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RESUMO

Alteragbes morfoldgicas e funcionais de diferentes sistemas e aparelhos e a
hipertens@o arterial tém sido demonstrados freqguentemente na evolugac da
diabetes mellifus. Dentre estas alteracbes funcionais, destacam-se aquelas
manifestagdes relacionadas & modificaggo de manipulacdo tubular de sddio e do
balanco hidrossalino. Pouco se conhece sobre o envolvimento da angiotensina il e
da afividade neural nesta alteragdo, bem como da importancia destas na
modulaggo de uma resposta conira-reguladora durante a deplecdo volémica
induzida pela furosemida.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do bioqueio de receplores AT1 da
angiotensina Il e da atividade neural renal socbre a pressdo arterial & a3
manipulac@c tubular renal de sédio, apds a administracdo aguda ou crénica de
furosemida, na diabetes meliitus experimental -

Para a avaliagdo do papel dos receptores AT1da angiotensina il e da
atividade neural renal, comparamos oito grupos de animais: 1) controle; 2) controle
tratado com losartan; 3) diabetes mellitus induzida por estreptozotocina, 4)
diabetes melfitus induzida por estreptozotocina e tratado com losartan, 5) controle
submetido & cirurgia simulada de denervacéo renal bilateral; 6) controle submetido
a denervacao renal bilateral, 7) diabetes melfitus induzida por estreptozotocina e
submetido a cirurgia simulada de denervacéo renal bilateral: e 8) diabetes meliitus
induzida por estreptozotocina e submetido & denervacio renal bilateral.

A press8o arterial foi aferida semanalmente através do método de
plestimografia de cauda e o estudo funcional renal foi estimado através dos
Clearances de creatinina endégeno e de litto, em ratos Wistar-Hannover
acordados em gaiolas metabodlicas individuais.

Nossos resultados mostram que: 1) uma progressiva elevacdo da presséo
arterial ocorreu em animais diabéticos, que foi atenuada pela denervacéo renal
bilateral; 2} losartan 10 mg/kg/dia reduz a pressdo arterial em animais-controle;

todavia, perde a sua eficacia hipotensora em animais diabéticos, apds a
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administrac@o cronica de furosemida; 3) a administracéo oral aguda de furosemida
promoveu uma natriurese em animais-controle e diabéticos, por elevar a excrecao
de sédico em segmentos proximais e pds-proximais do nefron; 4) o tratamento
cronico de furosemida promoveu uma significativa atenuagdo nesta resposta
natriurética por promover uma gqueda na fragBo de excrecdo de sbdio,
principalmente em segmentos pés-proximais do nefron, associada também a
gueda da taxa de filiragcdo glomerular em animais controles ¢ diabsticos; 5)
losartan atenua a resposta diurética induzida pela administracdo aguda e conica
de furosemida em animais diabéticos; 8) losartan ndc modificou a resposta
natriurética observada principalmente em segmentos pds-proximais do nefron em
animais controles; 7) o blogueio de receptores AT1 da angiotensina causa
elevacdo da taxa de filiracio glomerular associada & queda da fracdo de excregdo
proximal de s6dio em animais diabéticos; 8) a denervacdo renal bilateral atenuou a
resposta natriurética a administragéo aguda de furosemida por reduzir @ excrecao
de sddio em segmentos pés-proximais do néfron; 9) a denervagéc renal nao aboliu
a resposta natriurética induzida por furosemida administrada cronicamente.

Portanto, nosso estudo mostra que na diabetes melfitus ocorre uma
elevacdo significativa da pressdo arterial sistémica, que €& atenuada pela
denervagdo renal bilateral, e sugere que mecanismos contra-regulatdrios a
deplecdo do volume sanglineo ocorrem independentemente da acéo de
angiotensina |l e da atividade neural renal.
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SUMMARY

Functional and morphological modification of the different animal systems
and apparatus, and arterial blocd pressure has been demonstrated in the evolution
of the diabetes meliitus. Among these dysfunctions, detach to these related to the
modifications of sodium tubular handling and the hydro-saline homeostasis. The
studies evaluating the evolving of angictensin li and renal nerve activity in this
pathophysiclogical situation are not wide at the moment, as well as the importance
these in the modulation of a counter-regulatory answer during depletion’s volume
that was induce by furosemide

The objective of study was evaluate the influence of the blockade of the AT
angiotensin receptors and of the renal nerve activity on the arterial blood pressure
and sodium renal tubular handling, after acute and chronic administration of
furosemide, in diabetes mellitus animal model induced by streptozotocin iv
administration in rats. To examine the role of AT1 angiotensin receptors and of the
renal nerve activity, we compared eight groups of animals: 1) contol rats, 2)
losartan treated rats; 3) streptozotocin-induced DM rats; 4) losartan treated
streptozotocén—induc_:ed DM rats; 5) sham-operated rats; 6) denervated rats; 7)
shan";-'operated .streptozotocin-induced DM rats, e 8) denervated streptozotocin-
induced DM rats.

The arterial blood pressure was measured weekly by tail plethysmography
method and renal function test was estimated by lithium and creatinine clearance,
in concious and unrestrained rats and individual metabolic cages.

The results of present study demostrate that: 1) a progressive elevation of
the arterial pressure occured in diabetic animals that is attenuaded by bilateral
renal denervation; 2) losartan 10 mg/kg/iday reduced the arterial pressure in
controls animals; but it lose its efficacy in diabetic animals, after the chronic
administration of furosemide; 3) the acute oral administration of furosemide
promoted a natriurese, in controls and diabetic animals, by elevate the sodium

excretion in proximal and post-proximal nefron segment.; 4) the chronic tratment of
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furosemide promoted a significant attenuation in this natriuretic response by
induced a fall in sodium excretion fraction, mainly in post-proximal segment of
nefron associated too to the fall of the glomerular filtration rate in controls and
diabetic animals. 5) losartan attenuate the diuretic response induced by acute and
chronic of furosemide in diabetic animals; 6) iosartan no modified the natriurese
response observed principally in post-proximal segment of nefron in controis
animals; 7) the blockade of AT1 receptors of angiotensin |l causes an elevation of
the glomerular filiration rate associated to the a fall of the sodium proximal
excretion fraction in diabetic animal; 8) the bilateral renal denervation attenuated
the natriuretic response to acute adminisiration of furosemide by reduce the
sodium excrection in post-proximal segment nefron; 9) the renal denervation no
abolished a natriuretic response induced by chronic administration of furosemide.
Therefore, our study demonstrate that in diabefes melfiifflus occurs a
significant elevation of the systemic arterial pressure that is attenuated by bilateral
renal denervation, Ah'd', it su'g'gésté that ¢ontfa§reguiétory mechanisms to the blood
volume depletion occur independently of angiotensin il and renal nerve activity.
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1. INTRODUGCAO



1.4 CONSIDERACOES GERAIS

A diabetes meliitus (DM) é uma sindrome de setiologia muliipla,
caracterizada pela falta de secreclo pancredtica de insulina cu da resisténcia
periférica & agdo insulinica (108), causando disfuncaés no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas. Seus sintomas clinicos mais comuns sao
politria, polidipsia, polifagia associada a perda de peso, decorrentes da
hiperglicemia. Atualmente, é classificada em diabetes mellitus tipo 1, diabetes
meflitus tipo 2 e diabetes secundario (121).

A diabetes mellitus tipo 1 &€ uma doenga multifatorial com carater autoimune
e cuja suscetibilidade é determinada por fatores genéticos e ambientais, tendo
como resultado final a destruicdo de células B pancredticas e hipoinsulinemia
- {139). . ' '

A hiperglicemia cronica, conseqiéncia da hipoinsulinemia, tem sido relatada
como o principal fator de risco para desenvolvimento de complicages tais como
doencas cardiacas (79), retinopatia (79), nefropatia (136) e neuropatia (137).



1.2 NEFROPATIA DIABETICA

G comprometimento renal é uma séria complicacio da DM que ocorre em
30-40% dos pacientes (4), caracterizada por uma inicial hipertrofia e hiperfuncao
renal (hiperfiliracdc e hiperfiuxo glomerular) associada a uma progressiva &
persistente proteinlria, queda da taxa de filtragdo glomerular e desenvolvimento
da hipertens&o arterial (160).

A evolugdo da nefropatia diabética apresenta trés fases distintas. Na
primeira fase, fase silenciosa, observa-se uma hiperfiltracdo glomerular
acompanhada de uma hipertrofia renal. Na segunda fase, modificacbes estruturais
do glomérulo causam o© aparecimento de microalbumindria (15 e 200
pgramas/minuto) e em alguns pacientes a elevacao da pressdo arterial sistémica.
B na terceira fase, ocorrem aiteracbes estruturais avancadas do gloméruio
associadas a proteindria macica (> 500 mg/24 horas), & hipertensdo arterial
estabelecida e a uma redugéo progressiva de filtragdo glomerular evoluindo para
insuficiéncia renal crénica (146).

A hiperfiltiragdo glomerular tem sido documentada tanto clinica (22) quanto
experimentalmente (66). Estudos de Hostetter ef al. (66) em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina com hiperglicemia moderada mostraram que 2
hiperfiltragio glomerular ocorre como consequéncia da diminuicdo da resisténcia
arteriolar aferente glomerular, resultando em uma elevagic do fluxo sanglineo
renal e da presséo hidraulica capilar glomerular.

Fatores humorais, a propria hiperglicemia e fatores nutricionais tém sido
considerados os possiveis mediadores da hiperfiltragio glomerular. Estudos em
ratos diabeticos tratados com um antagonista de receptor B, de cininas (BKA) (69)
demonstraram que estas sdo possiveis mediadoras da hiperfiltracdo glomerular,
uma vez que promoveram um decréscimo na resisténcia arteriolar renal elevando
consequentemente o fluxo plasmatico renal e a taxa de filtragdo glomerular.
Woods ef al. (154) e Blatz ef al. (18) relataram que a hiperglicemia eleva a
press@o hidraulica intersticial renal, atenuando o feedback tibulo-glomerular e



causando a vasodilatagio peritubular renal. Ortola et al. (106) demonstraram que
o peptideo atrial natriurético, associado & elevagio do volume extracelular em
ratos diabéticos, promove uma hiperfitraggdo glomerular. Ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina apresentam hiperfiliraggo e hiperfluxo glomerular
associado a uma elevago renal da sintese de dxido nitrico (12).

As slteracbes volémicas e da texa de filtragdo glomerular (GFR) estéo
diretamente relacionadas ao nivel glicémico. Na hiperglicemia moderada
(aproximadamente 370 mg/di), observa-se uma elevagéo da taxa de filtragdo
glomeruiar e do fluxo sanglineo renal decorrente do decréscimo da resisténcia
arteriolar aferente glomerular associada a elevagdo da press&o de ultrafiltraggo.
inversamente, na hiperglicemia severa (> 560 mg/dl), ocorre um decréscimo da
taxa de filtracdo glomerular acompanhada por uma elevacdo da resisténcia
arteriolar glomerular (66).

A  hiperfusac e a hiperfiltracdo glomerular coniribuem para o0
desenvolvimenio hipertenséo giomefru;téir”e. p.a.ra. Q éépéséaméﬁto da membrana
basal (MB), sendo considerados os precursores da proteindria € microangiopatia
glomerular (141).

A proteiniria € um marcador importante da injaria glomerular. A
manifestacdo mais comum durante a proteinria € uma alteragdo da
pérmosseleti'\éida'dé' da MB como resultado da 'péi'da de cargas fixas
eletronegativas e de uma disfungdo podocitéria, ou da combinagéo destes dois
mecanismos (161).

A disfuncdo de permeabilidade da membrana basal glomerular foi
confirmada na diabetes experimental. Estudo de Remuzzi ef al. (120) em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina apds 12 meses de doenga, utilizando o
clearance fracional de Ficol como tracador da filtragdo glomerular de moléculas,
demonstrou que a disfuncdo da permeabilidade glomerular € resultado do
aumento do tamanho dos poros da membrana glomerular e que o tratamento com
antagonista de receptores de angiotensina Il preserva a funcédo e a
eletrosseletividade da membrana de filtragdo, sugerindo desse modo a
participacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA).



A hiperglicemia crénica promove uma diminuigdo da eletronegatividade da
MB glomerular através da glicolizacdoc nac-enzimatica de proteinas, modificande a
permeabilidade anidnica de filtragéc da membrama basal glomeruiar (127).

As alteracbes morfoldgicas genéricas glomerulares observadas na
nefropatia diabética se constituem no espessamento da membrana basal
giomerular ¢ a expansdo do mesangic (7) e da matriz exiracelular. Embora os
mecanismos precisos gue conduzem & expans&c mesangial ndo sejam
conhecidos, evidéncias sugerem gque citocinas, fatores de crescimento, e
horménios vasoativos tenham um papel! significante (38). Os produtos finais da
glicolizagdo {AGEs) estdo envolvidos no espessamento da membrana basal,
alterando cross-inks de proteinas da matriz tais como: colagen IV, laminag e
fibronectina, e reduzindo a suscetibilidade & degradacdo proteclitica destas
proteinas (148).

Disfuncles tubulares tém sido relatadas na nefropatia diabética numa fase
'precoce do diabetes meliitus ekpefimelht'a'!'. Chouihard e 'Viau (30) demonstraram
que a excregao urinéria de B-N-acetyl-D-glucosaminadase, de dehydrogenase
lactica e alanine aminopeptidase (trés enzimas do parénquima renal e de baixo
peso molecular) e de Bo-microglobulina esta elevada e que a politria ndo modifica
a excregdo urinaria destas proteinas. Sugere-se assim a existéncia de uma
disfuncao tubular renél na fase inicial da diabetes experimental (7 a 20 dias apds a
inducéo da diabetes). Esses autores mostraram ainda que a perda na capacidade
de reabsorcdo tubular, demonstrada pelo padrdo da excregéo urindria da fBo-
microglobulina, pode ser revertida pelo controle metabodiico da glicemia. A
proteindria de baixo peso molecular (proteiniria tubular) é utilizada como um
indicador da capacidade reabsortiva tubular proximal (145). Tucker ef al. 1993
(142), relataram que microalbumindria na fase inicial da diabetes mellitus
experimental e resultante de dois fatores: um modesto aumento na permeabilidade
glomerular da albumina e um decréscimo na capacidade de reabsorcdo protéica
pelos tubulos renais. Todavia, em uma fase mais tardia, o decréscimo da
reabsorgao tubular proximal de albumina estd associadc & diminuicdo da
bordadura em escova das células do tlbulo proximal. Como a albumina é



reabsorvida no tabulo proximal pelo processo endocitaric € reguer uma
capacidade da membrana iuminal em formar lisossomas, estes autores sugerem
gque a diminuicdo da altura da bordadura em escova seja um indicativo de
decréscimo da capacidade endocitética destas células tubulares (142},

Alteracbes na reabsorc@o tubular de sédio tém sido observadas na
nefropatia diabética e favorecem o desenvolvimento de um balango de Na”
positivo (162). Em ratos diabéticos experimentais, a fase inicial da digbetes &
caracterizada por natriurese excessiva devido & hiperfiliracdo glomerular, diurese
osmética e deficiéncia de insulina. A deplecdo do volume do fluido extracelular,
causada pela natriurese, estimula a secre¢do de mineralocortichides, que
promovem O aumento da reabsorcdo de Na” pelos segmentos tubulares distais.
Mecanismos renais e exira-renais s&o ativados e apods trés semanas do inicio da
doenga, © balange de sodio torna-se positivo com  elevagao significativa do
volume sanglineo (162). Brochener- Mortensen et al. (22) utilizando o clearance
de iEtib c.c.srir.io um marcadoz'da 'i"héﬁip'tiiégéd t'ij'ifbu!'air renal de 'sédi'o,'icioﬁsté{aram |
uma elevacdo da taxa reabsorcéo fracional proximal de sédic associada a
hiperfiltragio glomerular € a um aporte distal absolutc de soédio similar entre
pacientes diabéticos e normais. Alguns mecanismos tém sido propostos para
explicar esse aumento da reabsorgao tubular de sédio: a hiperfiltragao giomerular
(66), 0 aumento da atividade do antiporte Na'/H" no tdbulo proximal (46) e do co-
transporte Na*-glicose proximal, e uma elevagfo da atividade da Na'/K'/ATPase
nos segmentos tubulares proximais {114), na alga ascendente espessa cortical €
medular e no ducic coletor (147).

Resumidamente, as alteracbes morfolégicas e funcionais da nefropatia
diabética resultam de uma interacdo de fatores metabdlicos e hemodinamicos
(35). Em relacdo aocs fatores metabdlicos, sabe-se que vias dependentes de
glicose sdo ativadas dentro do rim tais como: aumento do estresse oxidativo,
formacéo de polidis renais e elevagao de produtos finais glicolizados (proteinas e
lipidios). Os fatores hemodinamicos mais importantes nesta doenga decorrem de
uma elevacéo das pressdes de ultrafiltragio e da presséo arterial e sistémica e a

ativacdo de varias vias de hormdnios vasoativos, tais como: renina-angiotensina



endotelina (35). Estas vias, atuande de maneira independente ou conjuntamente,
ativam segundos mensageiros (proteina kinase C, MAP-kinase), fatores de
transcrig@o nuclear (NF-xB), fatores de crescimento e citocinas (TGFB e
angiogénico, VEGF), que promovem aumento da permeabilidade renal de
albumina e acumulacdo da malriz extracelular, resultando desse mode em uma
proteindria, glomero-esclerose e fibrose thbulo-intersticial (35).



1.3 HIPERTENSAO ARTERIAL E A DIABETES MELLITUS TIPO 1

A hipertensio arterial diabética ests associada a uma resisténcia vascular
periférica total aumentada e ao elevado pool total de Na’ corporal (47). Us
mecanismos gue promovem a retencdo renal de sédio, e consequentemente a
elevacdc do volume extracelular na diabetes, s&o pouco conhecidos. Todavia, tem
sido observada uma elevacao da atividade do co-transporte de Na'-glicose (114) e
da atividade do trocador Na'fH™ (46) que contribui significativamente para
reabsorcdo tubular renal de grandes quantidades de sédio.

Alteracdes no transporte transmembrana deste cation, em musculo liso
vascular, t8m um importante papel na resisténcia vascular periférica aumentads,
pois podem promover um aumento do Ca™ citoplasmatico fivre na musculatura
~ lisa vascular, principal determinante da contratilidade vascular.

A insulina induz um decréscimo nos niveis de calcio intraceiuiar,
conduzindo a hiperpolarizacdo da membrana plasmatica, causandc um
relaxamento vascular e reduzindo a reatividade a vasoconstritores (34). Esse
efeito vasodilatador da insulina é explicado pela ago da insulina sobre o trocador
de Na'/H* e sobre a atividade da NA'/K'/ATPase nas células musculares lisas
vasculares, promovendo a hiperpolarizagédo da membrana plasmatica e um
consequente fechamento de canais Ca™-voltagem-dependentes e da ativagdo do
trocador Na'/Ca™.

O decréscimo da atividade da NA/K'/ATPase tem sido descritc na diabetes
melfitus tipo 1 experimental. Estudo de Michea et al. (99) em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina mostra uma reduzida expressdo e atividade da
isoforma o» de NA/K'/ATPase no tecido vascular, conduzindo a elevagao
intravascular transitoria de Ca*?, o que contribui para uma elevacéo do ténus e
da contratilidade vascular.

Michea et al. (99) relataram que a atividade do co-transporte Na'/K'/2CI" em
células vasculares lisas de vasos de condutancia (aorta), de ratos diabéticos tipo
1, estd aumentada. Este transporte de ions pode ser ativado por vasoconstritores



em tecido vascular (2). Logo, slieracdes na atividade basal deste co-transporte
podem favorecer um aumento no tdnus vascular na diabetes (99).

Foi demonstrado que a atividade do trocador Na'fH™ se apresenta
aumentada em leuctcitos (104) e fibroblastos (80) de pacientes diabéticos
insulino-dependente (lipo 1) O pH, o volume e © crescimento celulares s&o
regulados pelo trocador Na'/H'. Estudos mostram gue a atividade do trocador
Na"/H" sofre a influéncia da sintese intracelular de 1,2-diacil-glicerol & da proteina
quinase C {(16).

A atividade aumentada do trocador Na'/H” induz a alcalizacéo celular, um

conhecido mecanismo de estimulo de sintese protéica e de proliferacao celular, e
promotor da remodelacdo vascular, hiperirofia e aceleracéo da aterosclerose (47).
Logo, o aumento da atividade deste antiporte no rim e no tecido vascular liso pode
modular ¢s niveis presséricos, a proliferacéo celular muscular lisa e a progressiva
deterioracdo renal. ’
o ”.A. hipe?g;{i.c.;émia iambéih conitribui 'pér'a o desenvolvimento da hiperienséo
arterial diabética através dos seguintes mecanismos: 1) retengdc de sodio,
decorrente de elevada filtracdo glomerular e conseqlente elevagéo do co-
transporte Na'-glicose no tubulo proximal renal; 2) estimulacdo da sintese de
fibrinonectina pelas células mesangiais, contribuindo para disfuncdo glomerular e
3) aumento da matriz 'meséngia! e da celularidade desta, associada 2 proliferacéo
de células musculares lisas vasculares como consequéncia de um cross-link entre
proteinas renais e produtos finais da glicolizacdo avancada, gue induzem a
hiperircfia e remodelamento vascular (47).



