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RESUMO

O diabetes mellitus é uma doenga metabélica, caracterizada por uma acio
insuficiente da insulina, seja pela auséneia deste horménio ou pela resisténcla 2 sua
atividade. De acordo com estas caracteristicas o diabetes mellitus pode ser classificado
como Diabetes Mellitus Insulino Dependente ou diabetes tipo 1 e, Diabetes Mellitus Nio
Insulino Dependente ou tipo 2. Imtimeras alteracSes funcionais e histologicas sdo
observadas em diversos drglios como consegiiéncia evolutiva desta doenca. Alteracles
glomerulares e vasculares renais 530 exaustivamente descritas, entretanto pouco se conhece
a respeito da func8o tubular no diabetes mellitus clfnico ou experimental,

O objetivo do presente trabalho foi definir e caracterizar alguns parfmetros
funcionais do néfron & modificages da pressfio arterial relacionados ao desenvolvimento
da nefropatia diabética e sua possivel relaciic com a atividade do sistema nitroxidérgico. O
estudo funcional remal foi estimado através do clearance de creatining endogena e do
clearance de litio, para avaliacdo da filtragio glomerular e do manuseio tubular de s6dio,
respectivamente. Todos os procedimentos foram realizados em ratos Wistar-Hannover,
acordados, nfo-restritos em gaiolas metabdlicas individuais.

Os principais resultados observados mostram que 0 desenvolvimento do diabetes
mellitus experimental, induzido por estreptozocina, promoveu um significativo acréscimo
na excrecdo renal de sodio, estudada seja sob 2 forma de carga excretada ou relacionada 2
filtragfio glomerular como fragdo de excrecio. A elevagio na excrecdo urindria de sdédio
ocorreu j& na primeira semana apos a indugdo do diabetes-experimental. A natriurese foi

acompanhada por uma significativa elevacio da calinrese. O sitio de rejeiclio de sodio




identificado pelo estudo através do clearance de litio ficou restrito aos segmentos mais

distais do néfron (FEPPNa, fraclo de excregio pés-proximal), no havendo aparentemente
participagiio dos segmentos proximais. As modificactes observadas no manuseio tubular de
sodio, ocorreu independentemente de modificacBes significativas da filtragio glomerular e
da pressfio arterial N&o conseguimos também demonstrar uma participaco efetivado
sistema nitroxidérgico, através de seu bloqueic com L-NAME, sobre os fatores que
precocemente, modificam a reabsorgio de sédic neste modelo experimental.

Assim, concluimos que modificagBes tubulares precoces relacionadas ac transporte
tubular de s6dio, podem ocorrer em animais diabéticos, tratados com gstreptozocing,
independentemente de modificagdes significativas na pressio arterial, na filiracgo

glomerular ou na atividade da NO sintetase,




The role of the kidney in the control of hydrosaline homeostasis in patients or experimental
models with diabetes mellitus has been striking demonstrated by several studies. Recently,
growing evidence suggesting that precocious tubular dysfunction may precede glomerular
modifications and influence directly the renal function and cardiovascular homeostase.
However, no data are available that examine in details the sodium and potassium tubule
handling changes at time-dependent fashion in models of streptozotocin-induced diabetes
mellitus (DM). Also, we hypothesized that a possible nitroxidergic contribution may
modulate the renal function and consequently changing the urinarv sodium excretion. To
test this hypothesis, we investigated the effects of streptozotocin-induced diabetes mellitus
on tubule sodium handling of umanesthetized, unrestrained rats and their controls, by
lithium clearance. Also, to examine the influence of nitroxidergic system inhibition on renal
function rats were assigned randomly to one of four groups: (1) conmtrol rats, (2)
streptozotocin-induced (STZ) DM rats, (3) L-NAME treated rats and (4) STZ-induced DM,
L-NAME treated rats. In the current studies, we demonstrated that diabetic rats treated with
streptozotocin showed a substantial and time-related increase in the urinary output of
sodium (Control FENa" , first week: 0.127+0.009 %; forth week: 0.132 £0.02 % and STZ-
induced DM FENa™ , first week: 0.244 +0.05 %: forth week:0.529+0.009 %) and
potassium (Control FEK |, first week: 0.085 +0.01 %; forth week: 0.118+0.03 % and STZ-
induced DM FEK” | first week: 0.118+0.01 %; forth week:0.27620.02 %), and did not

confirm the hypothesis that the renal lon excretion in 8TZ-induced DM, L-NAME treated
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rats is, at least in part, related to changes in NOS activity (L-NAME FENa™ , first week:
0.459 £0.07 %; forth week: 1.190 £0.25 % and §TZ-induced DM L-NAME- treated
FENa' , first week: 0.732+0.20 %: forth week: 1.797+0.22 %). In addition, we showed that
renal sodium handling changes occurred by increasing post-proximal tubule sodium
rejection (FEPPN2") despite an unchanged glomerular filtration rate {Ccy) in the proportion
of the sodium load filtered and arterial blood pressure. Thus, the observed increase in renal
sodium and potassium excretion may be due to the inability of renal tubules to handle the
electrolytes, with a promoted disruption in glomerotubular balance. Together, these
findings may suggest that a possible precocious misleading of post-proximal tubular
segment of nephron without any change of glomerular filtration rate or hemodynamic
dysfunction in STZ-induced rats. Further studies are required to investigate and understand

this tubular invelvement in dysfunctional diabetes-tubular kidney interaction.
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1- INTRODUCAQO

Diabetes Mellitus € uma doenca metabdlica, caracterizada por agio insuficiente
da insulina, seja pela auséncia desse horménio ou pela resisténcia periférica a sua atividade.
De acordo com essas caracteristicas o diabetes mellitus pode ser classificada como Diabetes
Mellitus Insulino Dependente ou diabetes tipo | e Diabetes Mellitus N&o Dependente de

Insulina outipo 2.

Diabetes tipo 1 é considerada uma doenca autoimune, onde anticorpos e
principalmente linfocitos T provocam lesSes nas ilhotas de Langerhans, seguidos por uma
atrofia das células [, ap6s um estagio de inflamacfio reversivel { BACH 1994). Diabetes
tipo 2 ¢ caracterizado basicamente por resisténcia tissular insulinica, associado ou nfo a
uma deficiéncia na secrecfo de insulina, 2 relativa superproduciio de glicose no figado ou

a uma reducdo na captagio periférica de glicose ( BECK-NIELSEN 1995).

De modo geral os sintomas cléssicos do diabetes sio hiperglicemia, politiria,
polidipsia, hipovolemia e anormalidades metabdlicas. Complicacdes a longo prazo sio
detectadas como neuropatia, retinopatia, mefropatia, resisténcia diminuida a agentes

infecciosos, alteragdes funcionais de certas proteinas como resultado de glicosilacBes.
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O estado de hiperglicemia por si contribui para a progressio de micro e
macroangiopatias (HARRIS 1987), 40% dos pacientes apresentarm micro e
macroaloumindria, 15% apresentam retinopatia, e 50% sdo hipertensos (HANSEN 19953,
A fregiiéncia, gravidade e a velocidade das complicagBes diabéticas sfo diretamente

proporcionais 2o grau de hiperglicemia (DAHL-JORGENSEN et al., 1986).

1.1 - NEFROPATIA DIABETICA

ALTERACOES FUNCIONAIS E MORFOLOGICAS

Muitos estudos tem demonstrado 2 contribuice do desenvolvimento hipertensivo
sistémico ¢ glomerular para a evoluglo clinica da nefropatia em pacientes de diabetes
melitus insulino-dependente (MONGENSEN et al,, 1985), acompanhado de um aumento

na excre¢do urindria de proteinas ¢ a uma queda da funcfo renal.

A nefropatia diabética € uma das mais importantes complicacbes do diabetes
mellitus, Dados estatisticos mostram que cerca de 40% dos pacientes com diabetes mellitus
tipo 1 e 10 - 30% dos pacientes com diabetes do tipo 2 acabam desenvolvendo lesdes
renais irreversiveis apés um periodo médio de 15 anos (BREYER J.A, 1992). A nefropatia
diabética tem uma evolugdio bastante lenta, manifestando-se ap0s varios anos de duracdo do
diabetes. Inicialmente (fase I ) nfio se observam alteraces morfologicas significativas no
tecido renal desses pacientes (MONGENSEN et al,,1975). No entanto, os rins aumentam

rapidamente de tamanho, enguanto ocorre um aumento do fluxo plasmético renal (FPR) ¢

da taxa de filtracfo glomerular (RFG). As alteracbes hemodinamicas observadas nesta fase
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podem ser reproduzidas em animais de laboratdrio. Nestes, tal como em humanos, pode ser
verificado um aumento acentuado do tamanho renal e da taxa de filtragio gloemrular
(RFG) (HOSTETTER et al,1981). Ocorre também um aumento no fluxo plasmaético
glomerular e da presséio hidrdulica glomerular (Pgc). Obviamente, ndo existern dados sobre
a Pcg no diabetes humano, sendo no emtanto possivel que ela esteja igualmente slevada
nestes pacientes. Tampouco no diabetes experimental observam-se leses glomerulares
dignas de nota nessa fase inicial. Apés um periodo de 10 a 15 anos, os pacientes diabéticos
susceptivels apresentam lesBes glomerulares avangadas e caminham de forma irreversivel
para a insuficiéncia renal cronica. Em ratos diabéticos, cujo tempo de vida nfio ultrapassa os
3 anos, essas lesfes avancadas nfo podem ser vistas. No entanto, lesBes focais e
segmentares nitidas s8o observadas nesses animais a partir de 1 ano de diabetes.

As causas da nefropatia diabética nfo estio estabelecidas. Diversos mecanismos
sd0 propostos, como alteragbes hemodindmicas glomerulares, aumento do volume
glomerular, sobrecarga mesangial e aciimulo de lipides, entre outros. Viarios estudos
sugerem que certas alteragdes da microcirculagfio repal exercem um papel chave na génese
da glomerulose do diabetes (ZATZ, 1985 —1986; ANDERSON 1989; FUITHARA et al,,
1992). Dentre essas alteragBes hemodinAmicas a hipertensio glomerular parece
desempenhar ¢ papel mais importante, Estudos de Zatz ¢ colaboradores com ratos
diabéticos mostram que manobras experimentais que limitam tais alteracBes
hemodindmicas previnem o aparecimento de lesdes renais (ZATZ, 1985 €1986). Em um
destes estudos (ZATZ, 1985) a administracfio de uma dieta hipoproteica promoveu uma
normalizacdo da Pgc, além de prevenir as lesdes glomerulares subsequentes. Em outra série
de experimentos (ZATZ, 1986), os mesmos autores mostram que 2 administragdo cronica

de um inibidor da enzima conversora da angiotensina I, o enalapril, levou 2 resultados
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semelhantes, ou seja, normalizon a Pgc e a preveniu das lesdes glomerulares. Fujihara e
colaboradores (FUITHARA et al., 1992) estudaram ratos diabéticos que foram divididos em
trés grupos: ¢ primeiro nfo recebeu tratamento, o segundo recebeu o antipertensivo
hidralazina e o terceiro foi tratado com enalapril. Nos ratos que nfio receberam tratamento
antihipertensivo a Pgc estava bastante elevada. Apdés um ano de diabetes esses ratos
desenvolveram lesGes glomerulares em proporgio aprecidvel. Os ratos tratados com
hidralazina tiveram um comportamento semelhante, apesar de uma redugic na pressio
arterial sistérica (mas ndo na Pgc). Em contraste, o grupo que recebeu enalapril mostron
uma normalizacio da Pge ¢ ausénela de esclerose glomerular ao fim de 12 meses de

diabetes.

