filtração glomerular (FG) - Diferença percentual em %.
	         4.2.1.4-Filtração glomerular (FG) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	         Na figura 2, as médias  erro padrão 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 e 372.9  25.4 %.min, respectivamente. O resultado não foi considerado significativo (p<0.05).
	         4.2.1.5-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Diferença percentual em %.
	         4.2.1.6-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	             4.2.1.7-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) – Diferença percentual em %.
	          4.2.1.9-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) – Diferença percentual em %.
	4.2.1.10-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	         4.2.1.11-Fração de Excreção Potássio (FEK) – Diferença percentual em %.
	        4.2.1.12-Fração de Excreção Potássio (FEK) - Área Total Sob a Curva em %.min.


	4.3-Resultados do desenho experimental B
	4.3.1-Protocolo 2 – L-NAME i.c.v. 
	         4.3.1.1-Volume urinário minuto (V’) – diferença percentual em %
	         4.3.1.2-Volume minuto urinário (V’) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	          4.3.1.3-Filtração glomerular (FG) - Diferença percentual em %
	 
	        4.3.1.4-Filtração glomerular (FG) - Área Total Sob a Curva em %.min
	         4.3.1.5-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Diferença percentual em %
	         4.3.1.6-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	    
	     4.3.1.7-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) – Diferença percentual em %.
	          4.3.1.8-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) - Área Total Sob a Curva em %.min
	          4.3.1.9-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) – Diferença percentual em %
	         4.3.1.10-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	         4.3.1.11-Fração de Excreção Potássio (FEK) – Diferença percentual em %
	   
	       4.3.1.12-Fração de Excreção Potássio (FEK) - Área Total Sob a Curva em %.min

	4.4.1-Protocolo 3 – Insulina i.c.v+L-NAME i.c.v. 
	         4.4.1.2-Volume minuto urinário (V’) - Área Total Sob a Curva em %.min
	          4.4.1.3-Filtração glomerular (FG) - Diferença percentual em %
	         4.3.1.4-Filtração glomerular (FG) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	          4.4.1.5-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Diferença percentual em %.
	         4.4.1.6-Fração de Excreção de Sódio (FENa) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	4.4.1.7-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) – Diferença percentual em %.
	          4.4.1.8-Fração de Excreção Proximal de Sódio (FEPNa) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	         4.4.1.9-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) – Diferença percentual em %
	          4.4.1.10-Fração de Excreção Pós-proximal de Sódio (FEPPNa) - Área Total Sob a Curva em %.min.
	4.4.1.12-Fração de Excreção Potássio (FEK) - Área Total Sob a Curva em %.min.