1.4 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

0O sistema reninz-angiotensina (SRA) tem sido considerado um elemento
importante na regulagdo da pressdo arterial e do balango do sodio (123).
Angiotensina 1l (All} é o principal efetor do SRA e desse modo estd envolvida no
controle hidro-salino e da pressdoc arterial sistémica. Este sistema € ativado por
uma cascata enzimética que inicia com a sintese e liberacdo de renina pelo
aparelho justaglomerular (rim) em resposta as quedas da pressao arterial, da
pressdo de perfusdo renal e da carga de sodic que atinge os segmentos distais do
néfron. A renina cliva o angiotensinogénio, uma glicoproteina circulante, e libera
angiotensina |, um decapeptidec biologicamente inativo. Este peptideo &
convertido em All (octopeptideo), nos puimdes e tecidos periféricos, peia enzima

‘conversora de angiotensina (ECA). Em seguida, All & clivada em angiotensina lll

(Alll) pela enzima angiotensinase A (125).

As respostas biolégicas da All sdo mediadas por receptores de membranas
localizados em varios tecidos e classificados farmacologicamente em AT1 e AT2
(25). Subtipos de AT1, AT1A e AT1B, foram encontrados em tecidos de ratos (68,
77) e camundongos (122), & recentemente foi verificada a existéncia de AT1B em
humanos (83). O mecanismo intracelular de transdugéo de sinal através de A}“I .é
aclopado a proteina G, ativando fosfolipase C, D, A2 que promovem a inibi¢do da
adenil-ciclase, causando elevacdo de niveis de IP3 e diacil-glicerol e mobilizacéo
citoplasmatica de calcio (129, 64). Em relacdo ao AT2, os mecanismos de
sinalizacdo ndo slo claros, porém tem sido observado uma diminuigcdo da
atividade da guanil-ciclase (21), reduzindo os niveis intracelulares de GMPc.

Estudo recente (67) em ratos demonstrou recepiores AT1 intra-renais em:
1) células mesangiais e podécitos, 2) membrana basolateral e bordadura de
escova de tlbulos proximais, 3) macula densa, 4) membranas luminais e
basolaterais de tubulos distais e dutos coletores medulares e corticais, e 5) em

célula muscular lisa de vasculatura arterial renal. Essa abundancia de receptores
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AT1 na membrana luminal dos vérios segmentos tubulares evidencia o importante
papel reguiador da angictensina Il para a fungdo tubular (67).

Angiotensina Il atua no controle da volemia, da presséo arterial sistémica, e
da excre¢éo renal de sbdio e agua. Estes efeltos ocorrem através de sua potente
acdo vasoconstritora, através da modulagc da atividade simpética periférica e
central; promovendo uma diminuicdo da excrecdo renal de agua e sédio através
da liberacéo de aldosterona pelas células do cortex adrenal e de epinefrina pelas
celulas da medula adrenal e aumentando a secreco central de vasopressina, que
estimula a reteng8o de agua, a ingestdo hidrica e o apetite salino em dreas do
sistema nervoso central. No rim, All estimula diretamente ¢ trocador Na*/H* em
tubulo proximal, aumentando o transporte transepitelial de Na" estimulando a
contracéo de células mesangiais e da musculatura lisa das arteriolas eferentes &
diminuindo o fluxo sanglinec renal e a filtracdo glomerular (968, 159, 49).
Recentemente, Wang e Giedisch (148) constataram, in vitro, que All também
estimula o transporte Na*/H* em tdbulo contornado distal e o transporte de Na”
amilorida-sensivel na porgao inicial do tibulo coletor em néfron cortical.

Evidéncias indicam que o sistema renina-angiotensina tem importante papel
nas complicagbes renais, observadas tanto em paciente diabéticos tipo 1 (7)
quanto em modelos experimentais de animais diabéticos (120). Todavia, outros
estudos tém mostrado que distdrbios do sistema renina-angiotensina ndo tém sido
efetivamente relatados na diabetes experimental. Esta discordancia sobre as
possiveis modificagcbes do SRA por vérios estudos prévios pode estar relacionada
aos niveis glicémicos, ao estado volémico, & duraco da diabetes e & espécie ou a
linhagem estudadas (33, 3).

Em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, entre a 6% ¢ a &8°
semanas de doencga, observaram-se uma concentragéo de renina plasmatica e a
atividade sérica de ECA normais (8). Porém, nesses animais foi verificada uma
elevacio da atividade do SRA renal, caracterizada pela: 1) elevacéo dos niveis de
renina renal e de angiotensinogénio associada ac aumento da expressdo de
RNAm, 2) redistribuicdo da expressde da ECA nos diferentes segmentos do
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néfron, com diminuicdo no tdbulo proximal e um acréscimo nos glomeruios e
vasos.

Estudo de Brown ef &l (24) em ratos diabeticos induzidos por
estreptozocina mostrou um decréscimo na densidade de receptores AT1 renal de
49% na 4° semana para 36% na 12° semana pos-inducdo da diabstes, que ol
associado & diminuicao de angictensinogénio plasmatico somente na 4° semana e
3 elevacdo sérica da renina na 12° semana pés-inducdo da doenca.

A angiotensina il contribui para a génese da nefropatia diabética por induzir
a vasoconstricdo predominantemente de arteriola eferente e, conseglentemente,
promove uma elevacdo da presséo de ultrafiltracgo. Alem desses efeitos, participa
da hipertrofia giomerular, proliferaggdo mesangial e expans&o da malriz
extracelular, mecanismos estes gue contribuem para a disfuncBo progressiva do
nefron {(19).

Estudo prévio comprova a participagdo da All no controle da press&o de
ultrafiltracdo glomerular através da modulagdo do ténus vascular glomerular. All
gerada no rim liga-se a receptores AT1 glomerulares causando constricdo das
célutas mesangiais e das arteriolas aferentes e eferentes, alterando desse modo o
coeficiente de ultrafiltracdo glomerular. Estudo funcional, morfoldgico e molecular
de Anderson ef al. (6), em ratos diabéticos experimentais tratados, mostrou que a
administracdo aguda e cronica de antagonista de receptores AT1 diminui a
resisténcia arteriolar eferente e, conseglentemente, diminui a presséo hidraulica
glomerular e aumenta o coeficiente de ultrafiltragéc glomerular, sem alterar 2 taxa
de filtracdo glomerular. O aumento da expressdo de RNAm para renina e
angiotensinogénio no tecido renal observado neste estudo sugere elevagao da
sintese de All intra-renal que atuaria localmente, influenciando a hemodinamica
glomerular.

Ha evidéncias, utilizando-se blogueadores farmacologicos do SRA, que All
estd envolvida na proteinuria observada na nefropatia diabética. Andersen et al.
(5) estudando pacientes diabéticos tipo 1 e nefropatas tratados com losartan &
enalapril, observaram uma redugdo significativa de albuminuria e da excregao
urindria de 1gG. Remmuzzi et al. {120} demonstraram a participagdo de All na
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definicdo da permosseletividade a molécuias pela membrana basal glomerular em
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.

Embora os mecanismos que conduzem a expansdo da matriz na nefropatia
diabetica ndo sejam claros, evidéncias mostram gque cilocinas, fatores de
crescimento, € hormoénios vasoativos t&m um papel revelante (35). All estimula &
expansdc da matriz exiracelular afravés da ativacdc do fator crescimento
transformador §1 (TGFB1) (76), com importante papel na regulacdc do turnover da
matriz extracelular. TGF31 estimula a sintese de proteinas da matriz {fibronectina,
colageno e proteoglicancs) e simultaneamente inibe a degradacio desta
aumentando a atividade de inibidores de proteases e estimulando a sintese de
receptores de proteinas de armamento da matriz, tais como intregrins (20).

13



1.5 FUNCAO TUBULAR NO DIABETES MELLITUS

Alteracbes na reabsorgio tubular de sédio tém sido confirmadas na
diabetes meilitus clinica e experimental. Estudos prévics mosiram uma elevada
reabsorcdc de Na’ em tdbulo proximal decorrente da elevac&o do co-fransporte
Na'-glicose associada & elevacdo da atividade da Na'/K'/ATPase (892) e da
elevacéo da atividade do contratransporte Na™/H” (114 ) na membrana luminal de
borda de escova.

Estudo de micropuncéo renal de Pollock et al. (114) utilizando um inibidor
de co-transporie Na'/glicose (phlorizin) e manito! (diurético osmdtico), em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina, sugere gue oufr0s mecanismos
independentes do co-transporte de Na'/glicose e da diurese osmotica esi@o
envelvidos na hiperfiltragéo e na elevada reabsorgéo de sodio em tlbulo proximal
e em alga, ocorridas durante a fase inicial da ééébéte.s.”Hahnédéuché ef ai.' (65)
mostraram que ocorre um decréscimo da reabsorgéo tubular proximal de sodio em
pacientes tratados com inibidores da enzima conversora de angiotensina
(captopril), sugerindo algum envolvimento da All na reabsorgao tubular proximal
da diabetes mellitus tipo 1.

N Experiiﬁéﬁféé bré&ioé demonstraram q'u'é' a édmihis{fagéc de furosemida,
sem reposicdo volémica desta perda urindria, causa deplegdo do volume
extracelular em animais normais, confirmada pela queda da pressdo intra-atrial
direita (37). Esta deplegdo volémica estimula um mecanisme compensatorio
antidiurético e antinatriurético através da reducao da taxa de filtracdo glomerular e
estimulacdo da reabsorcdo tubular de agua e sédio (32 ). Furosemida estimula
compensatoriamente a secrecdo de renina e All (56), que teoricamente
promoveriam vasoconstricgo renal e a reabsorg&o tubular de sddio. Todavia, como
descrito anteriormente, distirbios do sistema renina-angiotensina tém sido
descritos no diabetes mellitus e s30 ainda pouco conhecidos.
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1.6 ATIVIDADE NEURAL DO RIM

A inervagac renal apresenta uma atividade funcional sobre o controle fino de
varios aspectos funcionais do rim. Tem sido demonsirada uma extensa e
predominante rede de eferente inervagBo adrenérgica em arteriolas aferentes e
eferentes giomerulares, tbulos proximais e distais, segmentos ascendentes da alca
de Henle e aparelho justagiomerular (39).

Esta atividade eferente simpatica renal esta comprometida com a regulacic
de sédio através de: 1} modificacbes hemodindmicas renais, 2) mudancas na
secrecao justaglomerular de renina com aumento da formacéc de angiotensina il e
3} modificagbes na reabsorgdo tubular de sédio através de um efeito direto da
inervacao scbre as células tubulares. Indiretamente, a All formada a partir da
estimulagéo renal pode afetar o fluxo sangiiinec renal por sua acloc constritora
sobre vasos e as células mesangiais, além de influenciar diretamente a
manipulag@c tubular de sbdio. O aumento na atividade eferente simpatica renal
aumenta a reabsorgéo tubular de Na“, enquanto uma diminuicdc nesta atividade
simpatica neural atenua esta reabsorgdo causando natriurese (84). Estas
modificagbes na reabsorgéo tubular de fons ocorrem em diferentes porces do
néfron, proporcionalmente & densidade da inervagdo do segmento, e sdo
mediadas por receptores alfa-1 encontrados na membrana basolateral das células
tubulares (8). A estimulagdo de receptores alfa-1 adrenérgico promove um
aumento de calcio intracelular com subseglente ativacdo de uma proteina
calmodulina-dependente, a calnineurin, capaz de desfosforilar Na'/K'/ATPase
para a sua forma ativa, a desfo-Na'/K'/ATPase, cujo efeito final € um aumento
transepitelial no transporte de sddio.

O aumento da atividade simpética renal eleva a secrecdo de renina mediada
por receptores beta-1 adrenérgicos localizados em células granuiares
justaglomerulares (84).

O reflexo reno-renal é um dos mecanismos mais importantes no controle da
diurese e da natriurese. Esse reflexo € definido como uma resposta mediada por
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neurdnics periféricos e centrais que ocorre em um rim em resposta a intervences
no mesmo rim (ipsilateral) ou no rim contraiateral. Duas classes de receptores
sensoriais renais tém sido identificadas, 0s mecanorreceptores renais (MR) que
respondem ao aumenio de pressdo intra-renal (elevacio da presséo pélvico-uretral
ou presséo venosa) (38, 85) e os guimiorreceptores renais (CR) que respondem a
isquemia (R1) efou a perfusdo pélvica renal com soluctes hipertdnicas de NaCl ou
concentracdes fisiologicas de KCOI (R2) (118, 86). Estudos anteriores em ratos
Sprague-Dawley demonstraram que a estimulacdc de MR pelo aumento de pressac
uretral ou da pressdo venosa renal, bem como a estimulacdo de CR pela perfuséo
pélvica renal com NaCl 0,9%, resulta em um aumento da atividade neural aferente
renal (ARNA) seguido por uma diminuicdo da atividade neural eferente (ERNA)
contralateral (86, 88), resultando em um acréscimo na excrecgo renal contralateral
de ions e agua. Esta resposta diurética e natriurética € abolida pela denervacac
renal ipsi ou contralateral. Desse modo, a estimulaggo de MR ou CR renais
apresenta uma resposta reflexa inibitoria contralateral sobre a atividade simpatica
em ratos normotensos.

Estudos anteriores demonstraram em animais acordadeos ou anestesiados,
uma alteracdo na atividade simpatica eferente renal durante algumas manobras que
causam mudancas na pressdo atrial produzidas por manobras gque expadem ou
depletem a volémia (37), pela imers&o em agua até o pescogo ou pelo aumento da
press@o intra-atrial através de um baldo inflavel (100, 101). Esta relagdo enire
mecanorreceptores atriais € o rim € mediada pela inervacdo vagal e regula o ténus
neural do rim. As modificacbes da presséo intratrial e a atividade simpatica renal
apresentam um carater linear e bidirecional, isto é, o aumento da pressao atrial
diminui a atividade simpética renal, enguanto a diminuicdo da pressao atrial eleva
esta atividade. No rato, esta relagdo & de aproximadamente 20%, ou seja, a cada 1
mmHg de modificac@o da pressdo atrial ocorre uma alteracdo inversa de 20% na
atividade neural do rim. Estes estudos demonstram uma intima relacéo entre
receptores de volume central e o rim, caracterizando-se assim um reflexo cardio-

renal, imporiante no ajustamento da atividade neural renal ac volume circulante.
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Experimentos em cées, apds ¢ aumento da press3o atrial através de balao
inflave! ou imers&o em agua até o pescogo, mostram um decréscimo na sustentacéo
da atividade simpatica renal, associado & natriurese, sem qualquer mudanca na
fitracdo glomerular (100, 101). A denervagdo renal ou cardiaca previnem
completamente estas mudancas na excregdo urindria de sodio, comprovando esta
mediacdc neural para o controle homeostatico de volume.

Confirmando tais achados, tem sido observado que a denervacgdo renal
bilateral atenua a resposta diurética durante a expansdo de volume, sendo esta
resposta acentuada pela restricBo dietética de sodio (37;84). Estes resultados
indicam que a inibicdo da atividade nervosa durante a expansdo de volume
representa um importante mecanismo de controle para a supressdo da reabsorcac
tubular de sodio.

Experimentos realizados em ratos normais e vigis mostraram que a deplecéo
volémica induzida por furosemida causa um decréscimo da pressao atrial direita
associada a elevagdo da atividade nervosa renal e & diminuicio da natriurese, sem
alterag&o da taxa de filtracéo glomerular (37).

Aparentemente, alteragbes na atividade simpatica renal sdo importantes na
regulagao a longo prazo do balango de sodio. Adaptagio a dietas hipossédicas
promove um aumento na reabsorcdo fubular deste cdtion. Em modelos
experimentais submetidos a dieta hipossédica, e nos quais uma insuficiéncia
autondmica foi produzida pelo tratamento com guanetidina, foram incapazes de
promover esta antinatriurese (63). Pacientes com insuficiéncia autondmica idiopética
alimentados com dieta contendo 17 mEg/dia ndc conseguiram diminuir a excrecéo
de sodio abaixo de 60 mEg/dia (152). Estes estudos apdiam a observagio de que
uma inervacao renal intacta parece ser importante para a manutencdo do balango
hidroeletrolitico em diferentes situagbes de aporte de sodio.

Embora sejam descritas manifestacGes clinicas compativeis com uma
significativa desautonomia em pacientes portadores de neuropatia diabética, a
repercussao desta sobre o controle hemodinamico e o balango hidrossaline ndo tem
sido adequadamente estudada. Muito menos tem sido definido o comportamente do
refiexo reno-renal em modelos de diabefes mellitus tipo 1 (insulino-dependente). E



importante avaliar se estes mecanismos compensatérios estdo comprometidos
durante o desenvolvimento do diabetes mellitus experimental e apds as
modificacdes agudas da volemia, no caso do presente estudo apos a administragéo

aguda ou crinica de furcsemida.
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2. OBJETIVOS
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e Estudar o efeito da administracdo aguda e cronica de furosemida sobre a
pressdo arterial e a manipulacdo renal de sbédio em animais diabétices
induzidos por estreptozotocina.

# Avaliar o efeito do blogueio de receptor AT1 da angiotensina Il sobre a pressac
arterial, 2 funcdo renal @ o manuseic tubular de sédio em animais-controle e
diabéticos induzidos por estreptozotocina, durante a administragdo aguda e
crénica de furosemida.

e Avaliar o efeito da denervacdo renal bilateral sobre a presséo arterial, a fungéo

renal @ o manuseio tubular de sédio em animais-controle e diabéticos induzidos

por estreptozotocing, durante a administracio aguda e crénica de furosemida.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Grupos experimentais

3.1.1 Animais

Os esitudos foram realizados em ratos Wistar Hannover, pesando 250-300
gramas, fornecidos pelo Ceniro de Bioterismo da Universidade Estadual de
Campinas - SP.

Os animais foram subdivididos em oito grupos experimentais:1) controle
{(Co), 2} controle tratade com losartan (Los), 3) diabeles mellitus induzida por
estreptozotocina (DM), 4) diabetes mellitus induzida por estreptozotocing e tratade
com losartan (DM+Los), 5} conirole submetido a cirurgia simulada de denervacéo
renal bilateral (sham), 6) controle submetido a denervacgao renal bilateral (DNx), 7)
diabetes meliitus induzida por estreptozotocina e submetido a cirurgia simulada de
denervacéo renal bilateral (DM+sham) e B8) diabetes melliftus induzida por
estreptozotocina e submetido a denervagdo renal bilateral (DM+DNXx).

Para avaliacdo dos estudos renais funcionais e da presséo arterial caudal,
cada grupo experimental foi estudado e comparado com seu respectivo grupo-
controle. Assim:

e (o versus Los: o grupo Co foi tratado com 1ml/100 g/dia de agua-
veiculo e comparado ac grupo Los, ao gual foi administrade losartan
10 mgfkg/dia, por gavagem, as 17 horas.

o sham versus DNx: ¢ grupo sham foi submetido a cirurgia simulada
de denervacgao renal bilateral; enquanto o grupo DNx foi submetido a
denervacao renal bilateral.

¢ DM versus DM+Los: o grupo DM foi tratado com 1 mi/100g/dia de
agua-veiculo e comparade ao grupo DM+los, ac qual fo

administrado losartan 10 mg/kg/dia, por gavagem, as 17 horas.
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e DM+sham versus DM+DNx: o grupo DM+sham foi submetido a
cirurgia simulada de denervagéo renal bilateral, enquanto o grupo
DM+DNx foi submetido a denervacdo renal bilateral.

Os animais foram observados durante 21 dias, em condicbes adeguadas de
iemperatura e luminosidade, em gaiolas colstivas com capacidade maxima para
cinco animais, todos com livre acesso & racdo (Nuvilab) e a agua.

Foram seguidos os preceitos éticos estabelecidos pela Declaracdo de
Helsinki durante a manipulacdo dos animais.

3.2 Procedimento experimental

Todos o0s grupos experimentais foram submetidos a um protocolo
experimental unico a cada sete dias, durante 21 dias. Ao final de cada periodo de
sete dias, os animais tratados e seus respectivos controles foram submetidos a
testes funcionais renais, utilizando-se como medidas funcionais os clearances de
litio e de creatinina. A pressdo arterial caudal foi medida no 6° dia de cada
periodo experimental e o peso corporal a cada 7 dias, imediatamente antes dos

testes funcionais renais.

3.3 Blogueio de receptor de angiotensina il (AT1)

Para verificar as consequéncias do blogqueic de receptores AT1 da
angiotensina I sobre a manipulagdo tubular renal de sédio durante a
administracéo cronica de furosemida na diabetes meliitus experimental, losartan
(Biosintetica, Brasil), antagonista no-peptideo especifico de receptor angiotensina
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Il (AT1) (71) foi administrado na dose de 10 mg/kg/dia, por gavagem, durante 21
dias.