Considerando-se as imimeras evidéncias experimentais apontando para o
importante papel da hemodindmica glomerular na génese da nefropatia diabética, muitos
estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de se entender os mecanismos responsaveis
pela vasodilatac@io renal associado ao diabetes mellitus. H4 evidéncias que uma série de
agentes vasorrelaxantes pode promover vasodilataghio renal e aumento do RFG nos
pacientes diabéticos, incluindo ¢ hormdnio de crescimento (CHRISTIANSEN et al.,1981),
o glucagon (PARVING et al, 1977) , a prépria glicose (APPIANI et al, 1990) ou =
produggo de cininas e prostaglandinas (HARVEY et al,,1992). Além disso, a expansio de
volume extracelular verificada em diabéticos (BROCHER-MORTENSEN et al.,1973) pode
estar associada a uma hiperfunsfo renal, em parte talvez em decorréneia do aumento dos
niveis circulantes do fator natriurético atrial (ORTOLA et al,1987). Mas recentemente,
surgiu a possibilidade de que a hiperfiltracio do diabetes seja conseqiiéneia da atividade de

um fator relaxante endotelial, éxido nitrico (NO),
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Sabe~se que o endotélic vascular produz uma série de compostos vasoativos,
incliindo o Fator Relaxante Dependente do Endotélio (EDRF), cuja existéneia foi
demonstrada por Furchgott ¢ Zawadski em 1980 (FURCHGOTT et al,1980) e que
demonstrou-se depois, ter caracteristicas quimicas ¢ biolégicas idénticas as do dxido nitrico
{NG). Considerade atualmente como uma das mais potentes substincias vasodilatodoras
endbgenas, o Oxido nitrico € sintetizado pelo endotélio vascular utilizando a L-arginins
como precursora, sendo sintetizado também pelas células endoteliais glomerulares,
exercendo assim influéneia na hemodindmica renal (BAYLIS ET AL.,1992; ZATZ et
al.,1991). Evidéncias obtidas nos Gltimos anos utilizando inibicdo aguda da sintese de NG
indicam que este composto relaxa a microcirculac8o e participa intensamente da regulacio
mormento @ momento da pressfo arterial Este efeito € particularmente evidente na
microcirculaggio renal, j4 que estudos recentes mostraram gue a inibic3o aguda ou crbnica
do NO promove severa vasoconstricic remal (BAYLIS ET AL, 1992; ZATZ et

al.,1991;RIBEIRO et al., 1992).

As alteragBes tubulares renais no diabetes mellitus sdo pouco conhecidas. A
excrecdo urindria de protefnas de baixo peso molecular e proteinfiria tubular tem sido
considerada como wm indicativoe da capacidade de reabsorgio das células do tibulo
proximal (VIAU et al, 1986b). Estudos morfoldgicos demonstram que a queda na
capacidade de reabsorgfio de albumina esté relacionada com a altura da borda em escova no
tabulo proximal . Uma vez que a albuming € reabsorvida no tibulo proximal por processos
endociticos, a diminuigic da borda em escova pode representar uma diminuicBic na

capacidade de reabsorclc desta proteina (TUCKER et al, 1993). Em ratos diabéticos
5




estreptozocina-induzidos foi observado uma vacuolizaglic, a presenca de corpos mieldides,
e a dilatagio e a formagdio de vesiculas no reticulo endoplasmético em células do tibulo

proximal (WEIL et al ., 1976).

Kaneda et al, (1992) demonstraram um crescimento mitocdndrial em ratos
diabéticos-induzidos por estreptozocina. Esta anormalidade pode ser 2 causa da reducio
no transporte ative em células do tibulo proximal. Além disso, foi evidenciado que em
estagios iniciais do diabetes hé uma redugfio na atividade Na* K*-ATPase na borda baso-
lateral de células tubulares (LABORDE et al, 1988). Estas alteragBes podem estar

envolvidas com proteintiria e albuminiiria previamente referidos.

Por outro lado, observagSes tem demonstrado a participagiio do sorbitol, de fosfo-
inositideos, do antiporte sédio/hidrogénio e da bomba Na'K'-ATPase na patogénese de
complicagBes diabéticas O desenvolvimento hipertensivo, por exemplo, em alguns modelos
experimentais estd associado a um aumento do volume extracelular ¢ ao aparecimento de

um inibidor circulante da bomba Na'K ™~ ATPase (GREENE et al.,, 1987).

Acredita-se que através da inibiciio da Na'K'-ATPase a contratibilidade dos vasos
sangiiineos e do coragdo aumente, elevando a pressio arterial (HUOT et al., 1983). A
atividade do antiporte Na'/H' apresenta-se elevada em leuctcitos e fibroblastos de

pacientes diabéticos insulino-dependentes (NGLL et al.,1990 e KINSELLA et al., 1980).

O pH intracelular, o volume e crescimento celular sio regulados pelo trocador

Na'/H'. Adiclonalmente a estas funges, este trocador tem um papel fundamental na
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reabsorgdo tubular de Na™ e na extrusio apical de H' através da membrana luminal do
tibulo proximal (KINSELLA et al., 1980). Sabe-se que 2 atividade do antiporte Na+/H+
sofre influéncia da formaglo intracelular de 1,2-diacilglicerol e da protefna quinase C
(BAU?‘EC et al, 1990). A Ativaciio da proteina quinase C através da sintese do 1,2-
diaeiiglicerol, em condigbes de hiperglicemia pode estimular a produgio da matrix

extracelular (KREISBERG ¢t al,, 1993).

Pollock et al., (1991) demonstraram que o transporte de sédio e o balanco tibilo-
glomerular encontram-se alterados em ratos diabéticos estreptozocina induzidos. Segundo
ele o ransporte de sddio em ratos diabéticos estava aumentado em comparagio com
controles ¢, a taxa de filtracfo glomerular em estudos utilizando preparagio do néfron
isolado medidos nas porcdes distais do tiibulo proximal e porgdes iniciais do thbulo distal

tarbém apresentam um significativo aumento nos ratos diabéticos.

Estudos realizados durante a infusio de manito]l demonstraram que a diurese
osmotica isoladamente nio pode explicar as mudangas do balango tubulo-glomerular e do
transporte de sédio observados em diabéticos. Tais evidéncias sugerem que a hiperfiltraciio
ocorrida nos estigios iniciais do diabetes, podem estar associadas com o aumento da
reabsorcdo de sodio independente do cotransporte de Na'- glucose e da diurese

osmoética.(POLLOCK et al., 1991)

De modo geral a nefropatia diabética € caracterizada por varias alteracSes
morfologicas, como espessamento da membrana basal glomerular e expansio do mesangio,

devido ao acimulo de proteinas nas células mesangiais. Hiperglicemia estimula a sintese de
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fibronectina, laminina e coldgeno do tipo IV em culturas de células mesangiais {AYO et

al., 1990 e 1991).

1.2 - PARTICIPACAQ DO OXIDO NITRICO

Recentemente demonstrou-se que o Oxido Nitrico (NO} esta envelvido com a
nefropatia do diabetes devido as alterages ocorridas nos mecanismos bioguimicos

provocadas pelo estado de hiperglicemia (PFEISCHIFTER et al., 1995).

A elevada excregBo urindria de nitratos e nitritos nos ratos diabéticos sugere que a
produgio de NO esta bastante elevada nesses animais. Os resultados desse estudo sugerem
que a atividade do NO estd aumentada e que este composto pede estar mediando, ao menos
em parte, a hiperfiliragdo glomerular associada ao diabetes mellitus. A produgfio excessiva
de NO em ratos diabéticos € aparentemente paradoxal, tendo em vista o fato de que esses
animais apresentam hipertensgo glomerular (HOSTETTER et al,, 1981), conforme descrito
previamente. Isto pode estar sugerindo que o efeito vasorrelaxante do 6xido nftrico é mais
pronunciado na arteriola aferente do que na eferente. Outra possibilidade € a que ocorra um
efeito simultdnec de wm vaso constritor na arteriola eferente como por exemplo, a
angiotensina II (ANDERSON et al,1993). Em concordéncia, observages experimentais
mostram que em ratos diabéticos a resisténcia da arteriola aferente ¢ sempre menor que na
eferente (FUJIHARA, 1992; ZATZ, 1985; ZATZ, 1986).Consistentemente, os estudos
morfologicos de Kimura e colaboradores (KIMURA et al,1993) mostraram que em ratos
diabéticos ha uma vaso dilatagio das artericlas aferentes enquanto o didmetro das eferentes

permanecem praticamente inalterados. Isto favorece um aumento do FPR e uma




transmissio da pressdo arterial sistémica aos capilares glomerulares, o que poderia ajudar a

explicar a elevada Pgc nesses animais,

Se o excesso de producdo de Oxido nitrico leva 3 vasodilatagio e talvez a
hiperfiltrac8o, a inibi¢Ao crémica do NO tem efeitos funestos sobre a pressfio arterial e a
estrutura renal (RIBEIRO et al,,1992). ObservagSes experimentais recentes indicam que a
inibicdo crdnica do Oxido nitrico agrava as lesdes renais em modelos experimentais
associados & esclerose glomerular. Estudos desenvolvidos por Fujihara e colaboradores
(FUJIHARA et al, 1995) mostraram que pa ablagio renal um meodelo classico de
glomeruloesclerose, a inibicio crOnica do éxido nftrico pelo L-NAME agrava
acentuadamente as lesGes estruturais renais. A ablagfo renal estd associada a uma
hipertrofia e hiperfiltracdo glomerulares além de hipertensio glomerular acemtuada,
aparentemente relacionada ao desenvolvimento subsequente de lesBes de esclerose
glomemia; (ANDERSON et al,1985). O tratamento crbnico com L-NAME provocou
drastico aumento da pressio hidrdulica glomerular e agravou a glomeruloescierose,
enquamnto ¢ tratamento concomitante com Losartan (inibidor da All) promoveu uma
diminuic8o da Pgc e dos niveis de glomeruloesclerose. Outro estudo desenvolvido pelos
mesmos zutores mostrou que o fratamento crfnice com L-NAME associado 2 uma
sobrecarga salina promove um agravamento acentuado das lesBes glomerulares

(FUITHARA et al., 1994),

O 6xido nitrico € uma molécula mensageira formada a partir de L-arginina através
da a¢do enzimatica de varias dxido nitrico sintetases (NOS) (BAYLIS et al, 1996). No rim

foi encontrado wés isoformas diferentes: NOSb, isoforma encontrada no cérebro; NOSe,
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isoformas endoteliais vasculares @ NOSI, encontrada em macréfagos frente a estimulos

imunolégicos (KARLSEN et al,, 1995),

Estudos recentes tem demonstrado que em mamiferos a atividade do NOS
apresenta varias fungSes fisiologicas. A NOSe estd relacionada com o relaxamento dos
vasos sangiiinecs, ajudando a manter 2 presséo arterial, NOSh participa do estabelecimento
da plasticidade neural a longo prazo, necessaria para a formagdo de memoéria. Além disso
NOSi € responsavel por parte da atividade citotdxica nio especifica de macrdfagos que

auxilia na defesa contra bactérias e células tumorais { PFEILSCHIFTER et al., 1995).