No dia da realizacdo dos clearances, losartan fol administradc juntamente
com a primeira administragio hidrica, conforme desenho experimental descrito

absaixo.

3.4 Administragdo aguda e cronica de furosemida

Furosemida & um potente diurético, cuja aco blogueia o co-transporte de
Na*-K'-2CI" no segmento espesso ascendente da alca de Henle, conduzindo a
- uma répida natriurese e diurese (97).

Com o objetivo de induzir uma deplecdo .\}oi.ér.hi(ﬁé'égudé in.as an.imais em
experimentacao, foi administrado furosemida (Ariston, Brasil) 15 mg/peso corporal
total, por gavagem, aos 20 minutos prévios do inicio da coleta de urina, durante a
realizac&o do segundo clearance de litio. (111).

- A partir dQ_15° dia de estudo, apds o segundo estudo funcional renal, todos
0S grupos experiméh't.éié. baésérarﬁ é. ?ec.:é.bér. furosem;da 6 fﬁg/pesd édr;ﬁoral idtaE,
por gavagem, a cada 12 horas.

Nos dias dos estudos funcionais (segundc e terceiro clearances),
furosemida 15 mg/peso corporal foi administrado durante a segunda sobrecarga
hidrica, 20 minutos antes do inicio da coleta de urina

3.5 Denervacao renal bilateral

Qs animais foram anestesiados com pentobarbital de sodio 3% (Cristalia,
Brasil), na dosagem de 30-50 mg/kg, via intraperitoneal. Apds uma tricotomia
dorsal e assepsia com alcool iodado & 2%, foi realizada uma incis&o cirdrgica de
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aproximadamente & cm ac longo dos processos espinhosos da coluna lombar.
Apés a exposicdo da musculatura paravertebral, a pele foi retida e fixada por meio
de fios de algoddc 000 a um aro metdlico posicicnado scbre a regifio. Dessa
maneira, obteve-se uma ampla exposicdo do campo cirdrgico retroperitonial. Uma
incisdo cirdrgica ao longo da linha aponevidtica foi realizada, expondo-se ©
retroperiidnio. O pediculo renal fol dissecade cuidadosamente, evitando-se
manipulagbes desnecessarias, de modo a livra-lo da gordura e do tecido conjutivo
envolvente com auxilio de um estereomicroscdpio (Wild 560, Germany). A seguir,
a artéria renal foi separada do feixe vasculo nervoso e delicadamente desposada
de sua adventicia. Imediamente apds , foi aplicada em torno de toda a
circunferéncia arterial uma solucdo de fenol 2 10% diluido em etancl a 95%. A
sintese fol realizada por planos, incluindo a musculatura, o tecido celular
subcuténec e a pele. {17). Ac término da cirurgia, os animais receberam uma dose
profilatica de 340 mg/kg de rato, de Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte (Fort
Doége, Brasi!), via intfamuscuiai'. Apés'uma recupe;af;éo cirurgica de seis dias, os
animais foram utilizados nos experimentos.

- 3.6 Inducao de diabetes mellitus experimental

Apos jejum de ragéo de 16 horas, estreptozotocina (Calbiochem) 40 mgl/kg
de rato, homogeneizada em solugdo de citrato, com pH 4.5, foi administrada
intravenosamente, pela veia peniana, estando os ratos anestesiados com éter. A
diabetes meliitus experimental foi confirmada 72 horas apés a inducéo, pelo teste
quantitativo de glicose urindria (glicostria = 4+), Rapignost Basis-Screen
(Boehringer). Somente os animais que apresentaram glicosuria > 4+ e glicemia >
300 mg/dl até o término dos experimentos foram utilizados ao final do estudo. A

partir do sexto dia de indugdo de diabetes, os animais foram utilizados nos
experimentos.
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3.7 Estudo da funcao renal

O estudo da fungao renal foi estimado através do clearance de creatinina
endogeno (filtrag&o giomerular) e do clearance de lific {manipulacdo tubular renal
de sodio), conforme descrito a seguir.

3.7.1 Estudo da manipulacio tubular renal de sédic pelo clearance de litio

O clearance de litio tem sido usadc como um marcador da reabsorcéo
hidrossalina pelo tubuio proxima!l (143). A técnica do clearance de litio € um
método indireto pelo qual o aporte distal de sddio e agua do tubulo proximal 2 alca
de Henle pode ser estimado. Para que © clearance de litio seja um marcador
adequado dos fluxes de agua e sodio gue deixam o tGbulo proximal, algumas
condicbes devem ser observadas: 1) o litic ser livremente filtrado nos glomérulos;
2) o ion litio deve ser reabsorvido isosmoticamente através do tibulo proximal, na
mesma proporcac que o ion sodio e a agua; 3) o ion litio ndo deve ser reabsorvido
nem secretado nos segmentos distais; e 4) o litic n&o deve alterar a fungdo renal
(82).

Em experimentos, nos guais os ratos foram submetidos a dieta hipossodica,
uma proporgdo significativa da carga tubular distal de Li" pode ser absorvida,
através de canais de sodio sensiveis a amilorida, no néfron distal (58, 126). Um
mecanismo sugerido para absorcdo de Li” distal, em situacdo de deplecéo de
sodio, € a hiperpolarizacdo da membrana apical das regides sensiveis & amilorida
do dutor coletor, devido ao influxo baixo de sddio facilitando a reabsorgéo de Li*
(128).

Os animais foram submetidos ao estudo da fun¢do tubular pela técnica do
clearence de litio (569), em gaiolas metabdlicas individuais (Movart, Ribeiréo Preto,
Brasil, ref. 306). Eles receberam LiCl 0.06 mEg/100 g de peso corporal (Merck),
administrado por gavagem 14 horas antes do inicio do experimento. A partir desse

instante, os animais foram mantidos em jejum para racao sélida por 14horas,
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ingerindo agua ad fibitim. Em estado vigil, os animais foram submetidos a um
periodo experimental de 80 minutos. Com a finalidade de obter-se um fluxo
urinéric estavel, foi administrado, por gavagem, uma volume hidrico
correspondente a 2% do peso corporal aos 80 e 20 minutos antes do inicio
experimental. A sequir, fol iniciada a coleta de urina durante 80 minutos, em tubos
conicos graduados a cada 0,1 mi. Finalizando a coleta da urina, amostras de
sangue foram obtidas atraves dos vasos caudais dos animais (nos 1° e 2° CLi) ou
por puncéo cardiaca apos o 3° CLi, sob anestesia com éter etilico (Chemco). As

aliquotas de soro e de urina foram congeladas (- 20°C) para dosagens posteriores.
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3.7.2 Esquema experimental do clearance

Figura A

12 22
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hidrica hidrica
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3.8 Massa corporal

Os animais foram pesados semanalmente, as 17 horas, em uma balanga
mecénica {(J.B.Ind.e Com Balangas Ltda). C peso foi aferido imediatamente antes
do inicic de gualguer tratamento ou procedimento cirdrgico e subseglentemente
nos 6° 13° e 20° dias apds o inicio do tratamento e ou procedimentos cirdrgicos.
Nos animais diabéticos, o peso foi aferido também antes da indugéo de diabetes
mellitus.

3.9 Medida da presséao arterial caudal

A pressao arterial caudal {PAC) foi medida (figura B), em ratos vigis, pelo
método de pletismografia de cauda (Programmed Electro-Sphygmomanometer,
Pe-300, Narco Bio-Systems, USA), descrita previamente por Lovenberg (83). A
medida da PAC foi realizada uma vez por semana, sendo utilizados os valores

relativos a média de trés medicdes consecutivas (figura B).

3.10 Analises bioquimicas

As concentragbes plasmaticas e urinarias de sédio, de potassio e de litio
foram determinadas pelo método de fotometria de chama (Micronal, modelo 262,
S&o Paulo, Brasil).

A conceniragdo plasmatica e urinaria de creatinina foram dosadas pela
espectrofotometria (Micronal Espectrofotdmetro Digital B34211, Brasil), utilizando
o metodo colorimétrico do picrato alcalino (23).

A glicose plasmatica foi determinada pelo método de reagdo enzimatica,
glicose oxidase (Lab teste).
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3.11 Férmuilas e céalculos utilizados

2.41.1 Volume minuto urinario: V

O V foi coletado no periodo de uma hora e os resullados obtidos sdo

expressos em pifmin/100 g.

3.11.2 Clearence de creatinina: Ccr

O Ccr foi calculado segundo a férmula:
Cer= Ucr x V/IPcr (ulf min/100 g de rato).

Em que:
Ucr = concentrac@o de creatinina na urina em mg/di;
V= yolume minuto urinario em pi/min;

Pcr = concentrac@o de creatinina plasmatica em mg/di.

3.11.3 Clearence de litio:CLi

O CLi foi calcuiado pela seguinie formula:

CLi = ULi x V/PLI (u/min/100 g de rato).
EmMQque:

ULi = concentragdo de litio na urina em mEq/l;
V = volume minuto urinario em ul/min;

PLi = concentraggo plasmatica de litio em mEg/l.
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3.11.4 Clearence de sodio: CNa

O CNa fol calculado pela seguinte formula:
CNa = UNa x VIPNa (u/min/100 g de rato).

Em que:
UNa = concentracéo de sddio na urina em mEg/!;

V = volume minute urindrio em ul/min;

PNa = concentracdo plasmatica de sodio em mEqg/l.

3.11.5 Fracao de excrecdo de sédio: FENa

A FENa foi calculada segundo a férmula;
FENa = (UNa x V/PNa x Ccr) x 100.

Em que:
UNa = € a concentracao de sédio urindria em mEg/l);
V = volume minuto urindrio em ul/min;

~ PNa = concentracéo de sédio plasmatica em meEg/l;
Cer = clearance de creatinina..

100 = convers&o em porcentagem.

3.11.6 Fragao de excregdo de potassio: FEK

A FEK foi calculada segundo a férmula:
FEK = (UK x V/PK x Ccr) x 100.

Em que:

UK = & a concentragéo urindria de potassio em mEg/l;
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V = volume minuto urinario em ulfmi;

PK = concentracdo plasmatica de potassio em mEg/l;
Cer = ¢learance de creatinina;

100 = conversdo em porcentagem.

3.11.7 Frag&o de excreg&o proximal de sodio: FEPNa

A FEPNa foi calcuiada pela formula:
FEPNa = {CLi/Ccr) x 100.

Em que:
CLi = clearance de litic em pl/min;
Ccr = clearance de creatinina em pl/min;

100 = convers&o a porcentagem.

3.11.8 Fragao de excregao pos-proximal de sédio: FEPPNa

A FEPPNa foi calculada pela formula:
FEPPNa = (CNa/CLi) x 100.

Em que:
CNa = clearance de sédio em uil/min;
CLi = clearance de litic em yl/min;

100 = converséo a porcentagem.

32



3.12 Analise estatistica

A analise de variéncia one-way (ANOVA) foi realizada para determinar as
diferencas de dados entre os grupos. U teste t-student para medidas néo
oareadas foi aplicadc para determinar as diferencas em cada grupo. O nivel de
significancia foi estimado p < 0,05. Os dados obtidos foram expressos como média
= EPM.
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Pressio arterial: método indireto
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4. RESULTADOS
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4.1 Efeito do blogueio de receptores AT1 da angiotensina sobre a
excrecdo renal de sédio e a pressido arterial em ratos tratados
aguda e cronicamente com furosemida

4.1.1 Animais-conirole

A tabela e a figura 1 mostraram os resultados obtidos para a presséao
arterial caudal (PAC) nos grupos-controle e losartan, durante o periodo
experimental de 21 dias. Observa-se uma queda significativa da presséo arterial
nos animais tratados com losartan ap6s sete dias de tratamento que persistiu ate
o 20° dia. Por outro lado, o gmpo-controi'e eprésentou uma elevagéo significativa

"da PAC ap6s o tratamento crénico com furosemida (p = 0,024), em relagéo a sua
PAC basal (O dia ).

A massa corporal dos animais dos grupos estudados foi similar durante
todo o periodo experimental, como demonstrado na figura e tabela 2.

Durante o teste funcional renal, o volume urinario observado para 0s grupos
Co e Los foi semelhante apds sete dias de tratamento com o losartan, mesmo
apds a administracdo cronica de furosemida até o 21° dia. Verificou-se um
aumento significativo do volume urindrio, em ambos 0s grupos, apds a
administracio aguda de furosemida noc 14° dia. Interessantemente, esta elevacéo
do volume urindrio induzida por furosemida foi significativamente menor no grupo
Los em relacdo ao grupo Co (p = 0,046). Apbs o tratamento crnico de
furosemida, a diurese induzida pela administracdo aguda de furosemida
apresentou uma menor elevacdo estatisticamente significativa nos animais-
controle quando comparados aos valores médios obtidos nos estudos realizados
nos 7° e 14° dias de experimento (figura e tabela 3).

A taxa de filtracdo glomerular, estimada pelo clearance de creatinina (Ccr),

foi semethante nos grupos Co e Los durante todo o pericdo experimental. Ambos
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0s grupecs apresentaram um decréscimo estatisticamente significativo do Cor com
a administrac@o aguda de furosemida no 14° dia, retornando a valores médios
proximos aos basais (7° dia de tratamento) ap6s a administragdo cronica de
furosemida no estudo realizado no 21° dia (figura ¢ tabela 4).

Como mostram a figura e a tabela 5, uma queda significativa da €XCrecac
urinaria fracional de potassio (FEK') foi observada nos animais tratados durante
sete dias com losartan. Os grupos Co e Los apresentaram uma elevacéo similar e
significativa da FEK apds a administracdo aguda de furosemida. Verificou-se uma
diminuicdo também significativa na FEK' apds a administracdo cronica de
furosemida nagueles animais tratados com losartan: todavia, essa diminuicdo n&o
promoveu diferenga importante quando comparados aos grupos estudados.

A excrecao fraciondria de sodic (FENa®) decresceu significativamente nos
animais Los ao 7° dia de tratamento com o bloqueador de AT1. A FENa" foi similar
entre os grupos Co e Los durante a administracéo aguda e cronica de furosemida.
Em ambos os grupos, verificou-se uma elevacéo significativa da FENa* induzida
pela administrag&o aguda, seguida por uma queda, também significativa, apds o
tratamento cronico com furosemida (figura e tabela 8).

A figura e tabela 7 apresentam o comportamento do clearance de sédio
(CNa") do grupo Co comparado ao Los. N&o houve variagdes significativas do
CNa” durante o pericdo experimental, entre os grupos estudados. Em ambos os
grupos, verificou-se uma elevacdo significativa do CNa™ induzida pela
administracdo aguda de furosemida, quando comparado ao periodo basal (7° dia).
Este estimulo natriurético foi seguido por uma queda importante desta excrecao
urinaria de sodic apés a administracdo tratamento crénica de furosemida.

Né&o foi verificada alteraco significativa do clearance de litio (CLI") entre os
grupos Co e Los apos sete dias de tratamento com o blogueador de AT1 ou apds
a administragdo aguda ou cronica de furosemida. Por outro lado, losartan
promoveu uma elevagdo estatisticamente significativa do CLI*, apds a
administragao aguda (14° dia) e cronica (21° dia) de furosemida, em relacdo ao
seu periodo basal no 7° dia nos animais tratados com blogueador de AT1. Os

animais Co apresentaram uma elevagdo significativa do CLi*, apdés a
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administragio cronica de furosemida, em relagéo ao CLi" do periodo basal (figura
& tabela 8).

A fracdo de excregao proximal de sodic (FEPNa") foi similar entre os
grupos-controle e losartan durante todos os periodos experimentais. Ambos 0s
grupos apresentaram uma elevagdo significativa da FEPNa™ duranie o tratamenioc
agudo de furosemida, seguida de uma discreta diminuicdo da natriurese (porém
ndo significativa) apds administragdo crénica do diurético (figura e tabela 9).

0O grupo Los apresentou uma diminuicdo significativa da excregdo pds-
oroximal de sédio (FEPPNa") no 7° dia pés-tratamento quandc comparado ao
grupo Co. Em ambos os grupos, a FEPPNa" elevou-se significativamente com
administracdc aguda de furosemida, seguida por um decréscimo da natriurese
distal durante a administracio crénica (figura e tabela 10).
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- Figura 1: Efelte de losartan {10 -mgrkg/dia} scbre a pressdo- arterial caudal (PAC)
de ratos normais e apds a administracdo cronica de furosemida 6 mg/peso
corporal total de 12 em 12 horas (20° dia).

Controle  116,211,96 1184424  118,74265  122,1%1,13a
n 09 09 09 08

L.osartan 122,8+1,50+ 110,0£2,2-2 111,3%1,55*a 106,612,93 «a
n 10 10 0% 11

Tabela 1: Valores obtidos para a pressdo arterial caudal de ratos normais, nos 0,
6° e 13° dias de tratamento com losartan 10 mg/Kg/dia & apds a administracao
crénica de furosemida.

Teste t-student - estatistica entre os grupos: * p < 0,05.

Teste t-student - estatistica em cada grupo: ab c d: p <0,05:

a: comparado ao Q dia de tratamento;

b: comparado ao 6° dia de tratamento;

¢: comparado ao 13° dia de tratamenio;

Anova One-Way - estatistica da curva de PAC entre os grupos: Co e Los - «: p < 0,05.

n: nimero da amostra,
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Figura 2: Massa corporal de ratos normais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e
apds a administracdo cronica de furosemida 6 mg/peso corporal total de 12/12
horas (20° dia). :

. Controle . - 254,733.41 . 258,6%3.82 2626339 262,6£.373 |
h 12 13 12 12

Losartan 261,81+2,84 264,3+2.87 267,4%2,5 261,3%2,93
n 16 15 16 16

Tabela 2: Valores obtidos para a massa corporal de ratos normais tratados com
losartan 10 mg/kg/dia e apdés a administracdo crdnica de furosemida 6 mg/peso
corporal de 12/12horas (20° dia}

Teste t-student - estatistica entre os grupos: * p < 0,05.

Teste t-student - estatistica em cada grupo: ab ¢ d: p < 0,05:

a: comparado ao 0 dia de tratamento;

b: comparado ao 6° dia de tratamento;

¢: comparado ao 13° dia de tratamento;

d: comparado ac 20° dia de tratamento.

Anova One-Way - estatistica da curva de peso corporal entre os grupos Co e Los - o2 p < (0,05

n: ndimero da amosira.
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Figura 3: Variagdo do volume urinario de ratos normais tratados com losartan 10
mg/kg/dia e apds a administracdo aguda (14° dia) e cronica (21° dia) de
furosemida.

Controle 28,29+1.78 50,77+2.24 2 40,89%+1,79 ab
n 08 10 09

Losartan 28,85%1,78 44,9911,66 *a 40,77%2,29 a
n 11 13 08

Tabela 3: Valores obtidos para o volume urinario de ratos normais tratados com
10 mg/kg/dia e apos a administracdo aguda (14° dia) e crénica (21° dia) de
furosemida.

Anova One-Way: estatistica entre os grupos: * p < 0,05.
Teste t-student: estatistica em cada grupo: a,b: p <0,05:
a: 14° ou 21° dias comparado ao 7° dia de tratamenio;

b: 21° dia comparado ao 14° dia de tratamento.

Estatistica valida para a avaliagio do V, Ccr, CLi*, CNa’, FEK®, FENa", FEPNa" ¢ FEPPNa",
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Figura 4: Efeito de losartan 10 mg/kg/dia sobre o clearance de creatinina (Ccr) de
ratos normais e apos a administracéo aguda e cronica de furosemida

Controle 307+14,64 241,84+22 .05 a 302,52+28,77
n 08 10 09

Losartan 340,961+23,69 233,86+11,49 a 295,97%2533 b
n 11 13 08

Tabela 4: Valores obtidos para ¢ clearance de creatinina de ratos normais
tratados com com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administracdo aguda e cronica
de furosemida.
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Figura 5: Variagao da fracdo de excregdo urinaria de potassio (FEK") de ratos
normais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apos a administracdo aguda e

cronica de furosemida.

Controle 0,08+0,01 0,47+0,07 a 0,350,022 a
n 08 10 09

Losartan 0,04+0,01 0,49£0,03 0,33+0,07 ab
n 11 13 08

Tabela 5: Valores obtidos para a fragcéo de excregéo urinaria de potassio de ratos
normais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administragdo aguda e

crénica de furosemida.
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Figura 6: Variagdo da fragdo de excregdo de sodio (FENa') de ratos normais
tratados com losartan 10 mg/kg/dia e ap6s a administracdo aguda e cronica de
furosemida.

Controle 0,26+0,04 10,88+1,54 - 5,3010,80 ab
n 08 10 09

Losartan 0,17x0,02 > 10,80%0,41 a 4,32%0,75 ab
n 11 13 08

Tabela 6: Valores obtidos para a fragdo de excrecdo de sédio de ratos normais
tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administracdo aguda e crdnica de
furosemida.
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Figura 7: Clearance de sédio (CNa") de ratos normais tratados com losartan 10
mg/kg/min e apds a administracio aguda e crénica de furosemida.

Controle 0,8210,13 23,80%2,25 a 14,33%1,46 ab
n 08 10 0s

Losartan 0,58%0,08 25,08+1,28 2 11,7611,90 ab
n 11 13 08

Tabela 7: Valores obtidos para o clearance de sédic de ratos normais tratados
com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administragdo aguda e crénica de furosemida.
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Figura 8: Clearance de iitio (CLi") de ratos normais tratados com losartan 10
mg/kg/dia e apos a administracao aguda e crénica de furosemida.

Controie 77,18%4,97 90,13+6,09 102,99%7,82 a
n 08 10 09

Losartan 78,07+4,97 99,47%5,50 a 111,83+10,78 =
n 11 13 08

Tabela 8: Valores obtidos para o clearance de litio de ratos normais tratados com
losartan 10 mg/kg/dia e apés a administragdo aguda e cronica de furosemida.
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Figura 9: Fracao de excrecdo proximal de sédio (FEPNa") de ratos normais
tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administragdo aguda e crénica de
furosemida.

Controle 25,18+1,19 40,4915,06 a 35,4812.33 a
n 08 10 09

L.osartan 22,80%1.46 42,9711.97 a 38,84%£3,47 »
n 11 13 08

Tabela 9: Valores obtidos para a fracao de excregao proximal de sédio de ratos
normais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administragdo aguda e
crénica de furosemida.
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Figura 10: Variacéo de fragdo de excrecao pos-proximal de sodio (FEPPNa™) de
ratos tratados com losartan 10 mg/kg/dia e ap6s a adminisiracdo aguda e crénica
de furosemida.

Controle 1,05%0,14 27,3632,23 5 14,74%1,87 ab
n 08 10 09

Losartan 0,72x0,08 * 25,71%1,35a 12,66%2,24 ab
n 11 13 10

Tabela 10: Valores obtidos para a fragao de excrecdo pés-proximal de sédio de
ratos normais, tratados losartan 10 mg/kg/dia e apés a administracdo aguda e

cronica de furosemida.
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tratados com losartan quando comparado ao seu valor basal (7° dia); porém, sem
qualquer diferenca em relagéo ac CLi* dos animais diabéticos ndo tratados. Por
outro iado, a administragac cronica de furosemida induziu a elevacdo do CLi
somente no grupo DM, quando comparadoc ao seu valor basal (7° dia).

A FEPNa" apresentou uma elevacéo significativa durante a administracéo
aguda de furosemida tanto nc grupc DM quanio no DM+Los. Esta elevagdo foi
significativamente maior nos animais fratados com losartan. O tratamento cronico
com o diuretico nos animais diabéticos tratados com losartan promoveu um
decréscimo significativo na FEPNa" (figura e tabela 20).

Ambos os grupos apresentaram uma elevagdo significativa da FEPPNa"
apos a administragao aguda de furosemida, que foi significativamente inferior no
grupo DM+Los (figura e tabela 21).
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Figura 11: Glicemia de ratos diabéticos experimentais tratados com losartan 10
mg/kg/dia e apds a administracdo aguda (14° dia) e crbnica (21° dia) de
furosemida.

Diabetes 106,3%4,12 461,1£18,41c 564,6414,35ac 531,1222,57

ac
n 10 10 10 10
Diabetes+losar 117,7t4,89 498,6+13,71¢ 562,9+28,68¢ 556,8+37,93¢
tan
n 13 12 13 13

Tabela 21: Valores obtidos para a glicemia de raios diabéticos experimentais
tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administracéo aguda e crénica.

Teste t-student - estatistica entre os grupos: * p < 0,05,

Teste t-student - estatisticaemcadagrupo-abc d: p < 0,05:

a: comparado ao 7° dia de tratamento;

b: comparade ao 14° dia de tratamenig;

¢: comparado ac dia pré-diabetes.

n: nimerc da amostra
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Figura 12: Massa corporal de ratos diabéticos experimentais tratados com
losartan 10 mg/kg/dia e apés a administragdo cronica de furosemida (20° dia).

Diabetes  285,312,32 266,2+2,79 258,513,83 253,1#587 245,716,62
e

n 11 11 10 11 11

Diabetes+ 281,8£2,7 262,013,37 256,3124,35 24843332 239,1%4.1 ap
iosartan e
n 13 13 13 13 13

Tabela 12: Valores obtidos para a massa corporal de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia, e apds a administracéo crénica
de furosemida.

Anova One- Way - estatistica da curva de peso corporal entre 0s grupos - a: p <G,05.
Teste t-student - estatistica entre os grupos: * p < 0,05.

Teste t-student - estatistica em cada grupo: ab ¢ d e: p < 0,05:

a: comparado ao 0 dia de tratamento;

b: comparado ao 6° dia de tratamenio;

¢: comparade ao 13° dia de tratamento;

d¢: comparado ao 20° dia de tfratamento;

&: comparado ao dia pré-diabetes.

53



180

175 - © DM
170 — DM+los
165
160
155
150
145
140 —
135 —
130 ~
125 -
120 -
115
110
105
160 I ! ; %

O & 13 20

Losartan
Furosemida

PAC (mmHg)

Dias de tratamento

Tabela 13; Pressdo arterial caudal (PAC) de ratos diabéticos experimentais
tratados com losartan-10 mg/kg/dia, e apds a administra¢do cronica de furosemida
(20° dia ).

Diabetes 150,113,99 148,016,27 154,643,19 151,414,61

n 10 11 11 11
Diabetes + 142,1%£3,03 138,543,67 139,0%2,56 - 143,534,78
iosartan
n i2 i3 12 13

Tabela 13: Valores obtidos para a pressao arterial caudal de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apés a administragéo cronica

de furosemida.

Test t-student- estatistica entre os grupos: * p < 0,05.

Test t-student- estatistica em cada grupo - a, b, ¢, d: p < 0,05

a: comparado ao 0 dia de tratamento;

b: comparado ao 6° dia de tratamenio;

¢: comparado ao 13° dia de tratamento;

d: comparado ac 20° dia de tratamento;

Anova One-Way: estatistica da curva de PAC entre os grupos - «: p < §,05.
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Figura 14: Variacdo do volume urindrio (V) de ratos diabéticos tratados com
losartan 10 mg/kg/dia e ap6s a administracdo aguda (14° dia) e crénica (21° dia)
de furosemida.

Diabetes 29,1812 74 66,6746,26 a 63,90+6,58 2
n 08 08 06
Diabetes+losartan 25,422 77 51,16%2,61 *a 44,6812 82 +a
n 07 10 11

Tabela 14: Valores obfidos para o volume urinario de ratos diabéticos
experimentais fratados com losartan 10 mg/kg/dia e apés associacdo da
administragao aguda e crénica de furosemida.

Anova One-Way - estatistica entre os grupos: * p < 0,05.

Test t Student - estatistica em cada grupo: a, b: p < 0,05:

a: 14° ou 21° dias comparado ac 7° dia de tratamento;

b: 21° dia comparado ac 14° dia de fratamento.

Estatistica valida para: V, Ccr, CLi", CNa®, FEK', FENa’, FEPNa' ¢ FEPPNa' .
n: numero da amostra.
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Figura 15: Clearance de creatinina (Ccr) de ratos diabéticos experimentais
tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administracdo aguda e crénica e
furosemida.

Diabetes 345,31%47,31 226,28+22 35 a 254,26£19,16
n 08 08 06
Diabetes+losartan 369,18+37,93 239,97130,18 a 423,19£72,94 b
n 07 10 11

Tabela 15: Valores obtidos para o clearance de creatinina de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administracdo aguda e
cronica de furosemida.
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Figura 16: Fracdo de excrecdo urinaria de potassio (FEK') de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apés a administracéo aguda e
cronica de furosemida.

Diabetes 0,1110,02 0,69£0,04 a 0,67+0,07 a
n 08 08 09
Diabetes+losartan 0,0910,01 0,6520,05 a 0,4910,05 ap
n 07 10 08

Tabela 16: Valores obtidos para a fragéo de excre¢éo urinaria de potassio (FEK")
de ratos diabéticos experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a
administracao aguda e crénica de furosemida.
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Figura 17: Variago da fragéo de excregdo de sddio (FENa") de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mglkg/dla e apos a admmastragao aguda e
crénica de furosemida.

Diabetes 023+0,04 15,01+1,33 a 12,00%1,84 =
n 08 08 06
Diabetes+iosartan 0,23%0,06 12,111,092 §,31%1,18 «ab
n 07 10 11

Tabela 17: Valores obtidos para a fragdo de excrecdo de sédio de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administracéo aguda e
crénica de furosemida.
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Figura 18: Variagdo do clearance de sbdio (CNa’) de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a administracdo aguda e
crénica de furosemida.

Diabetes 0,8810,21 33,8015,08 30,65%5,39
n 08 08 06
Diabetes+iosartan 0,77%0,15 27,22%217 a 19,39%1,66 *ab
n 07 10 11

Tabela 18: Valores obtidos para o clearance de sédio de ratos diabéticos
experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e ap6s a administracéo aguda e
crénica de furosemida.
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Figura 19: Clearance de litio (CLi") de ratos diabéticos experimentais tratados
com losartan 10 mg/kg/dia e apos a administragcéo aguda e crénica de furosemida.

Diabetes 94,11£13,76 153,15+24,29 166,52115,78 2
n 08 08 06
Diabetes+losartan 114,46110,36 191,631£22,28 - 211,091243,92
n 07 10 11

Tabela 19: Valores obtidos para o clearance de litio de ratos diabéticos

experimentais, tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apés a administracdo aguda
e cronica de furosemida.

80



90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20

FEPNa* (%)

7 14 21

T e Losartan

Furosemida
Dias de tratamento

Figura 20: Variacéo da fracdo de excrec¢ao proximal de sédio (FEPNa") de ratos
diabéticos experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apés a
administracéo aguda e cronica de furosemida.

Diabetes 27,9542 67 64,9315,68 , 65,5813,95 ,
n 08 08 06
Diabetes+losartan 31,40+1,40 80,31+4,14 -, 52,4145,32 ap
n 07 10 11

Tabela 20: Valores obtidos para a fracdo de excrecdo proximal de sédio de ratos
diabéticos experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apos a
administracgo aguda e crénica de furosemida.
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Figura 21: Variagdo da excregao pds-proximal de sodio (FEPPNa") de ratos
diabéticos experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apdés a

administracdo aguda e cronica de furosemida.

Diabetes 0,86%0,16 24,97%3,05a 19,24%3,36 a
n 08 08 06
Diabetes+losartan 0,71%0,19 15,1611,27 =2 12,40+2,16 2
n 07 10 11

Tabela 21: Valores obfidos para a fragdo de excregao pés-proximal de sédio de
ratos diabéticos experimentais tratados com losartan 10 mg/kg/dia e apds a

administracio aguda e cronica de furosemida.
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4.2 Efeito da denervacdo renal bilateral sobre a pressao arterial e
a excrecao renal de sodio de animais tratados aguda e
cronicamente com furosemida

4.2.1 Animais-controie

Como demonstrado na tabela e figura 22, a massa corporal pré-cperatéria
dos animais DNx foi estatisticamente maior que a verificada no grupo sham.
Entretanto, uma queda significativa desta massa foi observada a partir do 6° dia
pds-cirurgico, contribuindo deste modo para a similitude enfre as massas dos
animais dos grupos estudados, a partir dessa fase até término do periodo
experimental.

A denervac@o renal bilateral promoveu um decrescimo significativo e
progressivo da PAC entre os 6° e 20° dias pos-operatério, quando comparado aos
animais do grupo sham. A administragao cronica de furosemida n&o alterou a PAC
em nenhum dos grupos estudados (figura e tabela 23).

A figura e a tabela 24 registram a semelhanca entre os volumes urinarios
dos grupos sham e DNx. Ambos os grupos, apds a administracdo aguda de
furosemida (14° dia poés-cirlrgico) apresentaram um aumento significativo da
diurese, que se manteve elevada apos o tratamento crénico com diurético (21° dia
pGS-Cirargico).

O clearance de creatinina elevou-se significativamente nos animais
submetidos a denervacio renal bilateral em relacdo aos sham, no 7° dia pds-
cirurgico. Contudo, apds o tratamento agudo ou cronico dos animais com
furosemida, nenhuma diferenca estatistica foi verificada entre os Cer dos grupos
sham e DNx. A despeito de uma ndo-diferenca entre os Ccr dos dois grupos
experimentais, a administragéo aguda de furosemida diminuiu significativamente a

filtragc&o glomerular em ambos os grupos. Entretanto, observa-se uma significativa
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elevacdo da filtragdo glomerular no grupo DNx apés a administrag&o cronica em
relacio & aguda de furosemida (figura e tabela 25).

Uma semelhanca no comportamentc da FEK” foi verificada entre os grupos
sham e DNx durante fodo o estudo. Em ambos os grupcs, observou-se um
aumento significativo da FEK™ com a administracdo aguda de furosemida, que
persistiu apés o tratamento crénico desse diurético de aica (figura e tabela 26).

A figura e a tabela 27 representam o perfil da FENa" do grupo DNx
comparade ao do sham. A denervaclo renal nZo modificou a FENa'. A
administracdo aguda de furosemida elevou a FENa® que decresceu
significativamente ap6s o iratamento crbnico com o diurético, em ambos os
grupos.

O CNa" elevou-se significativamente no grupo DNx em relacdo ao CNa’ do
sham, no 7° dia pbs-cirurgico. Furosemida administrado agudamente aumentou
similarmente o CNa”™ dos grupos. interessantémente, o tratamento crnico desse
diurético promoveu um decréscimo significativo do CNa” nos animais sham, que
foi abolido com a denervacéo renal bilateral (figura e tabela 28).

Observou-se um comportamento do CLi* semelhante entre os grupos sham
e DNx, embora haja uma tendéncia (estatisticamente ndo significativa) de
elevacdo nos animais denervados, como mostra a figura e tabela 29.

O estudo da FEPNa' ndo apresentou diferengas significativas entre os
grupos sham e DNx. Ambos os grupos apresentaram uma elevagéo significativa
da FEPNa", ap6s a administracdo aguda de furosemida, seguida por uma queda
discreta (mas n&o significativa) apos o tratamento crénico com o diurético (figura e
tabela 30).

Nac foram documentadas alteracbes significativas da FEPPNa" entre os
grupos sham e DNx ao longo deste estudo. Em ambos os grupos, furosemida
administrado agudamente promoveu uma significativa elevacdo da FEPPNa’,
seguida de uma queda induzida pelo tratamento crénico com o diurético somente
nos animais sham, sem gque essa diminuigo da FEPPNa" contribuisse para gerar
essa diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados (figura e
tabela 31).

o4



300 ®

sham

290 — N @ DNx

280
270

260
250 -
240 -

Massa corporal {(gramas)

230 —

220 I T I s
Pré-cirirgico g 13 20

Furosemida

Tempo cirargico em dias

Figura 22: Efeito da denervagéo renal bilateral sobre a massa corporal de ratos
normais e apos a administracéo crénica de furosemida 6 mg/ peso corporal total
de 12 em 12 horas (20° dia).

sham 275,913,15 266,6+3,65 271,2£3,43 275,413,658
n 18 18 18 18
DNx 284,412.46+ 2659%4,18.a 270,0%3,99a 27915,02
n 15 16 15 16

Tabela 22: Valores obtidos para a massa corporal de ratos normais submetidos a
denervagao renal bilateral e apds a administragdo croénica de furosemida 6 mg/
peso corporal total de 12 em 12 horas (20° dia pds-cirtrgico).

Anova One-Way - estatistica entre os grupos: * 'p< 0,05.

Teste t-student - estatistica em cada grupo- 2, b, ¢, d: p< 0,05:

a: comparado ao dia pré-cirirgico;

b: comparado ao 6° dia pos-cirlirgico;

¢: comparado ao 13° dia pos-cinirgico;

d: comparado ao 20° dia pés-cirtrgico.

Teste t-student - estatistica da curva da PAC entre os grupos Co e Los - «: p< 8,05,

n: namere da amostra.
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Figura 23: Pressdo arterial caudal (PAC) de ratos normais submetidos &
denervacdo renal bilateral e apds a administracédo cronica de furosemida (20° dia).

sham 134,9%2,89 130,612,27 126,041,502  127,1%2,74
n 17 17 16 18
DNx 128,7£2,81 114,123,452  117,11543 110,7£2,75+
n 15 15 16 11

Tabela 23: Valores obtidos para a pressao arterial caudal de ratos normais
submetidos a denervagdo renal bilateral e apés a administragcdo crénica de
furosemida.

Teste t-student - estatistica enitre os grupos: * p < 0,05,

Teste t-student - estatistica em cada grupo: a, b, ¢,d; p < 0,05:

a: comparado ao dia pré-cirtirgico;

b: comparado ao 6° dia pés-cirargico;

¢: comparado ao 13° dia pos-cirtrgico;

d: comparado ao 20° dia pds-cirtrgico.

Anova One Way - estatistica da curva de PAC entre os grupos sham e DNx - «: p < 0,05,

n: numero da amosira.
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Figura 24: Volume urinario (V) de ratos normais submetidos a denervagao renal
bilateral e apds a dministracao aguda (14° dia) e crénica (21° dia) de furosemida.

sham 35,2412,89 51,89£2,67 a 48,61%1,75 a
n 10 14 15

DNx 36,22+2.10 57,01£4,94 2 53,4411,79 a
n 09 10 12

Tabela 24: Valores obtidos para o volume urinario de ratos normais submetidos a
denervacéo renal bilateral e apés a administra¢do aguda e crénica de furosemida.

Anova One-Way - esiatistica entre os grupos: * p < 0,05.
Test t-student - estatistica em cada grupo : a, b: p < 0,05;
a: 14° ou 21° dia comparado ac 7° dia pos-cirdrgico;

b: 21° dia comparado a014° dia pos-cirargico.

Estatistica valida para: V, Ccr, FEK', CNa*, CLi* FENa’, FEPNa' ¢ FEPPNa'.
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Figura 25: Efeito da denervacdo renal bilateral sobre o clearance de creatinina
(Cer) de ratos normais e ap6s a administracdo aguda e crénica de furosemida.

sham 313,20+28,13 187,52£20,64 a 214,74%£17,58 a
n 10 14 15

DNx 394,99+23.13 - 179,63+14,32 2 269,89423,95 ab
n 09 10 12

Tabela 25: Valores obtidos para o clearance de creatinina de ratos normais
submetidos a denervagao renal bilateral e apds a administracdo aguda e crénica
de furosemida.
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Figura 26: Fracdo de excregdo urindria de potassio (FEK') de ratos normais
submetidos a denervacgao renal bilateral e ap6s a administracéo aguda e crénica
de furosemida.

sham 0,06+0,01 0,4520,03 a 0,46%0,04 a
n 10 14 15

DNx 0,06%0,01 0,47%0,04 a 0,3810,04 2
n 09 10 12

Tabela 26:Valores obtidos para fragdo de excregdo urinaria de potassio de ratos
normais submetidos a denervacao renal bilateral e apds a administracdo aguda e
cronica de furosemida.
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Figura 27: Fracao de excrecdo de sadio (FENa") de ratos normais submetidos a
denervacéo renal bilateral e apbs a administragcdo aguda e cronica de furosemida.

sham 0,160,02 11,0111,32 2 7,01£0,46 ab
n 10 14 15

DNx 0,22+0,03 11,2981,43 2 7,5010,66 ab
n 09 10 12

Tabela 27: Valores obtidos para a fragao de excrecdo de sddio de ratos normais
submetidos a denervacédo renal bilateral e apés a administraco aguda e cronica
de furosemida.
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Figura 28: Clearance de sodio (CNa") de ratos normais submetidos a denervagéo
renal bilateral e apds a administracdo aguda e crénica de furosemida.

sham 0,50+0,07 19,11£2,23 a 14,1610,79 ab
n 10 14 15

DNx 0,8510,14 ~ 20,18%2,99 a 18,72%1,23 a*
n 09 10 12

Tabela 28: Valores obtidos para clearance de sédio de ratos normais submetidos
a denervagao renal bilateral e apds a administragdo aguda e crénica de
furosemida
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Figura 29: Clearance de litio (CLi") de ratos normais submetidos & denervacéo
renal bilateral e apds a administracido aguda e cronica de furosemida.

sham 94,33+7,79 88,0916,94 96,17+8,91
n 10 14 15
DNx 101,50%10,62 97,79113,69 117,63+11,62
n 09 10 12

Tabela 29: Valores obtidos para clearance de litio de ratos normais submetidos a
denervacédo renal bilateral e apds a administracdo aguda e cronica de furosemida.
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Figura 30: Fragdo de excrecdo proximal de sédio (FEPNa') de ratos normais
submetidos a denervacéo renal bilateral e apds a administracdo aguda e cronica
de furosemida.

sham 32,0212,99 50,82t54,13 a 46,4013,52 a
n 10 14 15

DNx 26,6913,50 54,13+4,50 a 44,9313,91 a
n 09 10 12

Tabela 30: Valores obtidos para fracdo de excrecédo proximal de sédio de ratos

normais submetidos a denervacdo renal bilateral e apos a administracédo aguda e
cronica de furosemida.
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Figura 31: Fracdo de excregdo pés-proximal de sodio (FEPPNa') de ratos
normais submetidos & denervacao renal bilateral e ap6s a administra¢éo aguda e
crdnica de furosemida. '

sham 0,5610,08 22,06+2,18 a 16,24+1,37 ab
n 10 14 15

DNx 0,91%0,16 21,12 12,07 2 17,52+1,62 a
n 09 10 12

Tabela 31: Valores obtidos para fracdo de excrecdo pés-proximal de sodio de
ratos normais submetidos a denervacido renal bilateral e apds a administracéo
aguda e crénica de furosemida.
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4.2 2 Animais diabéticos

A denervacdo renal bilateral ndo promoveu alteragdes significativas da
glicemia entre os grupos DM+sham e DM+DNx ac longo do estudo. Em ambos os
grupos, furosemida administrade aguda ou crénicamente elevou similar e
significativamente a glicemia, quando comparada aos seus valores basais {7° dia)
{figura e tabela 32).