Estudos recentes mostram a participagio do 6xido nitrico na hemodindmica renal
através de modelos de inibicdo desta molécula mensageira, alguns dos inibidores mais
usados sdo N monometil L-arginina (L-NMA) e nitro L-arginina metilester (L-NAME).
Varios trabalhos tem demonstrado que a inibicdio de NO causa aumento da resisténcia da
arteriola aferente e eferente (ZATZ et al,, 1991), queda do fluxo palsmatico glomerular,
aumento da pressic sangliinea glomerular (Pcg) levando a um aumento da pressio
sangiiinea, além dessas alteracdes o coeficiente de ultrafiltragiio glomeruiar esté reduzido
(DENG & BAYLIS, 1993; ZATZ et al 1991), provavelmente devido a contragic das

células mesangiais (RAIJ & BAYLIS1995),

QOutras observagBes mostram que o 6xido nftrico modula a excrecdo renal de sédio,
bem como regula os mecanismos hemodinimicos. (ROMERO et al,, 1992). ReducBes na
funcfio excretéria de sodio fremte a inibidores do éxido nitrico (L-NAME) tem sido

investigada. A inibicdo do éxido nitrico pode aumentar a reabsorcio tubular de sédio,
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devido a um efeito direto no transporte ou pela reducfio do fluxo sangiiineo medular, ou
ainda por redugfo na pressio hidrostdtica intersticial. Evidéncias mostram que o éxido
nitrico pode provocar uma gqueda no fluxo sangiifneo papilar, quando sfo realizadas

infuses de L-NAME diretamente no intersticio medular renal { MATTSON et al, 19923

Tais dados indicam que o dxido nitrico pode ter um papel na circulaglic medular
renal (MATTSON et al,, 1992). De acordo com Ohishi et al, {1992) o Oxido nitrico exerce
infludncia no segmento preglomerular ¢ posglomerular, Aleraches na presséo arterial renal
pode provocar mudangas na sintese e liberacfo de 6xido nitrico por células endoteliais, De
acordo com Majid et al,, (1993 este pode ser o mecanismo responsével pela modulagio das
curvas de pressfio-diurese e pressio-natriurese. Tem sido observado ultimamente que
secrecBo de catecolaminas podem liberar e modular a acfio do éxido nftrico em resposta a

infusdo de doadores de oxido nitrico

Estudos adicionais mostram que éxido nitrico encontra—se muito aumentado em
modelos de diabetes induzidos por estreptozocina, contribuindo para hiperfiliragio no
diabetes (BANK et al,, 1993). Estudo in vitro demonstram que esse excesso de 6xido
nitrico provocaria relaxamento da arteriola aferente, mas ndo teria efeito sobre 2 arteriola
eferente (RAIJ & BAYLIS 1995). Esse fato talvez possa explicar a hipertensdo do capilar

glomerular em individuos diabéticos mesmo com superproducio de éxido nitrico.

O sisterna renina- angiotensina pode estar relacionade com o desenvolvimento de
hipertensdo em modelos de inibigdo aguda de éxido nitrico. Quando ocorre efetiva mibigdo

do sisterna renina angiotensina pela administragio de antagonistas de angiotensina 11 a
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hipertens@io arterial encontra-se atenuada e muitas alteracBes morfolégicas ¢ funcionais
decorrentes do tratamento com L-NAME so prevenidas (RIBEIRO et al., 1992). Estudos
realizados com enalapril, inibidor da enzima conversora de angiotensing I, demonstram
que a vasoconstricBo potente gerada pela angiotensina II foi bloqueada, além disso o
enalapril evita a degradagfo da bradicinina. A bradicinina por sua vez promove a Hberacgo

de Gxido nitrico pelas células endoteliais (ERLICH et al,, 1996).

1.3 - CLEARANCE DE LITIO

O clearance de litio tem sido largamente usado em musitas pesquisas cientificas,
por ser considerado um método com 2 finalidade de avaliar a manipulacic da carga

filtrada de sodic e dgua ao longo do tibulo proximal, (THONSEM et al, 1965).

Transporte de Litio no Tibulo Proximal,

Greger (1990) assumiu que o litio é livremente filtrado pelos glomerulos ¢
reabsorvido ao longo dos tibulos proximais paralelamente ao sédio. A reabsorgio pode se
dar de duas maneiras, podendo ser reabsorvide através da membrana celular (via
transcelular) ou entre as células tubulares (via paracelular); o mecanismo bisico de
reabsorgdo pode ser muito semelhante ao do sédio. O litio pode ser transportade pelo
antiporte Na+/H+, acreditando-se que o litio possa ser trocado por prétons e inibir a ligacio
€ a interagfio do sodio neste sitio de ligagfio ( KINSELLA & ARONSON , 1981} O
transporte de litio através da Na* /K- ATPase parece pouco provével uma vez que este
transportador tem pouca afinidade com este jon (DUNHAM et al, 1977). Acredita-se que
a maior parte da reabsorgio do litio do néfron proximal se dé através da via paracelular,

uma vez que estes sitios sio muito permedveis a difusfio de fons de baixo pese molecular (
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FROMTER, 1977). Um aumento na concentragio transtuminal de CL” pode criar um
gradiente elétricc favoravel a eletrodifusfo paracelular de litio e sodio; além disso a maior
parte do litio pode ser reabsorvida por arrastamento por solventes { GREGER, 1990),
Embora as vias de reabsorgiio de litio ¢ sddio sejam muitc parecidas nfo se pode sugerir
que um aumento na reabsorc8o tubular de s6dio reflita uma maior reabsorgio de ltio, no
entanto, pode se dizer que o litio € wm bom tragador para o sédio nos tibulos proximais
(GREGER, 1990). Estudos realizados em diversas situacSes experimentais tem sido
empregados para validar o litio como marcador do transporte hidrosalino mos tubulos
convolutos proximais. Sugere-se que a excrecfo fracional de 4dgua e litio sejam

proporcionais nos tubulos convolutos proximais (THOMSEN & SHIRLEY, 1997).

Transporte de Litio na Alca Ascendente de Henle

O transporte do litio pela via transcelular no ramo ascendente espesso de Henle
pode envolver o transportador Na'/K'/ 2CI" (KINNE et al., 1985). Acredita-se também, que
o litic possa ser transportado do lumem para dentro da célula por canais de X, entretanto
estes canais apresentam uma permeabilidade seletiva para os fons litio. O transporte de litio
através da membrana basolateral neste ramo do néfron parece estar relacionada com um
cotransporte de KCL e com a Na'/K'-ATPase { GREGER, 1990). A reabsorcdo do litio
pela via paracelular depende da magnitude da voltagem transepitelial luminal. Quando
ocorre inibi¢dio do cotransportador Na'/K'/2CT através de diuréticos de alca a voltagem
transepitelial ¢ abolida (GREGER, 1985).

A reabsorglo de litio nos segmentos retos dos tubulos proximais ¢ alca de Henle

tem sido estimados junmtos por serem estruturas de dificil acesso as téonicas de
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micropungdo. No segmento reto do tubulo proximal a reabsorgio de Hitio ocorre em paralelo
com a dgua, enquanto que nio hé reabsorcio de litio no segmento descendente da alca de
Henle. No seguimento ascendente da alga de Henle pode haver reabsorgsio de Htio, mas nio
de dgua (THOMSEN & SHIRLEY, 1997).

Algumas substéncias podem alterar a reabsorgiio de litio no segmento da alga de
Henle, especialmente diuréticos; inibidores da simtese de prostaglandinas e agentes
antidiuréticos com o DDAVP. Significante reducgfio da fragio de excregfio de Htio ocorre
com a administragfic de DDAVP, em homens ¢ ratos anestesiados com reposicio de sédio
(KIRCHNER et al., 1989; BOER et al., 1988). Estas alteracSes ocorrem sem mudancas na
carga proximal Tais agentes aumentam a reabsorgio de litio preferencialmente nos
segmentos distais do néfron. O clearance de litio para avaliar a carga no proximal torna-se

ineficaz na presenca destes agentes (KIRCHNER, 1990),

Transporte de Litic pelos ductos coletores

Devido a grande variedade celular encontrada nesta porgdo do néfron o transporte
de litio tem sido estudado nas células principais dos ductos coletores. Acredita-se gue o
transporte nas células principais dos ductos coletores seja realizade por canais de Na*,
presentes na membrana luminal da célula (PALMER, 1988). Dietas pobres em sodio
podem levar a um aumento da reabsorgio do litio nesta parte do néfron. Quando os canais
de Na' das células principais sdo bloqueados pela amilorida, ocorre um aumento no

clearance de litio em situagGes de deplegiio de sédio {THOMSEN et al,, 1986).

Varios estudos tem sido implementados no sentido de torpar o clearance de Htio

um método adequado para estimar a funcfio tubular de maneira inquestiondvel, como por
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exemplo técnicas de micropungfio e uso de agentes dhwéticos. Em algumas situages o
clearance de litio deve ser analisado com cuidado, como por exemplo durante excreciio
reduzida de sédio, durante a ingestdo de dietas pobres em potassio, inibidores de sintese de
prostaglandinas, DDAVP ou diuréticos de alga. De qualguer forma em estudos crfnicos ¢
clearance de litio tem sido considerado methor do que as técnicas de micropunturas, uma

vez que a anestesia e condigdo cirlirgica podem ser prejudiciais (THOMSEN & SHIRLEY

1997).

Portanto, todas as evidénclas mostram uma relaciio entre a sintese de dxido nitrico
¢ a mefropatia diabética. O presente trabalho tem como objetivo definir a participaciio dessa
molécula vasodilatora sobre a meanipulagdio hidro-salina renal em animais diabéticos

insulino-dependente, induzidos por estreptozocina, através do clearance de litio.
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2- OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem como objstivos definir e caracterizar alguns pardmetros
envolvidos com a nefropatia diabética ¢ sua possivel relagie com o sistema mitro-

oxidérgico, bem como os niveis presséricos sistémicos.

IVOS ESPECIFICOS

i- Avaliar a funcfio renal, manuseio tubnlar de sédio e pressio média arterial em

animais diabéticos induzidos por estreptozocina e animais normais (controles).

2- Avaliar a funcfo renal, manuseio tubular de sodio e pressio média arterial em
animais diabéticos induzidos por estreptozocina e animais normais {controles),

ambos tratados com inibidor da éxido nitrico sintetase.
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Os experimentos foram realizados em ratos machos Wistar Hannover, com idade
acima de 8 semanas, pesando enire 160 a 180g. Os animais foram fornecidos pelo Cemiro
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas ( CEMIE,UNICAMP), SP. A partir
do desmame (21-25 dias apds o nascimento), os animais foram alimentados com ragéo
padronizada para ratos Labina-Purina, cuja concentragio de Na™ (61.329 mEqg/kg rato) e K™

{11344 mEq/Kg rato), consideradas como normossddica e normopotassica,

3.2.0 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados quatro grupos experimentais assim definidos: Grupo I com
animais controles (CO); Grupo II: animais diabéticos estreptozocina-induzidos (DM), a fim
de se analisar apenas ¢ comportamento hidro-saling, O Grupo III foi seguido com animais
controles (CO+L-NAME) e Grupo IV: diabéticos estreptozocina-induzidos (DM+L-
NAME), tratados com L-NAME, com a finalidade de verificar 2 participagdo do oxido
nitrico sobre balango hidro-salino. Todos os grupos foram observados por um periodo de
28 dias em gaiolas individuais, sob condicBes constantes de temperatura ¢ luminosidade,
com acesso livre & racio e dgua. Ap6s o periodo de 5 dias de aclimatacgo os protocolos

experimentais se iniciavam com a inducgio do Diabetes Mellitus
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3.2.1 - Numeros de Animais por Grupe Experimental

3.2.1.1 - Grupos I e lI- Animais N3o-Tratados

Este grupo de animais teve inicio com 22 animais, sendo gue 10 destes foram
utilizados como controles (CO) e 12 diabéticos-induzidos {DM). Aos 21 dias de
experimento ¢ grupo CO apresentou um nimero de 9 animais e com 28 dias este grupo foi

reduzido para oito animais. N3o houve alteragio no niimero de animais do grupc DM,

3.2.1.2 - Grupo III e IV — Animais Tratados com L-NAME

No inicio do experimento foram agrupados 10 animais controles (CO+L-NAME) e
oito animais diabéticos (DM+L-NAME). No décime quarto dia de protocolo o miimero de
animais do grupo DM+L-NAME caiu para 7 e os animais controles permaneceram com o
mesmo mimero. Aos vinte e um dias de experimento os grupos CO+L-NAME e DM+L-
NAME apresentaram respectivamente 9 e 7 animais.