A tabela e a figura 33 mostram o perfil da massa corporal do grupo
DM+sham comparado ao do DM+DNx. Ambos os grupos apresentaram uma
diminuigao do pesc corporal semelhante induzida pela estreptozotocina, guando
comparamos este pesc aos seus valores no esiado pré-diabético. A média da
massa corporal do grupo DM+DNx foi significativamente maior que aguela
svidenciada no grupo DM+sham.

Como demonstrado na tabela e figura 34, ocorreu uma gueda significativa
da PAC nos 6° e 20° dias pds-denervagdo quando comparada a dos animais
submetidos & cirurgia simulada. O grupo DM+sham apresentou uma elevagio
significativa da PAC a partir 13° dia da cirurgia simulada em relacdo a PAC basal,
e a manteve assim até o 20° dia experimental.

A denervagdo renal bilateral ndo alterou o volume urindric dos grupos
DM+sham e DM+DNx, durante todas as fases do estudo. Em ambos os grupos, a
administraggo aguda de furosemida promoveu uma elevacdo significativa da
diurese. Entretanto, uma atenuacao (p = 0,005) da resposta diurética induzida pelo
tratamento crénico com o diurético foi observado somente no grupo DM+DNx.
Apesar desse decréscimo, nao foram observadas diferencas significativas entre os
valores médios do volume urindrio, quando comparados ambos ©0s grupos
experimentais (figura e tabela 35).

Nos animais DM+sham, a administrac&o aguda de furosemida promoveu
uma queda significativa do Ccr, acompanhada por uma atenuacio desta queda
apos o ftratamento créonico com ¢ diurético. Contudo, os animais DM+DNx

apresentaram um decréscimo significativo do Ccr somente no tratamento cronico
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com o diurético, guando comparado ao seu periodo basal (7° dia cirurgico)(figura e
tabela 36).

A administracdo aguda de furosemida promoveu uma elevacio significativa
da FEK® nos grupos DM+sham e DM+DNx Apés o tratamento crnico com
furosemida, observou-se uma diminuicBo significativa desta caliurese mais
acentuada nos animais diabéticos submetidos & denervacgéo renal bilateral (figura
e tabela 37).

A figura e a tabela 38 apresentam um comportamento semeihante da
FENa' nos grupos DM+sham e DM+DNx. Ambos os grupos apresentaram uma
elevacdio da FENa' induzida pela administragdo aguda de furosemida, e uma
queda dessa fragdo durante o tratamento cronico com o diurético.

O CNa” foi similar durante todas as fases do estudo, quando comparados
os grupos DM+sham e DM+DNx. Em ambos os grupos, foi observada uma
elevacdo significativa do CNa” apds a administraggéo aguda de furosemida,
seguida por uma atenuacgio desta durante a administrag&o cronica do diurético de
alca (figura e tabela 39).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa do CLi" entre os grupos
experimentais estudados (figura e tabela 40).

O comportamento da FEPNa” foi similar nos grupos DM+sham e DM+-DNx
ao longo de todo o estudo. Em ambos os grupos, ocorreu uma elevagao
significativa da FEPNa" induzida pela administraggo aguda de furosemida. Esta
elevacéo foi seguida por uma queda apls administrac@o cronica do diurético,
somente no grupo DM+DNx. Apesar desta queda da FEPNa" observada nesse
grupo, ela ndo foi suficiente para produzir diferenca estatisticamente significativa
quando comparado ac grupo DM+sham (figura e tabela 41).

Como demonstrado na figura e tabela 42, a denervagdo renal bilateral
promoveu uma atenuacdo significativa da elevagao da FEPPNa" induzida pelo
tratamento agudo de furosemida. Verificou-se também que apds a administrac@o
cronica em relacdo & aguda, o grupo DM+sham apresentou uma queda
significativa da FEPPNa", e esse fate n&o foi observado no grupo DM+DNx.
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Figura 32: Glicemia de ratos diabéticos experimentais submetidos a denervacao

renal bilateral e ap6s a administragcdo aguda (14° dia) e cronica de furosemida (21°
dia).

Diabetes+sham  97,7%1,87 43212408 c 613,9121,88 619,2116,59 ac

ac
n 10 12 1 11

Diabetes +DNx 97,6127 401,8£25,76 ¢ 646,1119,69 600,1229,03 ac

ac

n 10 10 09 14

Tabela 32:Valores obtidos para a glicemia de ratos diabéticos experimentais
submetidos a denervacao renal bilateral e ap6s a administragdo aguda e cronica
de furosemida.

Teste t-student - estatistica entre os grupos - *: p < 0,05.

Teste t-student - estatistica dentro de cada grupo —a, b, ¢: p < 0,05:
a: comparado ao 7° dia pos-cirirgico;

b: comparado ao 14° dia pds-cirlrgico;

¢: comparado ac dia pré-diabetes.

n: nimero da amostra
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Figura 33: Variacdo da massa corporal de ratos diabéticos experimentais
submetidos a denervacdo renai bilateral e apés a administragdo cronica de
furosemida (20° dia

Diabetes + 278,8£2,90 257,5+4,52 242,512,272 239,1+3,88 238,514,2

sham a a
n 12 12 11 11 L
Diabetes  287,4%2,49+ 269,3%4,19 252,9%392 253,1%3,21 246,614,2
+DNx *a "a ab
n 11 11 1 10 L

Tabela 33: Valores obtidos para a massa corporal de ratos diabéticos
experimentais submetidos a denervagéo renal bilateral e ap6és a administracéo
cronica de furosemida (209).

Test t-student - estatistica entre os grupos - * p < 0,05.

Test t-student - estatistica dentro de cada grupo — a, b, ¢, d, e: p < 0,05:

a: comparado ao dia pré-cirdrgico;

b: comparado ao 8° dia pés-cirGrgico;

¢: comparado ac 13° dia pds-cirlrgico;

d: comparado ac 20° dia pos-cirlirgico;

e: comparado ao dia pré-diabetes.

Anova One-Way - estatistica da curva da massa corporal entre os grupos DM+sham e DM+DNx:
a: p < 0,05.
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Figura 34: Variacdc da pressdo arterial caudal (PAC) de ratos diabéticos
experimentais submetidos a denervacdo renal bilateral e apds a administragao
cronica de furosemida (20° dia) .

Diabetes+sham 147,6 £4,22 153,344,68 162,544,822 166,412,441 ab
n 12 11 11 12

Diabetes+DNx  138,913,01 133,6%4,97 - 146,416,80 137,084,41 -
n 10 10 11 11

Tabela 34: Valores obtidos para pressdo arterial caudal de ratos diabéticos
experimentais submetidos & denervacéo renal bilateral e apés a administracéo
crénica de furosemida.

Test t-student - estatistica entre os grupos - *; p < 0,05.

Test t-student - estatistica em cada grupo - a, b, ¢, d: p < 0,05:

a: comparado ao dia pré-cirurgico;

b: comparado ao 6° dia pds-cirGrgico;

¢ comparade ao 13° dia pos-cifirgico;

«: comparado ao 20° dia pés-cirirgico.

Anova One Way - estatistica da curva da massa corporal entre 0s grupos DM+sham e DM+DNx -
«: p < 0,05.
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Figura 35: Volume urinaric (V) de ratos diabéticos experimentais submetidos a
denervagéo renal bilateral e apés a administracdo aguda (14° dia) e crénica (21°
dia) de furosemida.

Diabetes+sham 34,31£4,52 75,694,912 64,22+3.88 a
n 07 06 08

Diabetes+DNx 37,22+2,21 77,69%5,06 a 59,7411,752 an
n 08 08 08

Tabela 35: Valores obtidos para o volume urinario de ratos diabéticos

experimentais submetidos a denervagao renal bilateral e apés a administracédo
aguda e crbnica de furosemida.

Anova One-Way - estatistica entre os grupos: * p< 0,05,

Test t-student - estatistica dentro de cada grupo - a, b: p < 0,05:

a: 14° ou 21° dia comparado ao 7° dia pds-cirlrgico;

b: 21° dia comparado ao 14° dia pés-cirirgico.

n: n{imero da amostira

Estatistica valida para: V, Ccr, FEK®, CNa®, CLi*, FENa®, FEPNa' e FEPPNa”,
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Figura 36: Clearance de creatinina (Ccr) de ratos diabéticos experimentais
submetidos & denervacéo renal bilateral e apds-a-administracio aguda e crénica
de furosemida.

Diabetes+sham 515,70+94,39 262,31£25,18 a 370,93129,01 b
n 07 06 08

Diabetes+DNx 530,23156,57 398,1160,82 365,43+30,08 a
n 08 08 08

Tabela 36: Valores obtidos para o clearance de creatinina de ratos diabéticos
experimentais submetidos & denervagao renal bilateral e apos a administragéo
aguda e crénica de furosemida.
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Figura 37: Fracdo de excrecdo renal de potassio (FEK") de ratos diabéticos
experimentais submetidos & denervacado renal bilateral e apés a administracéo
aguda e crénica de furosemida.

Diabetes+sham 0,17x0,02 0,75%0,06 a 0,56x0,04 ab
n 07 06 08

Diabetes+DNx 0,16%0,03 0,65%0,09 a 0,44+0,02 *ab
n 08 08 08

Tabela 37: Valores obtidos para fragdo de excrecédo renal de potassio de ratos
diabéticos experimentais submetidos a denervacdo renal bilateral e apés a
administracdo aguda e cronica de furosemida.
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Figura 38: Fragcdo de excre¢cdo de sodio (FENa') de ratos diabéticos

experimentais submetidos a denervagéo renal bilateral, e ap6s a administracéo
aguda e cronica de furosemida.

Diabetes+sham 0,38+0,04 15,7911,67 a 7,5910,81 ab
n 07 06 08

Diabetes+DNx 0,4510,06 12,02%1,85 a 6,9610,86 an
n 08 08 08

Tabela 38: Valores obtidos para a fracao de excre¢éo de sédio de ratos diabéticos
experimentais submetidos a denervacio renal bilateral e apdés a administragéo
aguda e cronica de furosemida.
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Figura 39: Clearance de sddio (CNa') de ratos diabéticos experimentais
submetidos & denervacéo renal bilateral e apés a administragdo aguda e crénica
de furosemida.

Diabetes+sham 1,98%0,42 39,8814,01 a 27,9513 .56 ab
n 07 06 08

Diabetes+DNx 2,22+0,17 40,44+4.36 a 23,82%1,67 ab
n 08 08 08

Tabela 39: Valores obtidos para o clearance de sodio de ratos diabéticos
experimentais submetidos a denervagao renal bilateral e apdés a administracéo
aguda e cronica de furosemida.
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Figura 40: Clearance de litio (CLi") de ratos diabéticos experimentais submetidos
a denervacdo renal bilateral e apds a administracdo aguda e crbnica de
furosemida.

Diabetes+sham 157,17£20,67 177,27+18,48 219,89£25,67
n 07 06 08

Diabetes+DNx 189,55122,35 288,93142,09 208,72115,.41
n 08 08 08

Tabela 40: Valores obtidos para o clearance de litio de ratos diabéticos
experimentais, submetidos a denervacao renal bilateral e apés a administracéo
aguda e cronica de furosemida.
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Figura 41: Frac&o de excrecdo proximal de sadio (FEPNa") de ratos diabéticos
experimentais submetidos a denervacdo renal bilateral e apés a administragéo
aguda e crénica de furosemida. @ '

Diabetes+sham 37,04%7,31 69,06%6,75 a 58,66%4,57 a
n 07 06 08

Diabetes+DNx 36,67+3,50 76,48%5,43 a 58,22+3,69 ab
n 08 08 08

Tabela 41: Valores obtidos para a fragao de excrecéo proximal de sédio de ratos
diabéticos experimentais submetidos 4 denervacdo renal bilateral e apds a
administragdo aguda e cronica da furosemida.
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Figura 42: Variagdo da fragcdo de excregéo poés-proximal de sodio (FEPPNa") de

ratos diabéticos experimentais submetidos a denervacéo renal bilateral e apos a
administragdo aguda e crénica.

Diabetes+sham 1,2910,24 23,68%2,55a 13,64+1,83 ab
n 07 06 08

Diabetes+DNx 1,3640,24 15,12+1,55 *a 12,14%1,51 a
n 08 08 08

Tabela 42; Valores obtidos para fracdc de excrecdo pos-proximal de sodic de
ratos diabéticos experimentais submetidos a denervacao renal bilateral e apds a
administracdo aguda e cronica de furosemida.
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5. DISCUSSAQ
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5.1- Efeito do blogueio de receptores AT1 de angiotensina sobre a

excrecao renal de sédio e a pressdo arterial em ratos tratados
aguda e cronicamente com furosemida

& 1.1 Animais-controle

Angiotensina li (All) reconhece dois tipos de receptores: ATt e AT2. Os
receptores AT1 s&o responsaveis pela maioria dos efeitos biolégicos induzidos por
All, tais como: secregio de aldosterona e catecolaminas, vasoconstricdo arterial e
estimuiacéo do transporte de agua e sodio em tubule proximal (Zhuo ef a/., 1995).

Neste estudo avaliamos o efeito do bloqueio de receptores AT1 pelo
losartan (previamente chamado de DuP 753) sobre a pressdo arterial caudal e a
manipulagdo tubular de soédio, em ratos normotensos e acordados, apés a

administracdo cronica de furosemida por seis dias.

5.1.1.1 — Presséo arterial caudal

Nossos resultados mostram que o tratamento com losartan (DuP 753)
causa uma resposta hipotensora efetiva sobre a pressdo arterial caudal em ratos
normotensos, tanto nos 6° e 13° dias poés-tratamento. Este efeito hipotensor
persiste apds a administragio de furosemida por seis dias. Estudos prévios tém
demonstrado que a infusdo intravenosa de All na concentracdo de 0,1 ug/kg em
ratos normotensos causa uma elevacdo da pressdo arterial eficientemente
atenuada pelo tratamento concomitante dos animais com DuP 753 10 mg/kg por
via oral (Wong et a/,, 1990). Estudos realizados em modelos apés a restricdo da
ingestao oral de sodio {(Jover et al.,1994) e com hipertens&o arterial renovascular
(Wong et al., 1990) mostram que a resposta hipotensora ao DuP 735 é devido ao
bloqueio da ac&o vasoconstritora de All. Observa-se nesses modelos uma
paralela ativag@o do sistema renina-angiotensina-aldosterona.
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Estudos prévios tém apresentado resultados conflitantes em relacdo ao
efeito hipotensor do DuP 753 em ratos normotensos. Wong ef al. (1990) revelaram
qgue DuP 753 (10 mg/kg), administradc agudamente por via oral ou intravenosa,
nao promoveu gqualguer efeitoc hipotensor em ratos normotensos. Da mesma
forma, Barthelmebs ef a/. (1995) demonstraram que ratos Wistar normotensos
medicados por trés com losartan {10 mg/kg/dia ) n&o apresentaram gquaiquer
queda significativa da presséo arterial sistdlica. Por outro lado, consistentemente
com 0s nessos resultados, Bunkenburg ef al {1891) relataram um efeiic
hipotensor de DuP 753 administrado agudamente, por via intravenosa, ou apos
sete dias de tratamenio em ratos normotensoes.

Evidéncias mostrande a ativacdc do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) tém sido confirmadas em animais normotensos tratados com
DuP 753 por sete ou cinco dias. Esta ativagdo € confirmada pela elevacido da
atividade da fénina'plasmét'ica ('Bunkenbe.r.g. éf éf.., ‘1991; e Barthelmebs ef af.,
19985}, pela elevacao sérica da concentragio da angiotensina Il e pela diminuicio
concentracio plasmatica do substrato de renina (Bunkemberg et ai., 1991). Desse
modo, nossos resultados confirmam este efeito hipotensor de losartan em ratos
normotensos, obtidos apds o 6° dia de fratamento, possivelmente como resultado
do bloqueio da ativagdo do SRAA nesses animais; todavia, 0 mecanismo inicial
responsave! peia ativacdo do SRAA persiste desconhecido.

No presente estudo observou-se uma elevacdo da presséo arterial caudal
em animais-controle normotensos, durante o tratamento com o diuretico. Em
ratos, tem sido demonstrado que © tratamento com furosemida eleva a atividade
da renina plasmatica (Wong ef a/., 1990;) e, conseqlentemente, a ativacdo do
sisterna renina-angiotensina {(Lane et af, 1998). O estudo também mostra que
animais tratados com losartan apresentaram uma diminuicdo da pressaoc arterial
caudal durante o tratamento com furosemida 6 mg/ratc de 12 em 12 horas.
Janssen ef al. (1994) demonstraram que a resposta hipotensora de losartan
{(intravenosa) ocorreu 20 minutos apods sua administracdo em ratos normotensos

tratados com furosemida. Lane ef al. (1998) apresentaram resultados similares da
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acéo hipotensora de losartan em ratos tratados cronicamente com furosemida por
seis semanas.

Nossos resultados sugerem que, a despeito da espoliacio hidrossalina
induzida pele furosemida, a pressao arterial manteve-se deniro de niveis normais,
possivelmente por uma elevagdo de alividade de SRAA. O tratamento
concomitante com losartan permitiu inferir a existéncia de uma atividade
vasoconstritora periférica via AT1, o que manteria a homeostasia pressorica
nestes animais.

5.1.1.2 Fungao renai

O bioqueio de AT1 por losartan, apds sete dias de tratamento, promoveu
uma gueda na FENg" associada & diminuicdo da FEPPNa* e da FEK'. Nenhuma
alteracdo da filtracdo glomerular (Ccr), da FEPNa™ e do clearance de litio foi
observada neste periodo experimental. A All sistémica ou tecidual modula o
transporte fluido e sédio no tubulo proximal pérem, nesta fase do estudo em ratos
normotensos, a administracdo de losartan ndo modificou o volume urindrio e a
reabsorgio tubular proximal de Na’ e de Li". Barthelmebs ef a/. (1995) estudando
ratos normotensos tratados com losartan por cinco dias, também constataram que
o bloqueio de receptores AT1 por losartan n&o modificou o clearance de creatinina
nem a manipulacéo renal do litio. O efeito antinatriurético, isto &, a diminuicao da
FENa" e FEPPNa’, verificado no presente estudo sugere a participacdo de
mecanismos independentes dos receptores AT1, atuando nos diferentes
segmentos tubulares pds-proximais, como mecanismos importantes na
homeostase hidrossalina corporal.

A diminuigdo da FEK” apds o blogueio de AT1 sugere a capacidade desta
substancia de bloquear a excregéo distal deste ion vinculada & reabsorcédo tubular
de sbdio. Varios fatores tém sido relatados como reguladores da excrecéo renal
de K’ (Stanton e Giedisch, 1992). A aidosterona regula a secrecdo de potassic
nas cejulas principais dos tubulos distais e coletores através de um aumente da
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condutdncia dos canais de sddio na face laminar e tubular da membrana
basolateral associada & estimulac@o de canais de potassio, e da estimulag&o da
atividade da NA'/K'/ATPase na membrana basolateral {Giebisch, 1998). Dessa
forma, o bloqueic de receptores AT1 no cortex adrenal por iosartan poderia
explicar a queda na FEK' nesta fase do estudo.

Furosemida administrado agudamente, por via oral, promoveu uma queda
significativa da filtraggc glomeruiar, estimada pelo clearance de creatinina. Essa
queda da filtragéo glomerular pode estar relacionada a fatores que modificam a
pressdc e o coeficiente de ultrafiltracdo glomerular tais com: 1) modificagbes
hemodindmicas promovidas por vasoconstricao da arteriola renal aferente ou
vasodilatacdo eferente; 2) diminuicdo da éarea de superficie de absorgao
glomerular, 3) alteracdes das forgas de Starling e; 4) alteragbes da volemia.