No final do experimento o nimero de CO+L-NAME e DM+L-NAME eram

respectivamente 7 € 6 animais,

3.3.6 - PROTOCOLO DE INDUCAO DE DIABETES MELLITUS

Os animais foram anestesiados com éter etilico, e em seguida inoculados com
injec#o Unica via intravenosa (I.V.) de estreptozocina (Sigma, Chemical, Co. San Louis,
USA), na dose de 65mg/kg, dissolvida em tampéo citrato 0,01M, acertando-se o pH para
proximo a 4.5. A administragio foi realizada em menos de cinco minutos apos a diluicdo da

droga. Antes da injecc os animais permaneceram por 10 horas em jglum. O

18




desenvolvimento do diabetes foi acompanbado pela presenga de glicostria, somente
aqueles que apresentassem valores de glicostiria 24 cruzes (+++) permaneciam no grupo
experimental. A glicemia com valores acima de 350mg/di foi também wiilizada como fator

de inclusfo no grupe experimental. O grupo comtrole recebeu administraclio intravenosa

emn dose Tinica do veiculo, tampéo citrato 0,01M.

3.4.0 - INIBICAO DA ATIVIDADE DA OXIDO NITRICO SINTETASE

Para se avaliar o papel do 6xido nitrico na fungfio tubular renal, todos os animais,
controles e diabéticos, receberam também por via oral durante todo o periodo de
seguimento N” —nitro-L-arginina-metil ester (L-NAME, Sigma Chemical Co). L-NAME

foi administrado através de uma sonda orogéstrica, na dose de 60mg/Kg/dia.

3.5.0 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.5.1 - Caracteristicas Ponderais, Presséricas e Balange Hidro-Salino,
Ingestfo Hidrica e de Racfio S¢lida dos Grupes Estudados
Os animais foram colocados em gaiolas plasticas individuais para seguimento

durante todo estudo, exceto durante as coletas em gaiolas metabélicas.
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3.5.2 - Peso Corporal Diario
Durante todo o protocolo experimental o peso corporal foi determinado diariamente
pela pesagens em balanca de tragho. A ingestSo didria de ragio e dgua foram definidas
diariamente também gravimetricamente.

As coletas urindrias de 15 horas foram obtidas para determinar semanalmente as
concentragdes urindrias de sddio, potdssio e a proteinfiria e pressdo arterial, Os ratos
permaneciam em gaiolas metabdlicas durante o periodo de 15 horas, recebendo agua ad
libitum e em jejum para racfio solida. A urina foi coletada através de funis de aco

inoxidavel que drenavarm para tubos ¢Snicos graduados.

3.5.3 - Mledida de Pressfio Arterial Sistélica (PAS)
A PAS foi medida pela plestimografia de cauda (Programmed Electro-
Sphyngomanometer, Pe-300, Narco Bio-Systems, USA) utilizando a técnica descrita por

Lovenberg {(1987).

3.6.0 - ESTUDO DA FILTRACAO GLOMERULAR DO MANUSEIO
TUBULAR DE SODIO

O estudo da funcfio renal foi estabelecido através das analises do clearance de
creatinina endbgeno e clearance de Litio, nos tempos 7 , 14 21 e 28 dias em animais
controles ou tratados com L-NAME, ou apés a inducfio do Diabetes Mellitus.

O clearance de creatinina foi utilizado como método para estimar a taxa de

filtraco glomerular.
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O clearance de litic (GARCIA, GONTIIO & FIGUEIREDQ,1991) foi utilizado
como método mais adequado para estimar a manipulagio tubular proximal de sédio em
animais nfo restritos, integro e vigls, Os animails receberam cloreto de Htio na dose de
0,06mEq/100g de peso corporal, por gavagem, no minimo 12 € no maximo 14 horas antes
do inicio dos experimentos.

Os ensaios tiveram infcic pela manhd e cada animal era colocado em gaiolas
metabdlicas individuais sem restricio de movimentos, em jejum para ragio sblida e
ingerindo &gua ad libitum.

O periodo experimental era de 120 minutos no total e os animais receberam
sobrecarga hidrica de 10% do peso corporal, através da gavagem, para obtencio do fluxo
urindrio regular ¢ estavel. Este procedimento foi realizado em dois estigios: o primeiro,
constituida de volume de 4gua correspondente a 5% do peso corporal, chamada de Primeira
sobrecarga hidrica (1° SH), seguida de outra, de ignal volume, apés 60 minutos, chamada
de Segunda sobrecarga hidrica (2° SH). Ap6s 20 minutos, iniciava-se a coleta urindria por
periodo de 2 horas. No fim de cada experimento, amostras de sangue eram coletadas via
vasos da cauda, sob anestesia com éter etilico. Aos 28 dias o clearance era acompanhado

de sacrificio dos animais e o sangue era coletado por pungio cardiaca.

3.6.1 - Dosagem de Litio, Soédio, Potassio, Creatinina, Proteintiria

Albumintria e Glicemia

As concentracles plasmaticas e urindrias de litic (Li), sodio (Na) e potassio (K)
eram realizadas por fotbmetria de chama, ¢ os resultados eram expressos em mEq/l. As
concentragdes de creatinina e proteinas foram determinadas espectrofotometricamente pelas

técnicas de picrato alcalino e sulfasalicilato respectivamente. A concentragio de albumina
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foi estimada pela técnica de radioimuncensaio com duplo anticorpo durante todo o estudo
(Diagnostic, Los Angeles, CA, USA). Este método tem uma sensibilidade de 0,3 pg/mi, e
103508 coeficientes de variagio intra-ensaio e inter-ensaio de 2,7 ¢ 3,5%, respectivamente,
Os niveis plasmaticos glicémicos foram deterrninados pelo método de reacdc ezimatico,

glicose oxidativo. (Lab Test).

3.6.2 - Férmulas utilizadas

Foram wutilizadas as seguintes formulas para os célculos dos resultados

apresentados:

3.6.2.1 - Clearance de creatinina (Cer), litio (CIi") e de sédio (CN2"
Clearance = UxV’/P (ul/min),
Onde: U € a concentragdo urindria de creatinina ou litio ou s6dio, V’¢ o volume

urinério por minuto & P ¢ a concentracio plasmética de creatinina ou litio ou sédio.

3.6.2.2 - Fracio de Excregfio de Sédio (FENa")
FENa" = CENa’/ CFNa" x 100 (%),
Onde: U ¢ a concentragdo urindria de Na'; Per ¢ a concentragfio plasméatica de Na*

e Ucr € a concentracio urindria de creatinina.

3.6.2.3 - Fraclio de Excreciio Proximal de Sédio (FEPNa")
FEPNa’ = CLi* / CCr x 100 (%)

Onde: CLi" é o clearance de litio e CCr é o clearance de creatinina
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3.6.2.4 - Fragio de Excregio Pos-Proximal de Sédic (FEPPNa™)
FEPPNa" = CNa'/ CLi" x 100 (%)

Onde: CNa" ¢ o clearance de sédio e CLI" & o clearance de litio

3.6.2.5 - Excrecio Urinaria de Sédio (UNg' V)
UNa" V, onde UNa" é a concentragSio urindriz de sédio {(em mEg/ml) e V o

volume urindrio (em mi) por minuto.

3.6.2.6 - Fragio de Excrecfio de Potassio (FEK)

FEK" = UV / CFge

Onde: Uk ¢ a concentracdo urindria de potassio (em mEq/ml). V ¢ volume minuto
(1) e, CFx. a multiplicacsio do Cor (ul/min) pela concentragfo plasmatica de K™ em

mEqg/ml,

3.7.0 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente em microcomputador, apds estatistica
descritiva dos dados quando foram calculados as médias, erros padrdes das médias e
desvios padrbes. Os grupos foram analisados entre si utilizando-se andlise de varidncia ~

uma via. Quando diferengas estatisticas entre 0s grupos eram detectadas, procedia-se testes
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de contrastes para os diferentes tempos (dias) experimentais utilizando-se o Teste de

Bonferroni.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando 3

probabilidade de sua casualidade era inferior 2 5% (p <0,05).
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4 - RESULTADOS

4. 1.0 - Caracterizacio Geral dos Grupos

4.1.1- Peso Corporal

As Tabelas 1, 2 e Figuras 1, 2 abaixo mostram respectivamente valores médios de
peso corporal dos animais dos Grupos [ (animais controles CO e diabéticos DM) ¢ 1l
{animais controles tratados CO+L-NAME e diabéicos tratados CO + LNAME} | em relagéo
ao tempo de duracdo dos experimentos, que foi de 28 dias. Em ambos os grupos
experimentais foi observado uma gueda progressiva e significativa no peso corporal dos
animais DM e DM + L-NAME em relacfo aos grupos CO e CO+L-NAME respectivamente
a0 longo dos 28 dias experimentais. N&o houve porém, diferenca significativa entre valores

basais de peso corporal, obtidos antes do inicio do protocolo experimental, e valores

obtidos apds a inducdo do Diabetes dos animais DM e DM + L-NAME.




Peso Corporal - Grupos l e i
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Figura i: Peso corporal dos animais dos Grupos 1 e If ao longo dos 28 dias, CB
valores basais. Os resultados est@o registrados em g, como média 2EPM *P<0,03

quando comparados com animais controles (CO).

() 1 10 10 9 g

CO 18744,53 207,843,85 12213+593  1240,8+3,52  |2556.21
) 11 12 12 1z 12

DM 187+4,53 I87.145,02% | 194,52547% | 192.446.91% | 202.646,11%

Tabelal: Valores médios de peso corporal dos animais dos Grupos [ e I1 a0 longo dos 28

dias, CB valores basais. Os resultados est3o registrados em g, como média +EPM.*P<0,05

quando comparados com animais controles (CO3.




Peso Corporal - Grupos il e IV
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Figura 1; Peso corporal dos animais do Grupo HI ¢ IV ao longo dos 28 dias, CB valores
basais. Os resultados estio registrados em g como média +EPM *P<005 quando

comparados com animais controles (CO).

(m) 18 10 10 9 8
CO+i-Name [ 172,5435,2 |188,9+42] 196.7+7.21  |211 8%

{n) i3 3 7 7
DM+L-Nams 172,

s

£

5.2 170,748, 10% 16744 85% 176,8x13 6% 177 848 13%

Tabela 2: Valores médios de peso corporal dos animais do Grupe 111 e I'V a0 longo dos 28
dias, UB valores basais. Os resultados estdio registrados em g, como média £EPM.*P<0.03

quando comparados com animais controles (CO).




4,12 - Volume Uringrio

Quando comparados os ratos CO com ratos DM {Tabela3 e Figura 3) e ratos
CO+L-NAME com DM+L-NAME (Tabela 4 ¢ Figura 4), observou-se gue nfo hd
diferenca entre estes grupos, quanto ao volume urindrio. Entretanto. ha uma queda
marcante do volume urindrio dos animais DM nos dias 7 e 28, quando cornparados com 03
valores basais (CB). Os animais CO também apresentaram queda significativa do seu
volume urinario em relacdo ao CB 4 partir do décimo quarto dia até o final do experimento.
No sétimo dia de experimento foi verificado uma queda no volume urinario dos animais

DM+L-NAME em relagdo ao CB e queda significativa dos ratos CO+L-NAME em relacio

ao CB somente no final do experimento (28° dia).




Volume urinario - Grupos le 1
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Figura 3: Volume urinaro dos animais do Grupo { e Il a0 longo dos 28 dias, CB valores
basais, Os resultados esifio registrados em mi/min/100g/rato |, como média TEPM *P<0.03

gquando comparados ao CB.

(x)

O 49942 16 143443 04 40, 4+1 637 43 827,97% | 41,1x117F
(n) i1 12 i2 £2 i2

DM 49942 16 140,123 22% 44,443 13 44,522, 12% 41 63361

Tabela 3: Valores medios de volume urindric dos animais do Grupo | ao longo dos 28
dias. UB valores basais. Os resultados est3o registrados em m/min/100g/rato , como média

+EPM. *P<0.05 quando comparados ao CB.




Volume urinario - Grupos llle IV
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Figura 4: Valores médios de volume urindrio do Grupe 1 e IV a0 longo dos 28 dias, CB
valores basais, OUs resultados est@o registrados em mli/min/100g/mato, como média

+EPM. *P<0,05 quando comparados ao CB.

CO+1-Name  |42,121.12 | 4044263 | 393£30

Lo

30,8+ 3,66 | 35,3%2.65%
{n} 18 % 7 7 5
DM+L-Name 4214112 1 3364301 | 41124352 3624297 | 4164407

Tabela 4: Valores médios de volume urinério do Grupo I e IV ao longo dos 28 dias, B

valores basais, Os resultados estBo registrados em mU/min/100g/rato, como média

+EPM,*P<0,05 quando comparades ao CR.




4.1.3 — {licemia

Apos a induglo do diabetes, por estreptozocina, o grupo II apresentou wm aumento
significativo da glicemia, quandc comparado ao grupo [ e ao valor basal, Este aumento
permaneceu durante todo o periodo experimental. A partir do sétimo dia até o vigésimo
oitavo dia . bouve uma queda dos niveis glicémicos nos animals do grupo I quando

comparados ac valor basal. (Figura 5 ¢ Tabela 53,

Houve um aumento significativo da glicemia, nos animais DM+L-NAME, logo
ap(s a administrago de estreptozocing, quando comparados aos animais CO+LNAME. A
glicemia permaneceu alta nos animais DM+L-NAME nos dias 7 ¢ 14, no 21° dia, houve
uma queda da glicemia, valor este gue tornou a se elevar no 28° dia do experimento. Os

animais do grupo I apresentram valores glicémicos iguais ao valor basal durante todo o

periodo experimental. (Figura 6 ¢ Tabela 6).
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Figura 31 Glicemia dos animais do Grupo [ e 11 a0 longo dos 28 dias, CB valeres basais.
(s resultados estdo registrados em mg/dl, como meédia +EPM.*P<0,05 quando comparados

ac CB.

Co 136,167 |84.0+13.6F 923+54% 104 9+72% | 10822517
{n} il 12 12 iz iz
DM 136,126,7 [383.82216% | 4102222 9% 464 2529 8% 431 54362

Tabeia 5: Valores médios de glicemia dos animais do Grupo I e II ac longo dos Z8 dias,

{8 valores basais. Os resultados estdo registrados em mg/dl, como média $EPM.*P<0,05

guando comparados ac CB.




Glicemia - Grupos llie IV
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Figura 6: Glicemia do Grupe 1 e IV ao longo dos 28 dias, CB valores basais. Os
resultados estdo registrados em mg/dl, como media ZEPM. *P<0,05 gquando comparados ao

CB.

(m 13 10 10 9 3
CO+L-Name | 120,8+3.8 | 112.4%60% | 1136107 1348123 | 108.4+62%
() I8 8 7 7 6
DM+L-Name | 120,843,8 13291+ 41,7% | 306,9+51.2% 2231+ 32.0% 3059+ 55,5%

Tabela 6: Valores medios de glicemia do Grupo I e IV a0 longo dos 28 dias, CB valores

hagaly. Os resultados

comparados ac CB.

Led
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estdo registrados mg/dl, como média TEPM.*P<0,05
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4,20 - Estudeo Funcional RBenal

4,21 - {learance de {reatining

(s animais DM apresentaram uma gueda acentuada do clearagnce de creatinina por
volta do 21° dia permanecendo até o 28° dia de experimento, quando comparados com
valores basais, nfo havendo portanto, diferenca significativa entre animais DM e CO
{Tabela 7 ¢ Figura 7).

MNos Grupos I e 1V, foi observado diferenga significativa entre animais DM+L-
NAME e CO+L-NAME somente no inicic do protocelo experimental (7° dia), onde ocorre
um aumento do clearance de creatinina dos animais CO+L-NAME. Nos dias 14 e 21 os
animais CO+L-NAME e DM+L-NAME apresentam cleqrance de creatinina iguais ao valor
basal, porém em ambos grupos de animais, no 28 dia de experimento, apresentaram uma

queda marcante na filtracfio glomerular (Tabela 8 e Figura 8).
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Clearance de Creatinina - Grupos l e |
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Figura 7: Valores médios de clearance creatinina dos animais dos Grupo I & 11 a0 longo

dos 28 dias, CB vaiores basais. Os resultados estdio registrados em pl/min/100g/rato , como

media £EPM *P<0,05 quando comparado ao CB.

Co 3362180 28584417 | 2896%157 | 2691386 | 30734237
(n) i 12 12 12 12
DM 3362180 1301,65280 | 288,1%32.6 |235.7£16,1% | 26034265

Tabela 7: Valores médios de clearance creatinina dos animais dos Grupos 1 e IT a0 longo
dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdio registrados em ulmin/100g/rato , como

media TEPM *P<0.05 guando comparado ao CB.
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Clearance de creatinina - Grupos lile IV
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Figura 8: Valores médios de clearance de creatining dos Grupos III e IV ao longo dos 28
dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em yul/min/100g/rato , como média

+EPM. *P<),05 quando comparados ac CB.

(n) i3 10 10 9 8
CO+L-Name | 354,1419,0 | 4698430 4% | 34124293 |390,5445,8  217.4%35,6%
{n) 18 8 7 7 5

DM+L-Name |354,1+19,0 | 312,8232,4| 4397+ 51,8 143815827 | 154,3+22.2%

Tabela 8: Valores médios de cleqrance de creatinina dos Grupos I e IV ao longo dos 28
dias, CB valores basais. Us resuliados estio registrados em ul/min/100g/rato , como media

+EPM.*P<0,05 quando comparados ao CB.




4,2.2 - Manipulacao Tubular de Sadio

Com a finalidade de verificar a2 manipulacdo tubular de Na* fez-se as seguintes

avaliacfes:.

4.2.2.1 - Fraciic de Excregio de Sédio

A Fragdo de Excrecfio de S6dio, nos grupos 1 e [1, apresentam valores semethantes
durante a malor parte do protocolo, embora os DM demonstrem uma fendéncia a elevacdo,
desde o inicio. Somente 4 partir do 28° gque a FENa' torna-se claramente elevada nos
animais DM. Porém quando comparados com valores basais este aumento torna-se

marcante a partiv do 21° dia do protocolo { Tabela 9 e figura 9).

O comportamento dos animais dos grupos I e IV foi semelhante acs grupos T e [,
ou seja, com tendéncia a elevagfio desse parfmetro mais acentuado nos animais DM-
[LNAME. Muito embora, ndo apresentassem diferencas significativas entre as curvas dos
animais CO- L-NAME ¢ DM+L-NAME. Quando se compara os valores basais (CB), o
quadrc € outro, tanto CO+L-NAME quanto DM+L-NAME apresentaram elevagles da
FENa" gradativas do inicio até os Gltimos dias do experimento, sendo que foi observado um
aumento mais acentuado nos animais DM+L-NAME no vigésimo oitavo dia. (Tabela e

Figura 10).




Fracao de Excrecdo de 86dio - Grupos e ll
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Figura 9: Valores médios de Fracfio de excrecdo de Na' dos animais dos Grupos L e I a0
longo dos 28 dias, UB valores basais. Os resultados estAo regisirados em %, como média

+EPM. *P<0,05 quando comparade ao CB.

(@) il 10 10 8

co 0,20440,03 10,127+0,009 | 0246004 | 0,208+0,03 |0,13240,02
(n) 1 2 12 12 iz

DM 0,20420,03 02443005 | 03082004  03502£0.06% |0,32940,09%

Tabela 9: Valores médios de Fraglo de excreciio de Na~ dos animais dos GruposTe [l ao

longo dos 28 dias, UB valores basais. Os resultados estdo registrados em ul/min/100g/rato |

como média TEPM.*P<0,05 quando comparado ao CB.
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Figura 10: Valores médios de Fragio de excregdo de Na™ nos animais dos Grupos [ e IV
a0 longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resulados estfo registrados em %, como média

HEPM.*P<0,05 gquando comparado ao CB.

{11} 19 1o 9

CO L-name 0.28720,03 | 0,45940,07% | 0,68020,12% | 0,694+0,12% | 1,19020.23
{n} ig 8 7 7 ¥

DM L-pame (02874003 073240207 0,64140,00% 1 0,884+0.27% 1,797+40,22%

Tabela 10: Valores médios de Fragfo de excregio de Na™ nos animais dos Grupos [ e [V
a0 longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados est3o registrados em %, como média

FEPM.*P<0,05 guando comparado ao CB.
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4.2.2.2 — Fragio Excrecio Proximal de Sédio (FEPNa ")

Os animals do grupo | nfio apresentaram diferenca significativa slguma, guanto a
FEPNa', quandc comparcu-se animais CO e DM entre si e quando comparados com
valores basais. {Tabela e Figura 11).

A Fracfo Proximal de Sodio nos animais dos grupo [1 e [V se mantém inakeradas,
ou seja, com valorss bem proximos ao valor basal, fanto em animais CO+L-NAME como
em animais DM+L-NAME, até o 28° Neste periodo do experimento 0COTTe um aumento
significativo da FEPNa' nos animais CO+L-NAME e DM+L-NAME, sendo mais

marcante neste tltimo grupo. (Tabela e Figura 12).
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Figara 11: Valores medios de Fracfo de Excreclio Proximal de Na~ dos animais do Grupo

[ a0 tongo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estio registrados em %, como

meédia EPM.*P<0.05 guande comparadoe ao CR.
g o

CG 402 +8 7 367+ 28 383+ 42 414+ 872 26422 14
{n; 1 2 1z 12 12
DM 402 +82 303448 43.2£33 545 £ 9.1 304128

6]

Tabela 11: Valores medios de Fragdo de Excrecio Proximal de Na ' dos amimais do
Grupos I e [T ao longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em

%, como média TEPM.*P<0,05 guando comparado ac CB,
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Figura 12: Valores medios de Fragio de Excrecio Proximal de Na' nos animais dos
Grupos [ e IV ac longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em

%. como meédia TEPML.*P<0,05 quando comparado ac CB..