Estudos prévios sustentam nossos resultados. Tucker e Blaniz (1884) e
Christensen ef a/. (1988) demonstraram, em estudos realizados através de {ecnica
de micropuncdo e pelo clearance de inulina respectivamente, um efeito de
furosemida sobre a filtracdo glomerular dependente do estado da volemia do
animal. Nesses estudos, os animais cujas perdas urinarias nao foram repostas,
observou-se uma queda da filtragdo glomerular. Esta queda ocorre
homogeneamente em todas as regides do cdrtex renal (Tenstad e Williamson,
1995).

Furosemida estimula a elevagdo sérica de varios horménios que podem
influenciar a hemodinamica glomerular, tais como: renina plasmatica e
consequentemente All, catecolaminas séricas e vasopressina (Fujimara e Ebihara,
1988; Petersen e DiBona, 1995, Petersen ef a/., 1992; e Gariépy et a/.,1992).

O estudo de Janssen et al (1994) em ratos acordados mostrou gue 2
resposta vasoconstritora renal, caracterizada pela elevagdo da resisténcia
arteriolar e diminuicio do fluxo sangiiineo renais, observadas apds 60 minutos da
administracéo de furosemida (8 mg/kg), em animais sem reposi¢cao volémica das
perdas urindrias, foi mediada pela estimulagdo de receptores AT1 Nesses
animais, a pressdo arterial sistémica manteve-se inalterada. Bak ef al. (1991)

também relataram que a vasoconstricdo induzida por furosemida foi inibida por

g2



enalapril (inibidor de enzima conversora de angiotensina). Estes dois estudos
sugerem a importancia All mediando a vasoconstricdo renal em resposta &
administrac@o de furosemida. Todavia, BaK ef af. {(1991) verificaram que, apesar
de enalapril inibir a resposta vasoconstritora, induzida por furosemida, a queda da
filtracdo glomerular ndo foi alterada nos animais sem reposicdo da volemia,
sugerindo desse modo que a queda da filtrag@o glomerular foi devida & deplecdo
volémica dagueles animais.

Em nosso estudo, losartan ndo modificou a queda da filtracdo giomerular
durante a administraco aguda de furosemida, desse modo a hipovolemia e a
diminuicdo do fluxo plasmatico renal podem ter sido os fatores determinantes
desta queda.

Nossos resultados mosiram que a polilria e a natriurese, induzidas
agudamente por furosemida, resultaram tanto da elevagéo da FEPNa" quanto da
FEPPNa', apesar da gqueda da filiragdo giomerular. A administragéo aguda de
furosemida causa uma elevagéo da diurese e natriurese em razdo da inibicdo do
co-transporte Na"/K'/CL? na membrana apical do segmento espesso da alca
ascendente de Henle (Martinez-Maldonado e Hector, 1990). Todavia um efeito
inibitorio de reabsorgdo tubular proximal de sédio e de fluido induzido por
furosemida em animais sem reposico volémica tem sido relatado em estudos de
Christensen ef al. (1986), Petersen ef al. (1991).

Resultados conflitantes sobre as respostas hemodinamica, diurética e
natriuretica ao furosemida tém sido relatados. Christensen (1990) mostrou que o
estado volémico provavelmente seja o fator determinante para a resposta diurética
e natriurética deste diurético de alga.

Em nossc estudo, uma n&o-modificacdo do CLi* apesar da elevacio
FEPNa" em resposta ac tratamento agudo de furosemida, em animais-controle,
sugere uma acao direta de furosemida inibindo a reabsorcdo de sédic em tdbulo
proximal. O mecanismo responsavel pelo efeito inibitério de furosemida ¢é
desconhecido. Soleiman e Bizal (1996) demonstraram que este diurético inibiu o
trocador cloreto/ base que € aclopado ao trocador Na'/H™ em tdbulo proximal.
Logo, o trocador cloreto/ base pode ser a proteina alvo para o efeito inibitéric de
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furosemida sobre a reabsorgdo tubular proximal de Na’. Em nosso estudo, esse
blogueio na reabsorcdo de Na’ pelo furosemida associado a uma queda da
filtracdo glomerular e & diminuicdo do fluxo plasmatico renal favoreceria a uma
reabsorcdo de litio, o que poderia manier em parte o CLi* constante.

O efeito litiurético induzido pela furosemida parece realmente ser também
dependente do estado volémico do animal (Petersen, 1991). Christensen ef al.
(1986) e Petersen et al. (1991 } utilizaram o CLi" para avaliar os sitios de agéo do
furosemida e a manipuiacdo fubular de sddio em ratos acordados e anestesiados
respectivamente, sob condigbes de deplecio volémica aguda ou apds a reposicac
volémica aguda. Esses estudos mostraram que durante a deplegdo volémica
induzida pelo furosemida, os animais apresentam um elevado CLi" entre 0 e 30
minutos seguido por um retorno do CLI™ para valores proximos & excrecdo basal
gos 60 minutos.

No presente estudo mostramos gue o blogueic de AT1 causa uma elevagao
do CLi* e da FEPNa® durante uma suposta deplecéc volémica aguda induzida por
furosemida; todavia, esse aumento ndo foi significativo em relagéo ac grupo
controle n&o tratado com losartan. Quan e Baun (1998), estudando o transporte de
fluido tubular proximal, em ratos, apds uma inducio de deplegdo volémica, pela
técnica de micropuncao tubular, verificaram que losartan promoveu uma queda de
reabsorcdo tubular proximal de fluido, sugerindo que receptores AT1 da All
estejam envolvidos no controle do transporte tubular proximal de agua. Nossos
resultados sugerem a participac@c de receptores AT1 da Al na modulacdo da
reabsorcac proximal de Na* durante a administrag&o aguda de furosemida.

No presente estudo, losartan promoveu uma reducéo da resposta diurética
induzida por furosemida administrado agudamente, que ndo foi relacionada as
alteracdes na filtracdo glomerular, na FENaP™ e na FENAPP'. Gariépy ef al.
(1992) relataram uma elevagio plasmatica de vasopressina apos 30 minutos da
administrac@o de furosemida, em coelhos, induzida por uma elevacdo da atividade
do SRAA. Todavia, em nosso estudo, o losartan atenuou provavelmente este
suposto mecanismo antidiurético, promovido pelo aumento da liberacdc de
vasopressiva pela furosemida.
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Angiotensina 1l estimula a ingestdo hidrica em areas do sisterna nervoso
central (Fregaly e Rowland, 1991). Neurdnios reguladores da sede, sensiveis a
Ali, foram localizados na lamina terminal, em orgaos circunventriculares e em
estruturas limbicas (Fitzsimons, 1997). A regi@o anteroventral do terceirc
ventriculo (AV3V), localizada no hipotalamo anterior, e a lamina terminal possuam
uma densidade elevada de receptores AT1 e esta implicada na ingestéo de agua
induzida por Al (Fitzsimons,1997). Em rafos, losartan administrado
perifericamente reduz a ingestdc de agua induzida pela administracio também
periférica de All (Dourish ef a/, 1992). A administrag&o oral de losartan também
inibe os mecanismos centrais induzidos pela All durante um curto espaco de
tempo (Fitzsimons, 1997).

A queda da resposta diurética induzida pelo furosemida, administrado
agudamente, nos animais fratados com losartan, sugere ser resultante de uma
hipovolemia mais acentuada e ou hipotensdo arterial, cuja contribuicdo da inibicado
do centro da sede, parece ser importante.

Estudos prévios relatam que a administragdo crénica de furosemida
promove uma resposta compensatoria antidiurética e antinatriurética (Ellison,
1991). Utilizando o clearance de Li'como marcador da manipuiacdo tubular
proximal de sodio, Christensen et a/.(1988) e Petersen ef al. (1991), observaram
que a administragéo aguda de furosemida, sem reposigdo das perdas urindrias,
causou uma ativacéo de mecanismos compensatorios scbre a reabsorgdo tubular
proximal e pés-proximal de Na’ a partir de 30 minutos.

Nossos resultados, no presente estudo, demonstraram claramente uma
resposta compensatoria antidiurética e antinatriurética a administracdo crénica de
furosemida, atuando ativamente em segmentos pds-proximais do néfron
(decréscimo da FEPPNa'). Esta resposta ndo foi inibida por losartan. Logo,
nossos dados sugerem que a All ndo € essencial a esta resposta absortiva tubular
de Na’ durante a administragdo crénica de furosemida.

A administracdo crénica de diuréticos de alca tem efeitos importantes sobre
a estrutura e a fungdc do tubulo contornado distal (Reilly and Ellison, 2000).

Furosemida inibe a reabsorcéo de Na™ no tdbulo proximal (Christensen, 1986) e o
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co-transporte de Na'/K'/CL? em alca espessa de Henle (Martinez-Maldonado e
Hector, 1990}, promovendo assim um aumento do aporte de Na” a ser reabsorvido
em segmentos mais distais do néfron. Kaissiling et a/. (1985) mostraram que
infus@o de furcsemida crbnica por seis dias, em ratas, induz hipertrofia e
hiperplasia celular do tubule contornado distal. Essas alteragbes morfolgicas sdo
acompanhadas por um aumento no volume mitocondrial, expansio da membrana
basolateral das células coniornadas distais, e dos tUbulos de conexfo e, das
células principais do tubulo distal (Kaissling e Stanton, 1988), além de uma
elevagdo da atividade Na'/K'/ATPase no tibulo contornado distal e no ducto
coletor cortical (Sherzer ef a/., 1987). Estas alteracdes morfoldgicas e funcionais
induzidas pelo tratamento cronico de furosemida por sete dias sdo associadas a
elevacdo do aporte de Na™ acs segmentos distais do néfron. Devido ao fato de
gue essas alleragbes ocorram na presenca de niveis plasméticos normais de
aldosterona, glucocorticdide e vasopressina, a elevacdo do aporte distal de Na™ foi
responsévé! Ipeias' 'a'ite'rag:ées tubulares diétéisméd'aptat'ivés érénicaé (Kéiséiing e
Stanton, 1988; e Stanton e Kaissling, 1988).

Chen ef al (1990) demonstraram ~ que furosemida administrado
continuadamente em ratos aumentou em 100% a densidade de sitios tubulares
distais de ligagdo para H-metolazone. A hipertrofia tubular distal ocorreu
paralelamente & elevacdo do transporte de NaCL nos segmentos tiazidico-
sensiveis em ratos tratados cronicamente com furosemida (Ellison et af., 1989).
Estes dois estudos sugerem que durante a administracgo cronica de furosemida
uma gquantidade elevada de NaCl pode ser reabsorvida em segmentos distais
sensiveis a tiazidicos.

Estudo de Kobayashi ef a/. (1995) em ratos tratados com furcsemida 12
mg/dia/rato por seis dias sugere o envolvimento do fator de crescimento insulin-
simile (IGF-1) e da proteina ligante do IGF-1 (IGFBP-1) no processo de inducio
da hipertrofia tubular distal associada & diurese e natriurese induzidas pelos
diuréticos de alca.

As alteragbes morfofuncionais tubulares distais adaptativas ao aumento do

aporte de Na" e a elevacio da reabsorco de NaCl nos segmentos distais
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sensiveis a tiazidicos, durante a administracdo cronica de furosemida, poderiam
explicar a atenuag&o da resposta natriurética induzida peio furosemida nos
segmentos poés-proximais, observada no nosso estudo, durante o blogueic de
receptores AT1. Logo, esses mecanismos poderiam ser, pelo menos em parte, s
possiveis mecanismos compensatdrios de reabsorcio sddica distal independentes
do SRAA, observados neste estudo.

5.1. 2 Animais diabéticos

5.1. 2.1 Glicemia:

Os resultados do presente estudo mostraram que: 1) o tratamento com
losartan por sete dias ndo interfere nos niveis glicémicos induzidos pela
estreptozotocing, 2) furosemida eleva a hiperglicemia na diabetes experimental e
3) losartan atenua a elevagao glicdmica ap6s a administragao aguda e crénica de
furcsemida.

Estudos prévios de Remuzzi et af (1993) e Anderson ef al/. (1993)
confirmam nosso estudo, mostrando que o tratamento com losartan ndo influéncia
nos niveis glicémicos de animais diabéticos experimentais, em situagdes basais.

A hiperglicemia induzida pela administracdo de furosemida tem sido
observada em modelos experimentais. Em animais e humanos normais, varios
mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito diabetogénico do diurético:
1) liberac@o secundaria de catecolaminas adrenais promovendo a glicogendlise e
a hiperglicemia (Aynsley-Green e Albertei 1973; e Foy e Furman, 1973); 2)
decréscimo da taxa de utilizacdo de glicose devido a inibicdo da atividade das
enzimas glicoliticas (hexoquinase, fosfofrutoquinase, e piruvato—quinase) pelo
furosemida em tecido musculo-esquelético e figado (Dimitriadis ef al, 1993); 3)
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diminuicdo do transporte de glicose na presenca de niveis elevados de insulina
decorrente da inativacdc do transportador de glicose GLUT4 em musculo-
esquelético por furosemida, promovendo o desenvolvimento da resisténcia
tecidual periférica a insulina (Dimitriadis ef &/, 1998) e 4) diminuicgo dos niveis
séricos de insulina durante a administracdo aguda de furcsemida (Ray ef al,
1983}

Por outro lade, estudo de hepatdcites in vitro mestra que a All estimula a
gliconeogénese, sendc esse mecanismo dependente de Ca®* (Whitton et al,
1978). Rao (1996) mostrou que administracéo exdégena de doses pressoras de All
{50 ng/kg/min), em ratos, aumenta a produgéo de glicose no figado, via receptores
AT1, e que pode antagonizar a acdo de insulina sobre o metabolismo hepatico de
glicose. Em hepatocitos, angiotensina 1l liga-se a recepiores AT1 e induz
transducdco de sinais atraves do furnover de fosfoinesitol e mobilizagéo de Ca®
citosdlico (Garcia-Sainz et al 1995), ativando fosforilases e a adenil-ciclase, e
deste modo promovendo glicogendlise. Recentemente, Machado ef al. (1998)
demonstraram, em ratos, que a administracdo endovenosa de angiotensina Il
produz hiperglicemia, e esta & completamente abolida por losartan (DuP 753},
sugerindo que essa resposta € decorrente da acfo de All, via AT1, em hepatdcitos
e sistema adrenomedular simpatico. Logo esses dois uitimos trabalhos sugerem
gue All enddgena pode ter um papei relevante no metabolismo da glicose. Nossos
resultados mostraram claramente que a elevagéo do nivel glicémico induzido pela
administragdo aguda e cronica de furosemida, nos animais diabéticos, foi
atenuada por losartan, sugerindo um possivel envolvimento de All no metabolismo
da glicose na diabetes experimental, durante a administragio desse diurético.

5.1.2.2 Pressdo arterial caudal
O resultado do presente estudo mostra que em ratos diabétices induzidos

por estreptozotocina, losartan 10 mg/kg/dia tem um efeito hipotensor somente no

13° dia de tratamento; todavia, perde sua eficacia hipotensora apds a
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administrag@o cronica de furcsemida. Remuzzi ef al. (1993), estudando ratos
Sprague-Dawley apds quatro a seis semanas de inducdo de diabetes, obtiveram
também a queda da hipertenséo arterial sistélica com dose 30-35 mgfkg/dia de
losartan. Nossos dados sugerem que a dose utilizada (losartan 10mg/kg/dia)
blogueia o receptor AT1 e reduz a longo prazo a pressic sanglinea; eniretanto,
durante a administragdo de furosemida, gue segundos relatos, ativa o sistema
renina-angiotensina, essa dose perde sua eficacia.

5.1.2.3 Fungao renal

Evidéncias recentes comprovam alteragbes na manipulagdo tubular de
sodio e dos componentes do sistema renina-angiotensina tecidual durante a
evolugdo da diabetes experimental (Cassis, 1993; Anderson ef al., 1993; e Brown
et al, 1997). Browm ef a/(1997) demonstraram que SRA intra-renal esta
estimulado na diabetes, e consequentemente a sua atividade, apesar da reducéo
da densidade de receptores AT1 renais.

Nossos resuitados mostram que o bloqueio de receptores AT1 na primeira
semana (7° dia de tratamento) e segunda semana apds a inducdo da diabetes
n&o influenciou na taxa de filtragéo glomerular e na fragéo de excrecdo de sédio.
Resultados controversos sobre a resposta da hemodinamica glomerular ao
blogueio de receptores AT1 tém sido documentados. Anderson ef af {1993)
demonstraram, em estudo de micropuncdo glomerular em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina (seis a oito semanas de diabetes), que o bloqueio
de AT1 pela administracdo aguda e cronica de losartan (duas a trés semanas) néo
altera a hiperfiltracéo (filtracdo glomerular elevada) e a hiperfusdo glomerular:
todavia, controlam a hipertenséo capilar glomerular por diminuirem a resisténcia
arterial eferente e total e aumentarem o coeficiente de ultrafiltracao glomerular.
Inversamente, estudo funcional de Remmuzzi ef al. (1993), em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina com quatro a seis semanas de doenca, mostra gue
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a administracdo de losartan 30-35 mglkg/dia preveniu a hiperfiltrag&@o, a elevagdc
do fluxo plasmatico renal e da fracéo de filtracdo.

No presente estudo, o efeilo de losartan sobre a manipulagéo tubular de
sodio foi avaliado por técnica de clearance global ou seja clearance de creatinina
e litic utilizados como indicadores da fillragéo glomerular e do aporte distal de
s6dio. Nenhuma alteracdo da FENa', da FEPNa® e da FEPPNa' em nossos
resultados foi observada durante o blogueio de AT1 por sele dias. Evidéncias
prévias mostram que a reabsorgdo proximal de sédio esta elevada na diabefes
meliitus (Pollock ef al., 1991); e sabe-se que All estimula diretamente o transporie
tubular proximal de sbdio por aumentar a atividade de frocador Na'/H" e da
Na'/K'/ATPase (Féraille e Doucet, 2001). O fato de losartan ndo ter modificado a
FEPNa" e FENa" sugere que outros mecanismos independentes de All possam
estar participandc de forma significativa da reabsor¢@o proximal de sédio na
diabetes experimental, tais coma:' 1) e'!evaigé'o' do 'co'—transporte Na’-glicose
(Pollock et a/.,1991) e 2) o aumento da atividade do trocador Na'/H* devido a
elevacdo de niveis de corlicdides e diminuigdo do pH (El-Seifi ef af, 1987}
Anderson ef af. (1993) aventaram a hipotese de gue a diminuig&o da atividade da
enzima conversora de angiotensina em tubulo proximal, e conseqlentemente da
formagdo de All local, observada em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina pode ser responsavel pela auséncia de efeito tubular {(excrecéo
urinaria de sadio), durante o antagonismo de AT1 por losartan.

Nossos resultados mostraram que, em animais diabéticos, furosemida
administrado agudamenie e sem reposicio das perdas urinarias causa uma
elevacéo do volume urindrio, uma diminuicdo da taxa de filtrag&o glomerular {Ccr)
e a elevacio da natriurese (CNa™ e FENa") como conseqiéncia de uma elevagéo
da FEPNa' e da FEPPNa’. Evidéncias prévias suportam nossos resultados. O
efeito diurético e natriurético de furosemida resuita de seu efeito inibitério sobre a
reabsorcdo tubular proximal (Christensen et al,1986) e da inibicdo do co-
transporte de Na'/iK'/CL2, em alca espessa de Henle (Martinez-Maldonado e
Hector, 1990). Nossos estudos sugerem que a gueda da filtracao glomerular pode
ser decorrente principalmente de uma reducac na volemia induzida pelo diurético,
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uma vez gue em resultados prévios em ratos normais, cujas perdas urinarias
induzidas por furosemida foram repostas a filtragdo glomerular manteve-se
inalterada (Tucker e Blantz, 1984).

A queda da filtragdo glomerular e o decréscimo observado na resposta
diurética & administracdo aguda de furosemida em ratos diabéticos tratados com
losartan parece ser resultante de uma hipovolemia mais acentuada nestes
animais, desenvolvida por um menor estimulo central da sede associada a diurese
osmotica. All estimula a ingestéo hidrica em areas do sistema nervoso central
(Fitzsimons, 1897).

Losartan elevou a FEPNa’, todavia, a resposta natriurética ao furosemida
manteve-se inalterada, pois a rejeicdo de jon sddio pelo tubulo proximal foi
compensada por uma maior reabsorcdo desse jon nos segmentos distais do
néfron,

Furosemida eleva a atividade da renina plasmética e All (Fujimara e
Ebthara, 1988). Sabe-se também que uma diminui¢io da densidade de receptores
AT1 (dowregulation) renal ocorre na diabetes (Brown ef al 1997). Logo, a
elevacdo da FEPNa", em nosso estudo, sugere gue houve uma sensibilidade
tubular elevada ao aumento de All sérica, induzida provaveimente pela
administracao aguda de furosemida e que o blogueio de receptores AT1 promoveu
diminuicdo adicional compensatdria da reabsor¢do tubular proximal. Neste
sentido, nossos estudos s&o consistentes com o papel mediador de All sobre a
reabsorgdo tubular proximal de sédio durante a administracdo aguda de
furosemida.

Observamos que o bloqueio de AT1 causou uma elevacdo da taxa de
filtracdo glomerular associada a uma diminuicBo da resposta diurética e
natriuretica, durante o tratamento crénico de furosemida. Em nosso estudo, esta
elevacéo da taxa de filiragéo glomerular sugere que o bloqueio de AT1 promoveu
uma vasodilatagédo maior em artericlas aferentes e elevando conseqilentemente a
pressé&o hidradlica e a presséoe efetiva de ultrafiltraco glomerular. O aumento da
superficie de ultrafilracgo, em razdo de um relaxamento das células mesangiais,
induzida por losartan, também poderia estar contribuindo para uma elevacéo do
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coeficiente de ulirafiltracdo, que é considerado um impertante determinante da
permeabilidade seletiva glomerular.

Evidéncias prévias mostraram uma maior sensibilidade vascular glomerular
2 angiotensina na diabetes. Em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(seis semanas), Kennefick ef al. (1996) verificaram que a infusao venosa de
angiotensina | (0,166 ug. kg™, kg™') e angiotensina Il (0.2 ug. kg™ kg™") diminuiram
o fluxo plasmatico renal e a taxa de filtragdo glomerular. Esses pesquisadores
postularam que esta sensibilidade vascular aumentada & infuséo de angictensina
se deve a uma maior conversdc de angiotensina | a angiotensina li nestes sitios.
Estudos prévios mostram uma ativagao do sistema renina-angiotensina renai
demonstrada pela elevagdo de RNAm para renina e angiotensinogénio, uma
redistribuicdo da ECA para glomérulo e vasos glomerulares; e uma diminuigae em
tabulo proximal (Andersen et al, 1993). Esta upregulation do SRA renal em
diabéticos poderia contribuir para uma maior formagée de All intraglomerular e
conseqlientemente para uma resposta vascular aumentada & All nestes animais.
Assim, a elevacdc da sensibilidade glomerular @ All observada na diabetes
poderia justificar o aumento da taxa de filtragéo glomerular, observada em nosso
estudo, durante o blogueio de AT1 e do tratamento cronico com furosemida.

Nossos resultados mostram uma resposta antinatriurética, principalmente
em segmento proximal, associada & elevagéo da taxa de filtragao glomerular
durante a administracdo cronica de furosemida e de losartan. Em ratos diabéticos
que apresentam elevacéo da filtragéo glomerular (hiperfiltragdo glomerular) ocorre
elevacéio da reabsorcac tubular proximal Na” devido ao aumento do co-transporte
Na’-glicose na borda tuminal (Valion, 1999) e da atividade da Na'/K'/ATPase em
membrana basolateral (Wald ef al, 1993). Koémer et al. (1994) também
demonstraram que a elevacdo da filtragdo glomerular esta relacionada ao
aumento da reabsorcéo tubular de Na* e ao consumo de oxigénio renal. Bank e
Aynedjian (1990) demonstraram que © aumento de glicose luminal estimuia
absorcéo de sodio proximal em ratos diabéticos, via co-transporte Na’-glicose.
Adicionaimente, Wald ef al. (1993) sugeriram que a carga filtrada de glicose e a

ativacdo do co-transporie de Na'-glicose sao fatores determinantes da atividade
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da Na/K'/ATPase em tdbulo proximal. Sabe-se que a Na'/K'/ATPase tem um
papel preponderante na reabsorcdo tubular proximal de sodio. Esta enzima, ao
transportar ativamente, através da membrana basolateral, 3 Na* para o intersticio
e 2 K' para o espaco intracelular, cria um gradiente eletroguimico gue favorece g
entrada de N2’ na célula através de vérios co-transportes e contratransportes
luminais.

Com base nessas evidéncias descritas acima, nossos resultados sugerem a
hipdtese de que a elevaco da filtrac&o glomerular induzida pelo blogusio de AT1
aumentaria a carga filtrada de glicose e sodio, estimulando a atividade de co-
transporte de Na’-glicose luminal e da atividade da Na'/ K’/ ATPase basolateral,
com consequente aumento da reabsorgdo tubular proximal de sédio.

Observamos uma dissociac8o entre a queda da FEPNa® e a auséncia de
alteragdo do CLi", durante ¢ blogueio de AT1 ¢ ¢ tratamento crénico de
furosemida, Este fendmeno poderia estar implicado: 1) a elevacdo da taxa de
filtracdo glomerular favorecendo o aumento da carga filtrada de glicose & a
elevacdo da osmolaridade intraluminal, contribuindo assim para uma dissociacao
entre as taxas de reabsorgéo Na’ proximal e da reabsorcdo proximal de Li* e de
agua; 2) uma elevagdo concomitante e mais acentuada do Cer, fazendo com que
a razgéo CLi"/Ccr tendesse a queda; e 3) a auséncia de afinidade do Li* pelo co-
transportador Na“-glicose.

Losartan decresceu a caliurese induzida pelo tratamento crénico com
furosemida, que ocorreu paraleiamente & diminuicdo da FEPNa". Mecanismos que
regulam a excre¢&o de potassio em segmentos distais do néfron, tais como o
aporte distal elevado de Na“, o elevado fluxo intraluminal e o maior aporte de
anions aos segmentos distais, poderiam explicar este resultado, apesar de nao
terem sido avaliados em nosso experimento.

Sabe-se que a secrecio de potassio ocorre através das células principais,
através do transporte ativo desse jon pela Na'/K'/ATPase, situada na membrana
basolateral; e a sua difus&o passiva a favor de um gradiente eletroquimico através
da membrana apical. Assim, a concentracdo elevada de Na* no lumen tubular
favorece uma difus&o eletroguimica K™ para dentro do lamen. Inversamente, as
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concentracdes baixas de Na’ na luz tubular, reduzem a secreco de K* por causar
hiperpolarizacdc da membrana apical. Alem disso, a elevada concentrac¢ao
intracelular de Na® estimula a Na'/K'/ATPase, que por sua vez aumenta a
captacao de K intracelular, favorecendo sua difuséoc através da membrana apical
(Stanton e Giebisch, 1992).

Estudos prévios em segmentos distais mostram que a secrecéo de K'é
dependente do fluxo intratubular de fluido. Assim, o aumento do fluxo intraluminal
de fluido estimula a secrecdo K’ devido a uma dissipagéo rapida da concentracao
luminal desse ion, favorecendo conseqlentemente a sua secre¢do intrabular
(Malnic et al.,1989; e Giedeisch, 1997)

Com base nos mecanismos descritos acima, nossos resultados aventam a
hipdtese de que o aumento da reabsorgdo proximal (decréscimo da FEPNa")
diminuiu a carga de Na" e o fluxo intratubuiar de fluido em segmentos distais
(apesar da inibigao do cotransporte de Na'/K'ICI? em alca espessa de Henle
induzida por furosemida), contribuindo assim para uma diminuicdo da caliurese,
observada nos ratos diabéticos tratados com bloqueador de receptores AT1.

Nossos resultados mostraram que na diabetes mellitus experimental, All tem
um pape! importante no controle da hemodinamica glomerular, durante tratamento
crénico com furosemida: todavia, mecanismos independentes de All influenciam
na manipulacdo tubular proximal de sdédio, promovendo uma resposta
antinatriurética ao diurético de alga.
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5.2 Efeito da denervacao renal bilateral sobre a excrecao renal de
soédio e a pressdo arterial em animais tratados aguda e
cronicamente com furosemida

O rim tem capacidades neurosensoriais aferentes ao sistema nervoso
central (DiBona e Kopp, 1997). Os mecanorreceptores e os quimiorreceptores
renais enviam informacdes sensoriais ao sistema nervoso central através de
nervos renais aferentes. Essas informacgdes sensoriais influenciam as respostas
enddcrinas e a descarga simpatica central, com profundo efeito sobre o controle

da circulacgo sistémica e da funcdo excretoria renal.

5.2.1 Animais-controle

5.2.1.1 Pressio arterial

Nosso estudo mostra uma significativa queda da presséo arterial caudal
entre 0 6° e o 20° dia pos-denervacio renal bilateral. Yoshida et al. (1995)
relataram também um efeito hipotensor sistdlico em ratos Wistar Kyoto,
normotensos, submetidos a denervacdo renal bilateral, associado & diminuiggo do
nivel plasmatico de epinefrina. Estes autores aventaram a possibilidade de que tal
efeito fosse decorrente de uma provavel injuria da medula adrenal durante o
procedimento cirdrgico. Em nosso experimento, o nivel plasmatico de epinefrina
nao foi dosado, porém a resposta hipotensora pode estar associada, pelo menos
em parte, a natriurese verificada durante os clearances de sodio no 7° e 21° dias

de experimento.
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5.2.1.2 Fun¢ao renal

Nosso estude mostrou que a denervag@o renal bilateral (7° dia pos-
operatdrio) promoveu uma elevaco da taxa de filtragéo glomerular, estimada pelo
clearance de creatinina. Concomitante a elevagéo da taxa de filtragio glomerular,
observamos uma natriurese, estimada pela elevacdo clearance de Na'. Pelo fato
de ndo ser verificarem alteracdes na FEPNa" e FEPPNa", nossos dados sugerem
que a natriurese foi resultante de alteragbes hemodinamicas glomerulares, € nac
devido & manipulagao tubular renal de Na’.

Os nervos renais simpaticos inervam extensivamente componenies
vasculares e tubulares renais {DiBona e Koppa, 1897). Em ratos, a vasoconstricao
glomerutar aferente e eferente s&o mediadas por receptor «; adrenérgico (Yuan &f
al. 1990). Norepinefrina, liberada da terminac@o nervosa simpatica e epinefrina
secretada pela medula adrenal causafn .\}ésocdnstri'géé através do estimulo de
receptores «c; adrenérgicos. As modificagcbes da resisténcia arteriolar aferente e
eferente s&0 mediadas por alteracdes humorais que modulam a taxa de filtragéo
glomerular. Nossos experimentos sugerem que a denervagéo renal bilateral causa
uma perda do tonus vasoconstrictor simpatico, promovendo uma vasodilatagao
arteriolar aferente, elevando o fluxo plasmaético sangiineo e a pressdo de
ultrafiltracdo e a press&o hidrostatica peritubular. Também, um aumento da area
de ultrafiltracio glomerular apds a denervacdo simpética glomerular poderia
contribuir com a elevacgdo da taxa de filtragéo giomerular. Fan ef al. {1994) ja
haviam demonstrado, em carneiros, que a denervacao renal bilateral eleva o fluxo
sanguineo renal com pressao de perfus&o renal normal, todavia sem alteracéo da
taxa de filtragéo glomerular.

A inervacdo simpatica do tubulo proximal, da alga ascendente espessa de
Henle, do tdbulo distal contornado e do tdbulo conector distal foi revisada
recentemente por DiBona e Koppa (1997). A atividade nervosa renal influencia
diretamente a reabsorgdo tubular de sodio e agua, uma vez que a denervagio

renal diminuiu a reabsorcdo tubular proximal de sédio e agua (Abildgaard et al.
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1986) provavelmente devido & diminuigdo da atividade Na'/K'/ATPase em tdbulo
proximal (Ohtomo ef al., 1994).

Nossos resultados n&o confirmaram alteragbes na reabsorcdo tubular de
sadio apés denervacgdo renal cronica (7° dia pds-operatéric), mas revelaram que
a natriurese (elevac@o do CNa") foi exclusivamente resuitante da elevagdo da
taxa de filtragcdo giomerular. Desse modo, o presente estudo sugere a
imporiancia dos nervos renais ne controle salino, modulandc a taxa de filiragéo
glomerular em animais normais.

Furosemida ativa reflexamente a atividade nervosa renal eferente simpatica
(ERSNA) em ratos vigis e anestesiados (DiBona e Sawin, 1985; e Petersen e
DiBona, 1994). Essa ativacdo reflexa pode ser decorrente de uma deplegéo
volémica, dependente ou independente. Como conseqiéncia principal, altas
doses de furosemida causam hipovolemia decorrente de uma elevacéo da diurese
e natriurese. A resposta humoral e autonOmica simpética & hipovolemia €
provavelmente devido a vérios mecanismos tais como: 1) aferéncia nervosa de
barorreceptores arteriais (guando a hipotensdo ocorre associada com a
hipovolemia), 2) aferéncia nervosa de receptores de volume cérdiopulmonares, 3)
aferéncia de receptores sensoriais renais e 4) ativagido de sistemas humorais tais
como: renina-angiotensina, vasopressina e catecolaminas (Fitch e Weiss, 2000).
DiBona e Sawin (1985) demonstraram gue uma elevacdo da atividade simpatica
neural renal esta associada a um decréscimo da pressaoc do atrio direito, apds a
administracéo de furosemida em ratos acordados. Devido & auséncia de alteracio
da pressdo arterial média no estudo, foi sugerido que hipovolemia induzida por
furosemida conduziu uma elevagdo reflexa da atividade simpatica renal por
estimulacd@o de barroreceptores cardiopulmonares de baixa pressio. Estudos de
Fitch e Weiss (2000) e Fitch ef al. (2000), utilizando a express&o génica de c-fos
como um indicador de ativacdo neuronal, demonstraram que furosemida ativa
neurdnios do sistema nervoso central através de nervos renais aferentes (via
direta) e da ativagéo do sistema renina-angiotensina (via indireta). Genovesi ef al.
(1993) demonstraram também que furosemida estimula a atividade nervosa

aferente renal e que a resposta simpatico-excitatoria imediata 4 administracao
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endovenosa de furosemida pode ser mediada pelo reflexo reno-renal elicitado por
alteracbes na pressdo pélvica e intra-renal e/ou alteragbes na composicao
urinagria. Tem sido demonstrado que furosemida estimula sintese de
prostaglandinas e bradicininas renais (Weimer ef a/.,1994), gue s&o potentes
estimuladores da atividade nervosa aferente renal (Koop e Smith, 1993). Com
base nos estudos relatados anteriormente, a administracdo de furosemida sem
reposicdc das perdas urinarias pode ter estimulado a atividade aferente e eferente
renal em nosso experimento.

A administragdo aguda de furosemida causa uma polidria e natriurese como
conseqléncia de uma inibicdo do co-transporte de Na*/K'/CL? na membrana
apical do segmentc espesso da algca de Henle (Martinez-Maldonado e Hector,
1990). Também um efeito inibitdrio de reabsorcdo tubular proximal de fluide e
sodio pelo furosemida, em animais sem reposicac volémica, foi reiatado em
estudos prévios de Christensen ef al. {(1986) e Petersen et al. (1991)

Uma queda na taxa de filtragcdo glomerular, estimada pelo clearence de
creatinina, pode estar relacionada a fatores que modificam a pressdo € 0
coeficiente de ultrafitracdo glomerular, tais como: 1) modificagbes na
hemodinamica glomerular promovidas por vasoconstricdo renal aferente e
eferente, ou ambas; 2) diminuicdo da area de superficie de absorg&o glomerular,
3) alteracdes das forgas de Starling; e 4) alteragbes da volemia. Estudos prévios
confirmam nossos resultados. Tucker e Blantz (1984) e Christensen ef al. {1986)
demonstraram por estudos de micropungao e clearance global que o efeito de
furosemida sobre a taxa de filtracBo glomerular depende do estado volémico dos
animais. Nos animais, cujas perdas urindrias na&o foram repostas, observou-se
uma gueda da filtracdo glomerular. Tenstad e Williamson (1995) demonstraram
também que a reducdo da filtracdo glomerular induzida por furosemida ocorreu
homogeneamente em todo o cértex renal.

A furosemida estimula a elevacdo sérica de varios horménios que podem
influenciar a hemodinamica glomerular, tais como renina plasmatica e
conseqlentemente All, catecolaminas séricas e vasopressina (Petersen e DiBona,
1995, e Petersen ef al, 1992). Janssen et al. {(1994), em ratos acordados,
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demonstraram gue a resposta vasoconstritora renal, a elevacéo da resisténcia
arteriolar renal e a diminuigdo do fluxe sangiineo renal observadas apés 60
minutos da administragao de furosemida 8 mglkg, sem reposicdo volémica das
perdas urinarias, foram mediadas por receptores AT1 sem alteracdes significantes
da press&o arterial. Esses pesquisadores também estudaram o possivel
envolvimento dos nervos renais na elevacdo da resisténcia arteriolar renal ao
furosemida, em ratos com um rim intactc em relagdo ac rim denervado
contralateral, e verificaram que a denervagdo renal nZc altera a resposta
vasoconstritora renal induzida por furosemida.

Em ratos, administrac&o aguda de furosemida promove elevagéo de 50%
dos niveis seéricos de noradrenalina e 70% de adrenalina apds trés horas de sua
administracgo (Petersen ef a/,, 1992). Todavia, a queda da filtracdo glomerular,
em nosso estudo, fol avaliada somente uma hora apds administragéo do diurético,
0 que poderia justificar a auséncia de modificacbes da filtragBo glomerular e a
improvavel elevagdo da atividade nervosa simpatica sistémica modulande a
hemodinamica glomerular.

A atividade neural simpatica tem sido relacionada com a reabsorgéo tubular
proximal de sbdio durante a deplegdo volémica induzida por furosemida. Em
nosso estudo, a denervagdo renal ndo modificou o volume urinario, nem a
manipulacdo tubular segmentar de Na® (FEPNa" e FEPPNa’) em todos os
periodos experimentais apds a administracdo aguda de furosemida. Estes
resultados s&o confrarios aos observados por Petersen ef al., {1991), que
utilizaram também a técnica de clearance de Li°, em ratas, submetidas a
denervacdo farmacolégica induzida por guanetidina. Estes autores demonstraram
que a atividade neural renal estimula a reabsorcdo tubular proximal de Na™ apds a
deplegdo volémica induzida por furosemida, a despeitc de uma inalterada
hemodinadmica glomerular. Verificaram também que a denervagdo farmacolégica
atenuou a resposta natriurética proximal e elevou a reabsorgdo pods-proximal,
mantendo inalterada a natriurese durante infusdo intravenosa de furosemida 7.5
mg/kg. Estas diferencas em relac@o aos nossos resultados podem ser atribuidas a
dois fatores importantes: 1) aos diferentes desenhos experimentais utilizados e 2)
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a variabilidade evidenciada no clearance de litio, de tal forma que esta aboliu a
significancia de analise estatistica em nosso estudo. Em relagdo as diferencas no
desenho, podemos enumerar : 1) a diferenca de género dos animais, uma vez que
os ciclos de ostréis modificam a fungéo renal e o balango hidrossalino (Forsling et
al, 1998); 2) a diferenga entre 0s tlempos experimentais durante o clearance de
litio; 3) a via intravenosa de administracdo e a solugio-veiculo utilizadas, solucao
hipotbnica (NaCL 30 mM e glicose &0 mM), sendo que, em nOSsO estudo,
utilizamos a2 via oral (por gavagem) e & administragéo da agua como ¢ veiculo
para promover um adequado volume urinario: e 4) o tipo de denervagéo; enguanto
petersen et al. (1991) utilizaram a denervac@o farmacolbgica com guanetidina,
nos utilizamos a denervagio mecanica e quimica.

Smith ef al. (1998) estudaram em cameiros recém-nascidos o papel dos
nervos renais sobre a resposta renal e endécrina a administragéo aguda do
furosemida (2 mg/kg). Estes autores verificaram que a denervaggo renal bilateral
crénica nao modificou a queda da taxa de filtragao glomerular e o incremento do
volume urindrio, da natriurese e da atividade da renina plasmatica. Entretanto,
observaram uma elevacdo significativa de aldosterona sérica pré e pos-
furosemida associada & hiperpotassemia. Eles especulam que, na auséncia da
inervacao renal, a aldosterona poderia atuar compensatoriamente na regulacéo da
homeostasia hidrossalina. '

Como ja relatado anteriormente, a administracdo crénica de furosemida
estimula uma resposta antidiurética e antinatriurética compensatdria (Ellinson,
1991). Utilizando o clearance de Li* como marcador da manipulagéo tubular
proximal de sodio, Christensen et al. (1986) e Petersen ef al. (1991) observaram
que na administragio aguda de furosemida, sem reposicéoc das perdas voiémicas,
ocorre ativacdo de mecanismos antinatriuréticos compensatorios em segmentos
proximais e pés-proximais do néfron, a partir de 15-30 minutos apds a
administracdo do diurético de algca.