{n)

COL-Name |[274%23 12935%42 26,7+ 2.8 434+ 83
() 1% 8 7 7 6

DM L-Name |27.4%235 [284+27 |27.0+3%8 233+69 1 384+447

Tabela 12: Valores médios de Fragdo de Excrecfic Proximal de Na~ nos animais do
Grupos [l e IV ao longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em

%, como media tEPM *P<0,05 quando comparado ac CB.
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4.2.2.3 - Fraclio de Excrecio Pés-Proximal de Sédis (FEPPNa )

Como mostra o fgura 11, os animais DM | do grupo 11, apresentaram wm aumento
da FEPPNa no 77 dia do protocolo experimental, em relagfio aos animais conrrole, grupo I,
¢ também guando comparados ao valor basal, porém tal aumento tornou-se realmente

expressivo no final do experimento, 20s vinte e oito dias (Figura e tabela 13).

Nio foi observado diferenca alguma entre os animais CO+L-NAME e DM+L-
NAME, mas a analise comparativa entre os animais dos dois grupos e valorss basais,

revelaram uma elevaciic gradativa, ao longo do experimento. (Tabela e Figura 14},
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Figura 13: Valores médios de Fracdo de Excraclo Pos -Proximal de Na' dos animais dos
Grupos e [T ao longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados est@o registrados em

%, como média TEPM.*P<0,05 quando comparado ac CB.

(n) 1 10 10 9 8
CO 0546008 | 0,363 003 | 0.64250,10 | 0.535£009 | 04742010
() 1 2 iz i2 12

DM 0,346 4008 | 1.070=028 | 0.738:008 | 0778 £ 0.14 | 2.07 £ 0.45%

Tabela 13: Valores médios de Fragio de Excregiio Pos -Proximal de Na~ dos animals dos
Grupos e 1] ao longo dos 28 dias, CB valores basals. Os resuliados estfo registrados em
%%, como média TEPM.*P<0,05 quando comparade ao CB.
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Figura 14: Valores medios de Fragio de Excreclio Pos -Proximal de Na™ nos  amimais dos
Grupos [IT 2 1V a0 longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados est3o registrados em

%, como média ZEPM*P<0,05 quando comparado ac B,

(n) 1% 10 10 9 8
COL-Name 1133014 | 1,62520,14  [2.61920,36 % |3.149 +0.70% | 2.834+0,61%
) 13 g 7 7 3

DM L-Name | 1,13320,14 |2,54240.31% |2.71820,63 % 33162 0.87% | 31202039

Tabela 14: Valores meédios de Fragfo de Excrecfo Pos -Proximal de Na' nos  animais dos
Grupos 1T e I'V ao longo dos 28 dias, UB valores basals. Us resultados estfio registrados em

Y, como média ZEPM *P<0.05 guando comparado ao CR.
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4.2.2.4 - Clearance de Sédio (CNa)

Os animais DM, do grupo 1, apresentaram aumernio do clearance de sodio, ao
iongo do experimento, gquando comparados com valor basal. sendo este aumento

significativo no vigésimo ottavo dias de estudo. (Tabela ¢ Hgura 15).

Os resultados obtidos do clearance de sédio, tlustrados no Figura e Tabela 16
mostram uma elevacfo deste pardmetro, nos ratos DM+L-NAME e CO+L-NAME, quando
comparados ao valor basal. Tal elevagfc € sentida a partir do sétimo dia do estudo,
permanecendo até o final do experimento. Porém quando se compara os dois grupos entre

si ndio ha diferenca significativa.
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Figura 15: Valores medios de Clearanice de S6dio dos animais dos Grupos 1 ¢ 11 ao longo

dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em ul/min/100g/rato |, como

meédia £EPM *P<0,05 guando comparado ao CB.

{n} it 1 10 2
Co 06432011 0332003 | 063532009 03732016 103982007
{n} H i2 12 iz 12
DM 0,645 20,11 10708 £0,15 1 0,930+ 0,18 10,861+ 010 | 1.28440,24%

Tabela 15: Valores medios de Clearance de Sédio dos animais dos Grupos [ e 11 ac longo
dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estfo registrados em ul/min/100g/rato . como

media TEPM. *P<0,05 quando comparado ao CB.
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Figura 16: Valores medios de Clearance de 86dio nos  animais dos Grupos il e IV ao
longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em pul/min/100g/rato ,

como mediag tEPMAP<),05 quando comparado ao CB.

() 18 10 10 9 g
CO+L-Name |0.9662 0,09 | 1,98930.21% | 2.133£0.32% |2.390 20,38% | 2 26010, 44%
(n} 1% 3 7 7 6

DM+Lname |0.966+ 009 | 2,106+048% |2.826+0.56 % |2810+0.76% | 2,577+022%

Tabela 16: Valores medios de Clearance de 56dio nos  animais do Grupo il e 1V ao
longo dos 28 dias, CB valores basals. Os resuliados estdo registrados em pl/min/100g/rato |
como media TEPMU¥P<0.05 quando comparado 20 CB.
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4.2.2.5 - Clegrance de Litio

Os animais CO e DM do grupo | ndo sdo diferentes. quanto ac pardmetro
clearance de litlo, porém apresentam uma tendéncia a diminuicfio do clearance de litio
quando se compara com 0 UB. Us ratos DM mostraram queda significativa no 7° ¢ 28° dia
experimental € 0s ratos CO somente no 28°. (Tabela e Figura 17}

O clearance de litio apresenta-se aumentado expressivamente nos animais CO+L-
NAME, somente no sétimo dia, apds este periodo ocorre uma queda, que permanece até o

final do protocolo. Os animais DM+L-NAME, quando comparados ao valor basal,

apresentam um aumento do clearance somente no décimo quarto dia. (Tabela e Figura 18).
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Figura 17: Valores médios de Clearance de Litic dos animais dos Grupos 1 e [ ao longo
dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdio registrados em ul/min/100g/rato | como

média ZEPM.*P<0,05 quando comparado ao CB.

o 130,0£19,5 199.5+13.68 | 106642965 | 9634+ 114 873 +40%
(a) 11 ) 12 iz 12
DM 13004195 180,3327,93% | 118,12 139 11195+ 13,0 |75.548.26*

Tabela 17: Valores médios de Clearance de Litio dos animais dos Grupos T e 1T ao longo
dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em pl/min/100g/rato, como

media TEPM.*P<0,05 quando comparado ao CB.
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Figura 18: Valores meédios de clearance de Litic nos  animais dos Grupos Ifl e IV a0
longo dos 28 dias, UB valores basais. Os resultados estio registrados em ul/min/100g/rato

como meédia *EPM.*P<0,05 quando comparado ao CB.

() ! 10 9
CO+L-Name 90495331 | 1244+ 85% 83084635  |87.0+ 820  |6024+19.7

(m} 13 g 7 7 3
DM+LName |9049+331 84724751 |107.68284% 839+ 102 85,26+ 3.3

Tabela 18: Valores medios de Clearance de Litio nos  animais dos Grupos 11l & [V ao
longo dos 28 dias, B valores basais. Os resultados estdo registrados em ul/min/100g/rato,

como media EPM.*P<0,05 quando comparado ao CB.
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4.2.2.6 - Excreciic Urinaria de S6die

A Figura e Tabela 19, a seguir, demonstram um aumento na UNa'V nos animais
DM, em relacdo aos CO sete dias apds a indug8o do diabetes, voltando a se elevar de forma
acentuada no final do estudo. Apds a comparagiio destes grupos com valores basais. fol
observado um aumento significativo nos animais diabéticos no dltimo  periodo

experimental,

Animais CO e DM tratados com L-NAME tiveram sua Una' V aumentadas,
quando comparadas ao valor de CB, embora ndio houvesse diferencga significativa entre si

{Tabela 20 e Figura 20).
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Figura 19: Valores médios de Excrecio Uninaria de S6dio dos animais dos Grupos {2 I
ao longe dos 28 dias, CB valores basais. Os resuliados estdo registrados em mEg/mi/min |

como media tEPM.*P<0.05 quandeo comparado ac CB.

(1} il 10 0 9 g
Co 9405164  150.76%835 938+ 133 82644243 13642100
(n) 1 12 12 12 12

DM 5404164 10032221 | 12805259 1209+ 272 |176,5433.0%

Tabela 19: Valores médios de Excregfio Urindria de S6dic dos animais dos Grupos [ e 1]
ac longo dos 28 dias, UB valores basals. Os resultados estfo registrados em mEg/ml/min,

como media tEPM.*P<0,05 quando comparado ao CB,
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Figura 20: Valores medios de Excrecdo Urinaria de Sodio dos animais dos Grupes i e IV
a0 longe dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estfo registrados mEg/mi/min, como

média tEPM.*P<0,05 quandc comparado ao CB.

CO+L-Name |131,6+£12,7 |275.7430,3% |206,52463 * [334.93 54.8% | 3370657
(m 8 g 7 7 % 3
DM+LName | 131,65 12,7 |296,7470,6% |408,7483.4 % [388.4+105,7 |384,7:312%

Tabela 20: Valores meédios de Excrecio Urindria de Sodio dos animais dos Grupos Hl e IV
a0 longe dos 28 dias. B valores basais. Os resuliados estfo registrados em mEg/mb/min,

como meédia TEPM.*P<0,05 guando comparado a0 CRB.
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4,2.3 - Excrecio Renal de Potdssio

Avaliou-se este pardmetro através da Fracdo de Excrecdio de Potassio.

4.2.3.1 - Fracio de Excregiio de Potdssio

Uma tendéneia a elevacio na FEK', nos ratos DM, foi verificado ao longo de todo
0 experimento, sendo marcanie somente com vinte e oito dias de experimento, em relagéio
aos ratos CO. Os titulos dos ratos DM apresentaram wm aumento significativo do décimo
quartc dia em diante. Os animais CO apreseniaram um aumento discrefo, somente no

vigésimo primeiro dia, quando comparados ao valor de CB. (Tabela e Figura 21).

A FEK, nos animais DM+L-NAME e CO +L-NAME nio foram diferentes entre
si, € nem mesmo em relagdo ao valor basal, até o vigésimo primeiro dia do protocolo. S6
houve uma elevagio da FEK', nos animais diabéticos tratados, no final do experimento, aos

vinte e oito dias, se comparados ao valor de CB, (Tabela e Figura22)
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Figura 21: Valores médios de Fracfo de Excrecfio Urindria de Potassio dos animais dos
Grupos [ e 1l ao longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em

%, como média TEPM.*P<0,05 gquando comparado ac CB.

{n) 11 10 10 9

Co 0697001 0,08320,00  0,179£003  [0,166+0,02% 01182003
{n) i iz i2 12 12

DM 0,097+0,01 01184001 |0.23820,02%  0.20720,02%  0,2760,02%

Tabela 21: Valores médios de Fraglo de Excreclo Urindria de Potdssio dos animais dos
Grupos | e I ao longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estio registrados em
%, como média ZEPM.*P<0,05 quando comparado ao UB.
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Fracao de Excrecao de Potassio - Grupos llle IV
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Figura 22: Valores médios de Fraclo de Excrecfio Urindria de Potdssic dos animais dos
Grupos U1 e [V a0 longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdo registrados em

%0, como média TEPM.*P<0,05 guando comparado ao CB.

(2) 18 10 10 9 8
CO+L-Name 10,200£0.02 (02464004 (02604002 (02525006  |0,284+0.04
() 18 8 7 7 6
DM+loame  [0,200£0,02 (0,398+001 |0.222+0.03  [0,22940.06  10.583+0,09%

Tabela 22: Valores médios de Fraclo de Excrecfio Urinaria de Potdssio dos animais dos
Grupos Hi e IV a0 longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estio registrados en

%, como media ZEPM.¥P<0,05 quando comparado ac CB.




4.4~ Proteinurig ¢ Albuminfria

Os animais diabéticos, em relacdo aos animais comtroles apreseniaram aumento
progressivo significativo da excrecfo urindria de proteinas a partir do segundo dia apos a
inducio do diabetes por estreptozocina {Tabela e Figura 23},

A excrecdo renal de albumina nos animais diabéticos encontra-3¢ expressivamente

elevada & partir do décimo dia ap6s a inducgo do diabetes, guando comparados aos animais

controles (Tabela e Figura 24).




Proteinuria (mg/mi/15h)

Figura 23: Valores médios de Excregfio Urindria de proteinas dos animais dos Grupos [ e
1 a0 longo dos 28 dias. Os resultados esifio registrados em mg/mi/15h, como média

HEPM *P<0,05 animais diabéticos quando comparados aos animais controles

Tabela 23: Valores médios de Excre¢fio Urindria de proteinas dos animais dos Grupos | e
il a0 longo dos 28 dias. Os resultados

£EPM.*P<0,05 animais diabéticos quando comparados aos animais controles .

10 -

Proteintria - Grupos l e i

28

Dias apos a inducio do diabetes

()

Co 2,00.9 21407 1.9+0.9
{n) e g 7
DM 70517 1202685 [173%59%

estde registrados em mg/ml/15h, como media
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Figura 24: Valores médios de Excrecfo Urinaria de albumina dos animais dos Grupos l e

11 ao longo dos 28 dias. Os resultados estdo registrados em mg/ml/15h, como meédia

+EPM.*P<0,05 animalis diabéticos quando comparados aos animais controles .

(u) I8 i0 10
o 32409 3,420.7 42409
{n} 1% 8 7
DM £8+172 13,642.0% 13.821,9%

Tabela 24; Valores médios de Excrecdo Uringria de albumina dos animais dos Grupos [

i1 ao longo dos 28 dias. Os resultados estfio registrados em mg/ml/15h, como média

+EPM.*P<0,05 animais diabéticos quando comparados aos animais controles .
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4.5 - Pressfio Arterial Madia

A figura ¢ tabela 25, demonstram que ndo hd diferenca significativa entre os
grupos I e I, em relagBic 4 presséic arerial média, durante todo o periodo experimental, com
valores iguais ao valor basal. Os animais dos grupos [1l e IV apresentaram uma tendéncia a
eievagdo da pressao arterial meédia ac longo do experimento, quando comparados ao valor
basal, principalmente os animais CO + L-NAME, que apresentaram um aumento
significativo da pressdo arterial média & partir do vigésimo dia experimental. Nio havendo

portanto, diferenca entre 0s grupos [l e IV,
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Figura 25: Pressfo Arterial Média dos animais dos Grupos L, 1L, 1Il e IV ao longo dos 28
dias, CB wvalores basais. Os resultados estdio registrados em mmHg, como média

+EPM *P<0,05 quando comparados DM com CO e COFL-NAME com DM+L-NAME,
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(n) \ 9 g

O 108,053.0 110.05.0 1126275 109.0+6,5 1100430
(n) il 2 12 12 12
DM 1110260 114,057 3 116.015.5 115,070 {16.046.0

{n) 18 1o 10 £ &

CO+L-Name 112,035 125.0+7.3 143.046,0 153,029.3 133,08,0
() 1% g 7 7 6
DM+L-Name 1100460 1160475 131,046,0% 134.045.0% | 136,053 5%

Tabela 25:Valores médios Pressic Arterial Média dos animais dos G rupos LIL I eIV a0
longo dos 28 dias, CB valores basais. Os resultados estdio registrados em mmHg, como

media TEPM.*P<0,05 quando comparados DM com CO e CO+L-NAME com DM+L-

NAME,




5, DISCUSSAQ

5.1 - AlteracSes da Funclo Renal e Pressdo Arterial em Ratos Diabéticos

{grupos [ e II)

Muitos trabalhos tem demonstrado que a nefropatia diabética ¢ marcada por uma
hiperfiltragdo glomerular (KANEDA et al 1992), proteiniria persistente e aumento da
pressdo arterial. A excrecdo urindria de proteinas tem sido considerada como indicativo de
disfungiio glomerular. As causas que levam as alteracdes glomerulares no diabetes mellitus
ainda ndo estdio muito bem estabelecidas, enfretanto foram observadas lesSes como
espessamento da membrana basal dos capilares glomerulares ¢ expansdo do mesangio
glomerular (MAUER 1984;KREISRG 1995}, hipertrofia renal e hiperplasia (BAK, 2000).
Qutros estudos demonstram ainda um aumento na transcapilaridade de albumina precoce
am ratos diabéticos logo apos o estabelecimento do diabetes experimental (TUCKER et
al,l1991). AlteracSes nos capilares  glomerulares podem aumentar a filtragio de
macromoléculas {TUCKER et al, 1993). Entretanto outros trabalhos demonstram gue 2
expansdo progressiva do mesangio , eventualmente leva a uma diminuigfo na superticie de
filtragdo e reduzindo a taxa de filtrac8o glomerular (MAUER 1984 ¢ STEFFES 1992).
Evidéncias tem demonstrado que a hiperglicemia aumenta atividade da proteina quinase C

{(PKC), esta por sua vez pode estar envolvida com aumento anormal do meséangio e alterar
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o funcionamento das células glomerulares, devido a expressio elevada do mRNA TGE-3,
além disso a PKC parece estar envolvida com a inibigio da Na/K™ ATPase (KOYA et al
1997} . Vérios trabalhos tem demonstrado que ocorre um aumento de glicoesfingolipideos
(GSL) em ratos diabéticos induzidos por estreptozocing, a importéncia do sumento de
glicoconjugados estd relacionada com uma série de importantes fungdes celulares, como

por exemplo, crescimento e proliferagio celular (ZADOR et al 1993).

No presente estudo, foi estimada a taxa de filtragdo glomerular através do clearance
de creatina endbgeno, onde foi observada uma queda gradativa nfo significativa da
filtragBo glomerular nos animais diabéticos, quando comparados ao valor basal duramte
quatro semanas de acompanhamento. A nfio observacdo de hiperfiltracdo renal nos nossos
resultados pode estar associada ac um tempo insuficiente realizados em nossos
experimentos, para ¢ aparecimento de hiperfiltracdo. Resultados conflitantes a respeito tém
sido publicados. Bauman (1980) observou um aumento significative da taxa de filtracfio
glomerular com 89-90 dias apés a indugdo do diabetes. Back {2000) ndo observou
hiperfiltragdo no perfodo de dez dias apés o estabelecimento do diabetes, Entretanto, Tuker
et al (1993) observaram um aumento da taxa de filtracdo glomerular no periodo de sete a
dez dias. Anestesia ¢ outros tipos de estresse podem alterar a taxa de filtrac8o glomerular,
em muitos trabalhos esse pardmetro tem sido verificado em animais anestesiados

(VAAMONDE 1989, BACK 2000).

Concomitante a essa taxa de filragio glomerular estavel, observamos um
progressivo aumento na excreglio urindria de proteinas 3 partir do segundo dia apés a
indugdo do diabetes e albumintria expressiva no décimo dia em diante. De acordo com

Vian,C et aL(1986), um aumento de proteintria tubular ¢ indicativo de queda da capacidade
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de reabsorgfio das células dos tibulos proximais, sendo um sensfvel teste para a disfuncio
tubular em ratos. Excreg8o de proteinas de baixo peso molecular, enzimiria e alteracdes
histopatologicas, sfo indicativos de disfuncfio tubular sem alteracies glomerulares sfo

encontradas em trabalhos realizados por Chouinard et al (1992).

Kaneda e colaboradores (1992), em seus resultados obtiversm elevada excrecdo
fracional de s6dic (FENz') e aumento da excregdo urinéria de protefna B° —microglobulina
¢ albumina. Em paralelo a esses dados observaram um aumento nas mitocondrias das
células tibulo proximal; indicando que estas alteragBes mitocondriais estejam relacionadas
com redugdo do transporte ativo, nas células do tibulo proximal, devido a distirbios no

metabolismo de ATP,

Nossos resultados sugerem disfungSes tubulares p6s proximais, pois nfo houve
aumento na reabsorcio proximal de sddio, ja que o clearance de litio e a excrecio fracional
proximal de sédio (FEPNa") nfio se encontram alterados. Entretanto podemos observar que
houve aumento expressivo de excregfo fracional de sédio (FENa™), excrecdo fracional pls
proximal de sédic (FEPPNa') e excrecdo uriniria de sédio (UNa'V) nos animais
diabéticos, sugere que tinbdmos observado modificacSes significativas na carga filtratada
de sodio, definida por multipiicagbes entre concentracbes estiveis de sédio plasmética e
taxas de filtracdes glomerulares estimada pelo clearance de creatina, Concomitante a esses
resultados foi verificado uma elevada excrego urindria de potéssio (FEK"} dos ratos
diabéticos, levando-nos a crer que ocorreu uma secregfio aumentada de potéssio no tibulo
distal. Esse aumento na secregio de potassio reflete um aumento na reabsorcio de sédio
nos segmentos distais do néfron, pois os transportes de sddio e potdssio estdo intimamente

relacionados nesta porgdo do néfron. Aumento na excrecio fracional de s6dio associado a
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elevada secreclio de potassio no tibulo distal, nos leva a sugerir que a reabsorgio de sodio
no ramo ascendente espesso de Henle deve estar diminuida no modelo de diabetes

esireptozocina-induzido realizadz neste trabalho.

Quatro mecanismos bésicos poderiam estar envolvidos com a queda na reabsorcio
de sddic no ramo espesso da alga de Henle, com reabsorgo proximal de sodio preservada,
sdo eles: mecanismo humoral, neural hemodindmico e metabdlico. No mecanismo hurmoral
podem estar relacionados horménios renais como a prostaglandina, bradicinina e renina.
Embora existam expressbes de diferentes tipos de producio de prostaglandinas nos diversos
tecidos, érghos e também em diferenies espécies, a PGE; ¢ predominante no rim de todas as
especies. O tibulo proximal e o segmemo convoluto distal sintetizam pequenas
quantidades de PGE,, enguanto que os ramos descendente e espesso da zlca de Henle,
tibulos coletores medular e cortical possuem grande capacidade de sintese deste hormdnio
(FARMAN 1986 e 1987). A principal a¢io das prostagiandinas observada nos rins é
provocar aumento da natriurese, sendo que o bloqueio desse horménio por indometacina
leva a uma evidente retengfio renal de sédio. A ativagio de fosfolipases A citoplasmaéticas
podem levar a um aumento na liberagfio proteindides, como PGEZ, no qual se encontram
aumentados no glomérulo de ratos diabéticos {(CRAVEN 1988, CRAVEN 1987;
SCHANBELAN, 1985; KOYA, 1997). O aumento de proteindides pode provocar
vasodilatacdo da arteriola aferente levando a um aumento da taxa de filtracio glomerular

(KOYA 1997).

Varios trabalhos tem apresentado que a atividade do cotransportador do Na'/K*/.CI
responde a estimulos bioquimicos, tais como horménios vasoativos, ou estimulos biofisicos

como estresse osmotico (O'DONNELL 1989). A produgio de bradicining, a partir de
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cininbgenos encontrados no rim pode também estar contribuindo para uma diminnicdo da
reabsor¢do tubular de sodio, trabalhos realizados por Brock (1986), indicam que 2
bradicinina pode modular ¢ cotransportador Na'/K /,Cl. Essas evidéncias nos levam a crer
que a reabsoreo de sodio no ramo ascendente da alca de Henle pode estar reduzida devido

a agho natriurética da PGE,; ¢ bradicinina.