Nosso estudo mostrou claramente uma resposta antinatriurética
compensatéria & administragao de furosemida apos o tratamento crénico por seis

dias, atuando ativamente em segmentos pés-proximais do néfron. Tem sido
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demonstrado que furosemida administrado cronicamente induz a hiperirofia e
hiperplasia celular em segmentos distais do néfron, relacionadas a uma elevagéo
do aporte de Na” a estes segmentos e de fatores de crescimento e & elevagéo da
atividade da Na'/K'/ATPase e da reabsorcgc de NaCl nos segmentos distais
sensiveis a tiazidicos (Kaissling e Stanton, (1988), Stanton e Kaissling {1988);
Kobayashi ef al. (1995); e Chen ef al (1990). Esses mecanismos poderiam
explicar a resposta antinatriurética induzida pela administragcdo cronica de
furosemida. No presente estudo observamos que a denervagdo renal bilateral
atenuou esta resposta antinatriurética compensatéria A elevagdo do CNa’
observada apts o tratamento crénico de furosemida pode ser explicada por uma
elevacdo da filtracao glomerular provavelmente devida a perda do tdnus simpatico
giomerular e a uma elevacdo de sintese de prostaglandinas renais induzidas por
furosemida (Fujimara ef a/.1994), que aumentaria a rejei¢do iubular pos-proximai
de sédio.

O sistema ciclooxigenase € a mais importante via de metabolizagdo do
acido araquidnico no rim. As isoformas de ciclooxigenase 1 e 2 metabolizam o
acido araquiddnico gerando prostaglandinas vasodilatadoras (PGE;, PGlz e PGF3)
e vasoconstritoras (tromboxane A; e PGFyxc), que tém um papel importante na
regulacdo do tbnus vascular renal, da filtracdo glomerular e de mecanismos
reabsortivos tubulares {Navar ef al. 1996).

Chatziantoniou e Arendshorst (1992) demonstraram em ratos que a
administracao intra-renal de PGE; e PGl; causa vasodilatacéo renal e atenua o
efeito vasoconstritor de angiotensina Hi, noradrenalina e tromboxane A,, sugerindo
assim a importancia dessas prostaglandinas modulando o tdnus vascular renal na
presenca de substancias vasoconstritoras. Do mesmo modo, um relaxamento das
células mesangiais € 0 aumento do espage de filtragdo elicitada pela PGE;
atenuando a aggo local de angiotensina Il (Navar et al., 1996).

Evidéncias prévias demonstraram a participacdo de prostaglandinas sobre
a taxa de filtracdo glomerular contra-regulando a acdo do sistema renina-
angiotensina e da atividade adreneérgica. Turull ef a/. (2001), estudando ratos
hipovolémicos induzidos por furosemida (12 mg/dia por cinco dias} e tratados com
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inibidor seletivo de ciclooxigenase-2 (flusolide) e de ciclooxigenases
(indomecetina), mostraram uma redugéo da fluxo plasmético e da taxa de filtragao
glomerular renal, suportando a hiptese de que a inibicao da ciclooxigenase-2 e
consequente decréscimo da siniese de prostaglandina (PGF1ec) produziriam uma
vasoconstricdo de arteriolas aferentes renais, reduzindo o fluxc plasmético e a
filtrac@o glomerular renal.

Estudos prévios mostrando a elevagdo da produgéo de prostaglandinas renais
apds o tratamento com furosemida tém sido apresentados. Fujimaira e Ebihara
(1988) demonstraram que furosemida eleva concomitantemente a concentracao
plasmatica de All e a excregéo urindria de PGE; em humanos 60 minutos apds a
administrac@o intravenosa deste diurético. Fujimara et a/. (1994) mostraram que 0
efeito de furosemida sobre a producdo da PGE; é mediada pela ativagio de
receptores AT1. Kammerl et a/. (2001) verificaram que ratos tratados com
furosemida 12 mg/kg por cinco dias, apresentarh eleva§éo da atividade da renina
plasmatica, de RNAm de renina e de ciciooxigenase-2 renal, e da produgéo de
PGE,, PGF1x e tromboxane B, Essas observagbes mostram que em estado
hipovolémico a liberacdo de angiotensina il causa ativagio da fosfolipase CehA
mediada por receptores AT1 e libera acido araquidénico, que em tecido vascular
renal é convertido em prostaglandinas renais, com efeitos paracrinas que podem
atenuar, em' p'aﬂe,' a vasocohstrigéo aferente (Tu'ruil' et al., 2001) e a contragéo
mesangial induzidas por All (Navar ef al., 1996). Resumidamente, o aumento da
sintese de prostaglandinas vasodilatadoras renais, na presenca de substancias
vasoconstritoras, pode auxiliar a preservagdo da taxa de filtraggo glomerular
através de trés mecanismos: 1) diminuicdo da resisténcia vascular renal, 2)
relaxamento das células mesangiais, ¢ aumentando a area e o coeficiente de
ultrafiltrac@o (K), € 3) modulagéo da secregdo de renina.

Logo, nossos dados sugerem a importéancia da atividade nervosa renal no
controle da homeostasia sédica, durante a administragdo crénica de furosemida,
atuando na hemodinamica glomerular e influenciando a reabsorcao tubular pds-
proximal de sédio.
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Petersen e DiBona (1992) estudaram a resposta natriurética ao tratamenio
cronico de furosemida {(por cinco dias) em ratos normais submetidos a dieta
hipossodica e a denervacéo renal bilateral. Usando a técnica de clearance de litio
para avaliar a maniputacac proximal de sédic e amiloride para inibir a reabsorgéo
de sodio nos segmentos pos-proximais, esses pesquisadores demonsiraram que
0$ nervos renais n&c sio essencials para a resposta compensatoria tubular
reabsortiva de sodio, observada durante a adminstracdo crénica de furosemida.
Pelo fato de a manipulacdo renal de litioc manter-se inalterada, estes autores
demonstraram n&o haver reabsor¢ac de litio nos segmentos do néfron sensiveis a
amiloride.

A divergéncia entre nosso estudo e o de Peterson e DiBona (1992) pode
estar relacicnada ao lipo de protocolo experimental usado. As diferencas entre
estes protocolos relacionam-se: 1) ao tipo de dieta oferecida aos animais; 2) ao
tipo e a via de administrac&c da solucio utilizados para a produc@o de diurese
durante o clearance (dextrose a 5%), 3) a via de administragac do diuretico
durante o clearance de litio, 4) ao tipo de alojamento dos ratos em caixas
individuais, que difere das gaiolas coletivas (com capacidade maxima de cinco
ratos) utilizadas em nosso experimento; e 5) ao tempo de duragéo do clearance
maior (180 minutos) utilizado por aqueles pesquisadores.

Concluindo, nossos estudos sugerem a importancia da atividade nervosa renal
no controle da homeostasia sbdica, durante a administracdo cronica de
furosemida, atuando principalmente sobre a hemodinamica glomerular.



5. 2.2 Animais diabéticos

£5.2.2.1 Glicemia

Nosso resultado mostrou que o tratamento agudo e crénico com furosemida
causa elevacdo da glicemia na diabetes experimental & que a denervacdo renal
bilateral ndo modifica essa situagao.

A hiperglicemia induzida por furosemida tem sido observada em modeios
experimentais. Varios mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito
diabetogénice deste diurético: 1) liberacdo secundéria de catecolaminas adrenais,
promovendo a glicogendlise e hiperglicemia (Aynsley-Green e Albertei, 1973, e
Foy e Furman, 1973); 2) decréscimo da taxa de utilizaglo de glicose devido a
inibicdo da atividade das enzimas glicoliticas (hexoguinase, fosfofrutoquinase e
piruvatoquinase) pela furosemida em tecido musculo-esqueléticc e figado
(Dimitriadis et al., 1993); 3) diminuicdo do transporte de glicose na presenca de
niveis elevados de insulina decorrente da inativagéo do transportador de glicose
GLUT4 em musculo-esquelético, promovendo o desenvolvimento da resisténcia
tecidual periférica & insulina (Dimitriadis ef al., 1998); e 4) diminuigdo dos niveis
séricos de insulina durante a admihiétrégéo aguda de furosemida (Ray ef al.,
1993).

5.2.2.2 Pressao arteriai

Nossos estudos mostraram gue a denervagao renal bilateral causou uma
queda da press&@o arterial caudal nos 6° e 20° dias em animais diabéticos.
Yoshida ef al. (1995) relataram também um efeito hipotensor sistdlico em ratos
normais Wistar Kyoto, normotensos, submetidos & denervacéo renal bilateral, que

foi associade a diminuigdo do nivel plasmatico de epinefrina decorrente de
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provavel injuria da medula adrenal durante o procedimento cirdrgico. Em nosso
experimento, o nivel plasmatico de epinefrina ndo foi dosado, assim como néo se
observou uma natriurese de denervaco. Desse modo, 0s possiveis mecanismos

hipotensores da denervacio renal ndo ficaram claros em nossos estudos.

5.2.2.3 Funcdo renal

O principal achado durante esta fase do presente estudc mostra que a
denervacao renal bilateral causa uma menor resposta natriurética & administracdo
aguda de furosemida e que este efeito sobre a excrecdo de sddio é atenuado apds
o tratamento diurético crbnico. Esta atenuada acdo natriurética aguda foi
acompanhada por uma total auséncia de alteragdo na filtracdo glomerular, como
previamente haviamos demonstrado para animais-controle normais (sham).
Também comprovamos que esta menor resposta natriurética induzida
agudamente foi causada, em predominancia, por uma diminuigdo da reabsorgdo
de sédio nos segmentos pds-proximais do néfron. QOutra interessante observacdo
do presente estudo mostra que durante as trés semanas de acompanhamento
ocorre uma progressiva e significativa elevacdo da presséo arterial nos animais
diabeticos. Esta elevacéo pressorica foi totaimente abolida pela denervagéo renal
bilateral nestes animais.

Os resuitados funcionais renais obtidos apds sete dias de tratamento dos
animais diabéticos com furosemida nio apresentaram diferencas significativas
com aqgueles observados previamente a gqualquer tratamento, seja agudo ou
cronico, sugerindo que o efeito renal deste diurético foi completamente
compensado durante o estudo. Este resultado ndo necessariamente significa uma
perda de resposta ao furosemida uma vez que persistiu ¢ efeito hipotensor desta
droga durante todo o periodo avaliado.
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Come vimos, apés o tratamento crénico com diuréticos, a natriurese
induzida por este é geraimente de curta duraggo. Os resultados prévios do
presente trabalho evidenciaram que as deplecbes de volume induzidas pelos
diuréticos de alca promovem a ativacdo de mecanismos compensatorios que
estimulam a retencdo tubular renal de sodio nos segmentos proximais e pds-
proximais do néfron. Esta reabsorgéo compensatéria de soddio atenuou
significativamente a perda renal deste ion, no entanto, os mecanismos infrinsecos
deste fendmeno séc ainda pouco entendidos em animais normais e no homem €
praticamente desconhecidos em modelos experimentais de diabetes meliitus.

Muitos trabalhos tém mostrado a participacéo da atividade neural renal e do
sistema renina-angiotensina-aidosterona neste fendémeno compensatorio, embora,
a despeito do aumento dos niveis séricos de noradrenalina, angiotensina il e
aldosterona durante a administragdc de furosemida, ndo tem sido possivel
demonstrar a participagdo essencial destes sistemas através da utilizacéo de
bloqueadares adrenérgicos e de inibidores da enzima conversora de Al (Petersen
ef al. 1992, e Bak et al, 1993). Esta dificuidade de implicar receptores
adrenérgicos ¢ a ECA no processo compensatorio pode ser devida as inumeras
aces sistémicas ou extra-renais destes.

No presente estudo, 0s mecanismos compensatorios limitantes de uma
persistente resposta natriurética a agao do furosemida foram semethantes aqueles
observados por Petersen e DiBona (1992), Christensen et al. (1986), infundindo
por via intravenosa respectivamente 0.5 e 40 mg/kg/dia de diurético. Por outro
lado, a atenuacéo da resposta natriurética promovida pela denervagéo renal apos
a administragdo aguda de diurético nos animais diabéticos sugere que nestas
condices experimentais varios mecanismos compensatoérios ndo neurais, estejam
ja ativados no sentido de diminuir o balango negativo de soédio, possivelmente,
como consequéncia de uma vultosa deplegio hidrossalina durante o elevado fluxo
urindrio  osmético observado nestes animais diabéticos néc tratados.
Adicionalmente, a menor elevagio pressérica nestes animais também poderia
gtenuar uma provavel natriurese pressorica induzida por mecanismos

hemodindmicos intra-renais. Assim, o efeito nulo da DNx sobre o balango de sédio
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durante o tratamento crdnico com furosemida pode ser devido a uma ativacdo
compensatoria e redundante de mecanismos que se tornaram superativados na
auséncia de uma inervacdo renal intacta.

Loon et al. (1989) examinaram a resposta natriurética & administracdo
aguda de furosemida em pacientes, utilizando, durante um periodo prolongado,
esie diurético para o tratamento de hipertenséo arterial sistémica. Estes autores
encontraram uma atenuada resposta excretora de sodio a administragéo aguda de
furosemida, efeito este abolido pelo tratamento concomitante com hidroclortiazida.
Estes resultados sugeriram a estes investigadores que o fendmeno contra-
regulatorio a deplegdo volémica demonstrava uma grande contribuicdo de
segmentos distais do néfron com canais de sodio sensiveis a tiazidicos. Em
suporte a nossos resultados, Stanton e Kaissling (1988) demonstraram uma
efetiva participacdo dos segmentos distais do néfron na reabsorcdo de sédio
duranie a administracdo cronica de furosemida. Adicionalmente, DiBona et al.
(1998) caracterizaram em modelos experimentais com excessiva retencdo
volémica, tais como insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica e sindrome
nefrotica (DiBona ef al, 1996), um aumento da atividade simpatica neural do rim
mesmo apos a expanséo volémica com a infusdo de salina isoténica. A atividade
neural em animais diabéticos ndo & conhecida.

Como outros drgdos o rim & amplamente inervado. Estudos
eletrofisiologicos em rins de mamiferos tem identificado uma inervacdo simpética
bem definida e duas classes de receptores neurossensoriais, os quimio (CR) e os
mecanorreceptores (MR). Os CR renais respondem & isquemia renal e a
alteragOes da composic&o eletrolitica da urina (Barber e Moss, 1990; e Recordati
et al, 1980). Por outro lado, os MR s&o estimulados pela press&@o de perfusao
arterial, venosa e ureteropélvica (Genovenesi,ef a/. 1993).

Seres humanos e animais diabéticos desenvolvem anormalidades
estruturais e funcionais em diversos orgdos e sistemas. A alteracdo da
homeostase hidrossalina é evidenciada pelas variagdes osmdticas, elevacdo do
volume extracelular sanglineo, filtracdo glomeruiar e pela excrecdo renal de
proteinas. Neuropeptideos e outras taquicininas tém sido implicadas na
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transmissdo neurosensorial renal. Alteracbes estruturais renais incluem um
aumento da massa renal que envolve o glomérulo, tibulo e vasos sanglineos,
deposicdo de colédgeno e massiva fibrose tubulointersticial (Ziyadeh e Goldfarb,
1991). Assim, as caracteristicas morfolégicas e funcionais das terminagdes
nervosas renais podem ser afetadas como resultado das alteracbes
homeostaticas, estruturais e neurcpdticas associadas ac diabetes mellitus.
Suportando a implicagio da atividade neural sobre & funcao renal no diabetes,
Matsuoka (1993) demonstrou que a inervagéo renal promove alguma protecéo
contra a progresséo da nefropatia diabética. A perda deste efeito protetor pode ser
urn dos mecanismos pelo qual a disfung&o autondmica diabética pode agravar a
progressao da doenga renal. Por outro lado, observamos no presente estudo que
a denervacdc renal efetivamente promove uma significativa atenuacdo da
elevagéo pressérica em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina.

Tem sido observado que diﬁrétibbé. dé 'ai'g'a estimulam a secregéo de renina
de diferentes maneiras: inibindo o transporte de cloro através da macula densa,
estimulando a sintese intra-renal de prostagiandinas e aumentando a atividade
simpatica renal {Lorenz ef al., 1991, Schricker et al., 1995, e Stella e Zanchetti et
al, 1977, Osborn ef al. 1981). Thames e DiBona (1979) demonstraram que a
estimulacdo neural renal com estimulos de baixa freqiéncia nao afeta a secregao
renal de renina, no entanto, potencializa a secrecao deste peptideo induzida pela
administragdo aguda de furosemida. Por sua vez, Petersen € DiBona (1992}
observaram que a administracéo cronica de furosemida em ratos denervados n&o
promoveu modificagbes significativas na ja elevada atividade de renina plasmatica
nestes animais, quando comparados a animais inervados. Estes achados sugerem
que mecanismos n&o-neurais estejam predominando na manutengdo dos
elevados niveis de atividade do SRA durante a administragdo prolongada de
diuréticos de alga.

Em conclusdo, nds demonstramos que a denervacao renal bilateral atenua
a elevacdo da pressdo arterial observada em animais diabéticos, assim como a
queda na filtrac&o glomerutar e a excre¢ao urinaria de sodio apés a administragac
aguda de furosemida. Estes resultados nao se mantiveram apds sete dias de
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tratamento crénico dos animais com diurético de alga, sugerindo gue a atividade
neural do rim n3o seja um mecanismo essencial para a manutencdo da
homeostase hidrossalina durante a deplegdo volémica atraves de um aumento
induzido da reabsorcdo tubular renal de sddic. A atenuacdo da resposta
natriurética em ratos denervados implica na existéncia de mecanismos
compensatorios ndo-neurais redundantes gque poderiam estar envolvendo
alteragbes hemodinamicas intra-renais e vias humorais entre as quais o sistema
renina-angiotensina-aldosterona. No entanio, reciprocamente ao efeito tdnico
retentor de sodio, o presente trabalho demonstra que a hipertens@o arterial

desenvolvida durante o diabetes é significativamente atenuada pela denervagao
renal.
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6. CONCLUSAO
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1.

O presente estudo avaliou a importancia de receptores AT1 da
angiotensina e da atividade neural renal para © restabelecimenio da
homeostase hidrossalina em animais normais e diabéticos induzidos pelo
fratamento com estreptozotocina. O desequilibric hemodinadmico foi
promovide pela administracdo aguda ou cronica de furosemida em dose
suficiente para promover uma deplec@o volémica e queda na pressido
arterial sistémica.

Os resuitados mais pertinentes obtidos demonstram gue em animais
normais e em ratos diabéticos o bloqueic dos receptores AT1 promoveu
uma gueda significativa da presséo arterial sistémica, avaliada pela presséo
caudal, acompanhada por uma também significativa diminuicdc da
excrecdo urinaria de sbdio, principaimente por um aumento da reabsorgéo
pos-proximal deste ion. Estes resultados sugerem a existéncia de
mecanismos renais compensatorios que minimizam a queda pressorica,
ativados independentemente do bloqueio de receptores para angiotensina.
A maior reabsorcdo pds-proximal de sodio possivelmente ocorra no
segmento espesso da alca de Henle, uma vez que nao ocorreu um
aumento concomitante da secrecac ou excregdo urinaria de potassio nos
animais estudados.

A administracdo oral aguda de furosemida em animais-controle e animais
diabéticos, promoveu um significativo aumento do fiuxo urinario e da
excrecao renal de sodio. Este aumento na natriurese foi associado a uma
concomitante rejeicdo dos segmentos proximais e poés-proximais a
reabsorg&o deste ion, a despeito de uma inalterada filtrag&o glomerular. No
entanto, a resposta diurética foi atenuada nos animais-controle e nos
diabéticos peio biogueio AT1.

O tratamento cronico com furosemida tanto nos animais-controle quanto
nos diabéticos causou, apds 7 dias, uma reducdo significativa da excrecéo
urinaria de sédio, fundamentalmente por um aumento da reabsorcao tubular
deste ion nos segmentos proximais e distais do néfron. Esta atenuacédo da

resposta natriurética apds o tratamento crénico com furosemida ndo foi
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modificada pelo fratamento concomitante destes animais com biogueadores
AT1.

6. Por outro lado, a denervacio renal bilateral causou uma significativa queda
da presséo arterial em animais-controle, enquanto a significativa elevagao
pressoérica verificada nos animais diabéticos foi totaimente abolida por este
procedimento.

7. A denervacdo renal nos animais diabéticos também teve como
conseqiéncia uma menor resposta natriurética a administragéo aguda de
furosemida, essencialmente por uma reducdo da fracdo de excre¢do pds-
proximal de sédio nestes animais. A denervacéo nestes animais também
preveniu a queda da filtraggo glomerular evidenciada apds a administracac
aguda de furcsemida.

8. Metabolicamente, a adminisiragdo de losartan atenua a elevagdo da
glicemia induzida adicionalmente pelo furosemida.

Em conclusdo, este trabalho mostra que os animais diabéticos apresentam
uma elevacdo progressiva da pressdo arterial sistémica significativamente
atenuada pelo tratamento com bloqueadores AT1 ou pela denervagao renal
bilateral. Apresenta também uma significativa resposta diurética e natriurética nos
animais-controle e diabéticos apds a administragdo aguda por via oral de
furosemida por uma rejeicdo ao fluxo transtubular de sodio e agua em varios
segmentos do néfron. Este efeito é significativamente atenuado por mecanismos
contra-reguladores apos o tratamento por sete dias de com diurético de alca.
Estes mecanismos, no entanto, parecem ser pelo menos em parte independentes
da acéo tubular da angiotensina ou da atividade neural sobre a fungéo do néfron.
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