O controle neural dos rins ¢ realizado por uma via eferente com atividade simpética
¢ por uma aferente nfio colinérgica. Foram identificados duas classes de receptores
sensoriais dos nervos renais aferentes, os quimioreceptores (CRs) ¢ os mecanoreceptores
(MRs). Dentre os quimioreceptores foram identificados os CR1 ¢ os CR2, sendo o segundo
sensivel 2 alteragBes na composigiio de eletrdlitos da pélvis renal (RECORDATI 1978 ¢
1980; CHIEN 1997 e 2000). Foram classificados 3 tipos de mecanoreceptores, um sensivel
a pressdic de perfusdo arterial (MRa), outro sensivel a pressio venosa {(MRv) e outro a
pressio uretero-péivica. A atividade desses receptores podem refletir o estado diurético e
antidiurético do rim (RECORDATI 1980; CHIEN 1997 ¢ GENOVESE 1993). Em ratos
normais, a ativag@io do CR2 aumenta a atividade nervo renal eferente contralateral em
reflexo renoremal excitatéric, provocando uma antinatriurese e antidiurese no rim
contralateral. Quando MRus sio ativados reduz a atividade do nerve renal eferente
contralateral por reflexo renorenal inibitdrio, levando a diurese e natriurese (FERGUSON
1988). Em trabalhos realizados por Chien et al (2000) mostram que o reflexo renorenal
induzidos pela estimulagéo na pelvis renal de quimioreceptores (CR-2) ¢ mecanoreceptores
ureteropelvico (MRv) estejam alterados em ratos diabéticos. Especula-se a idéia de que a

atividade aferente renal esteja aumentada provocando uma agdo reduzida na via eferente
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renal N&o podemos também afastar com nossos estudos modificagBes na atividade eferente

simpdtica renal precocemente, também potencializando o efeito natriurético observado.

Arteriolas glomerulares aferentes e eferentes, tibulos proximais, ramo ascendentes
espesso da alga de Henle e aparelho justaglomerular recebem intensa inervacio simpética.
A excreglo renal de sbdio pode ser modulada pela inervaciio renal simpética, onde esta
pode provocar mudangas hemodindmicas e alteragSes no sistema reina-angiotensina-
aldosterona. A presso € o volume sangiiineos, a ingestio e a excregiio de eletrdlitos e dgua
sdo também regulados pelo sistema renina-angiotensina. A liberagio de renina e
conseqiiente formagio de angiotensina II (AIT) sfo estimulados pela baixa conceniracio de
s6dio plasmética e quando as células da macula densa detectam alteracdes de Na*, K™ e CL°
, no fluido tubular disparando o mecanismo de feedback tubuloglomerular, O sistema
renina-angiotensina desempenha papel sutil na regulacio do fluxo sangliineo renal como
parte do feedback tubuloglomerular, Um aumento no fluxo tubular distal esta associado a
um aumento da filtracio glomerular. Caso a filtracfio glomerular se encontre elevada, as
concentraghes de cloreto e sédio sio modificadas pela angiotensina II, que promove
constricdo arteriolar, e redugo na fltraciio glomerular. Trabalhos tém demonstrado que a
reabsorgio Na' em ratos diabéticos estd aumentada nos tibulos proximais envolvendo a
estimulagio do cotransportador Na'/glicose (VALLON 1999). Entretanto, os possos
resultados sugerem uma queda pa reabsorgdo tubular pés-proximal de sddio,
provavelmente na alca de Henle, promovida também por mecanismos hemodindmicos, tais
comoe pelo aumento da press@o hidrostatica nos capilares peritubulares, juntamente com

vasodilagBo da arteriola aferente, promovida por horménios vasodilatodores
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(prostaglandinas e bradicininas), associada a uma diminuicsio de pressiio coldide osmética

peritubular poderiam ter como consegiiéncia wm aumento na excrecdo urnéria de sédio,

O aumento da atividade eferente simpética aumenta a reabsorcio tubular de sédio
enquanio que uma queda nesta atividade provoca diminui a reabsorcio tubular de sodio
(KOPP & DIBONA,1992). A provével atividade renal simpética diminuida concomitante a
uma redugdo do sistema renina-angiotensina, poderiam promover uma queda na reabsorgio

tubular de sodio, provocando natriurese.

O aumento da présséo arterial média em zlguns modelos experimentais estd
associado 2 um aumento do volume extracelular e ao aparecimento de um inibidor
circulante da bomba Na'K'-ATPase {(GREENE et al, 1987). Muitos trabathos tem
mostrado relagdo emtre aumento do sistema renina-angiotensina em diabetes, com aumento
da pressio arterial média. Katoh et al (2000) previnem o desenvolvimento da nefropatia
diabética em camundongos, utilizando-se de inibidores da enzima de comversio da
angiotensing, associado a uma queda na atividade enzimética da angiotensina com queda da
pressdo sangiiinea. Contudo em mossos resultados ndo observamos aumento na pressio
média arterial em ratos diabéticos estreptozocina induzidos. Sugerimos que atividade do
sistema renina-angiotensina esteja diminuida, devido 2 aclic de vasodilatadora de
proeteindides e cininas. Andersen et al (2000) sugerem que a bradicinina pode apresentar
um papel efetivo na enzima de conversio da angiotensina (ACE), bem como na press&o
sangiiinea ¢ no funcionamento renal, pois inibidores da ACE reduz a formagio de

angiotensina II e induz ao actimulo de bradicinina no rim.
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Acredita-se que esta disfungfo tubular no diabetes acima citada esteja relacionada
também com modificacSes metabdlicas tubulares, onde uma menor sintese, via
gliconeogénese, ou um decréscimo de reabsorcdio ou aproveitamento tubular de glicose
provocatia uma menor sintese de substratos energéticos requisitados para os transportes
tubulares. Como o segmento ascendente espesso de Henle & dependente quase que
exclusivamente de glicose para obtengdo de energia, sendo que 80-90% da ATP produzido
¢ utilizado para ¢ transporte tubular de Na* sugere-se que o transporte ativo nesta porgdo do
néfron poderia encontrar-se reduzido devide a uma meror atividade mitocondrial nos

animais diabéticos-induzidos (KURAKAWA, 1986).

S.2 - Alteracbes da Funciic Renal e Press@o Arterial em Ratos Normais e
Diabéticos tratados com inibidores da sintese de éxido nitrico (I-NANE) -

Grupos i e IV

O oxido nitrico ¢ considerado um vasodilatador importante para a regulagdo do
tonus vascular e hemodindmica renal. Inibidores de éxido nitrico sintetase, tais como L-

NAME, agem por inibigdio competitiva e causa vasoconstrigio (MONCADA, 1993).

Nos rins ¢ déxido nitrico participa da regulaciio da hemodinémica giomerular &
medular, isto €, responde a via feedback tubuloglomerular, liberaciio de renina e controle do
volume extracelular (RAIJ et al 19935; NAVAR te al. 1996; KONE & BALIS 1997).
Estudos realizados por Kashiwagi e colaboradores (2000} demonstram que a inibicdo
cronica da sintese de 6xido nitrico com L-NAME causam glomeruloesclerose e fibrose
intersticial ¢ hipertensfo arterial sistémica. Estas alteracBes eram caracterizadas pelo

aumento da pa produglio de TGF-B1. Tem sido especulado que a administragfio de
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inibidores especificos do sistema reinina-angiotensina diminui os danos histolégicos renais

e reduza a express#o no rim do TGF-B1 (KASHIWAGI et al 2000).

Por outro lado, estudos realizados com ratos, recebendo infusio intravenosa de N°-
monomthyl-l-arginina promove vasocounstrico em arterfolas glomerulares, afetando
principalmente arteriola aferente, levando a um aumento na pressfo capilar glomerular e
conseqliente aumento na pressio de ultrafiltragio (PUF) (ZATZ et al 1991). Este aumneto

na (PUF) esta relacionado fisiologicamente com a esclerose glomerular.

Nossos resultados confirmam a literatura, mostrando gue a inibig8o do 6xido nitrico
sintetase causam um aumento da pressfio média arteial em animais diabéticos e controles
tratados, associado a uma nairiurese pés proximal, pois a excreclio urindriza de Na
(UNa'V), FENa', FEPPNa® encontram-se aumentada nos animais tratados (diabéticos e
controles) (Xavier F et al, 2000). Doses diferentes de L-NAME foram utilizadas para
determinar a natriurese em trabalhos realizados por Lahera e colaboradores (1991). Ratos
que receberam 1mg kg min”, mostraram um significativo efeito anti-natriurético sem
alteragBes na pressfio média arterial, fluxo plasmético renal e taxa de filtragio glomerular,
Entretanto, doses superiores a 30 mg//d provocam um aumento significativo da pressio
arterial, associado a uma queda progressiva do fluxo plasmético renal e filtragdo glomerular

sem alteracOes na excrecdo renal de sédio.

Trabalhos realizados por Xavier et al (2000) indicam uma possivel participagio da
atividade neural do rim para explicar 0 aumento da pressio arterial e excrecio urindria de
sodio em ratos denervados tratados com inibidores da Oxido nitrico sintetase. Estes
resultados mostram um aumento na excrecdio urindria de sodio, devido a wma queda na
reabsorgdo de sodio pos-proximal, asssociada a uma reducio na taxa de filtragio diminuida.

72




Estes resultados corroboram com os resultados por nds observados apés a inibicio da éxido

nitrico sintetase em animais diabéticos e normais,

A taxa de filirac8o glomerular nfo apresenta diferencas significativas nos nossos
trabalhos, porém o clearance de creatinina tende a cair tanto nos animais DM-+L-NAME
quanto CO+L-NAME. A inibigho aguda da 6xido nitrico sintetase com uma dose baixa de
L-NAME diminui 2 taxa de filtragio glomerular e fluxo plasmético renal em animais

diabéticos (VEELKEN et al 2000),

Nossos resultados observados apés a inibicio NO sintetase, com L-NAME na dose
de 60mg/ kg/d, nfio foi capaz de modificar significativamente os achados observados em
relagiio ao manuseio tubular de sddic em ratos diabéticos. Entretanto, adicionalmente
potencializaram o efeito natriurético ja observado, bem como deixaram mais evidente uma
pronunciada redugfio na filtracio glomerular na quarta semana apés a inducdio do diabetes

experimental.

Esta maior resposta natriurética observada no presemte trabalho pode estar
relacionada tanto com a inibigdo na reabsorgio tubular de s6dio reduzida pelo aumento de
NO, bem como por um adicional aumento da pressdo peritubular renal induzida pela

inibicdo de NOS.
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6 - CONCLUSOES

Em conclusdo, nosso trabatho sugere:

1=

Animais diabéticos, STZ- induzidos apresentam um aumento da natriurese por
comprometimento dos segmentos pOs-proximais do néfron, sem alteracBes
significativas nas taxas de filtracio do glomérulo e na pressio arterial média

arterial,

A, inibicdo da NOS causa um aumento da pressiio arterial, e natriurese pés-
proximal, sem alteragSes nas taxas de filtracfio glomerular até a 4° semana de
acompanhamento, em animais controles e diabéticos induzidos por

estreptozocing,

A inibiggc de NOS pelo L-NAME (60mg/kg/d) nio modificou
significativamente a filtraciio glomerular e o manuseio tubular de sédic, em
ratos diabéticos, vigis e nfio tratados com insulina durante quatro semanas de

acompanharnento.
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