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RESUMO

A nefropatia diabética € a principal causa de faléncia renal e, consequentemente,
factor determinante de morbilidade e mortalidade relacionada com a diabetes mellitus
(DM). No estado inicial da DM verifica-se hiperfiltragdo glomerular. A fungdo glomeru-
lar pode ser estimada pela quantificagdo da taxa de filtragdo glomerular (GFR). A ade-
nosina regula a GFR, modula o sistema renina-angiotensina (RAS) e o0 mecanismo de
feedback tubuloglomerular. A actividade do RAS renal encontra-se aumentada na
nefropatia diabética e contribui para a lesdo progressiva da barreira de filtragdo glome-
rular. O bloqueio do RAS constitui uma abordagem terapéutica fundamental em doen-
tes diabéticos. O efeito inibitério da adenosina sobre o RAS pode ser importante neste
contexto, podendo a adenosina constituir um importante novo alvo terapéutico no con-
texto da nefropatia diabética. Foram objectivos deste trabalho a implementagdo de
uma metodologia para quantificar a GFR, caracterizar os efeitos da 2-cloroadenosina
(2CADO), um analogo estavel da adenosina, sobre a funcdo de renal de ratos com
diabetes experimental induzida por injec¢do de estreptozotocina, e relaciona-los com a
actividade do RAS renal.

Da implementacdo da metodologia para quantificar a GFR, foi possivel concluir
que o melhor método inclui a injecg¢ao intravenosa de inulina radioactiva ou fluorescen-
te e determinacédo do time-course do decaimento no plasma. A administracao intra-
peritoneal de 2CADO aos ratos diabéticos atenuou o nao aumento de peso corporal e
0 aumento da ingestdo de comida e bebida, e da excre¢do de urina. Além disso, ate-
nuou a excregao urinaria de glicose e de ureia e normalizou a excregdo urinaria de
proteinas. Os ratos diabéticos apresentaram uma excreg¢ao urinaria da angiotensino-
géneo superior a dos ratos controlo e a 2CADO nao alterou este resultado.

Os resultados com a 2CADO demonstram a sua influéncia benéfica na nefropatia
diabética. Estes efeitos da 2CADO podem estar relacionados com a capacidade para
baixar a glicemia e melhorar a resisténcia a insulina mas também com efeitos renais
directos e indirectos. Sao necessarios, no entanto, estudos mais aprofundados para
avaliar se a interacgao adenosina/Ang |l participa nesta renoprotecgao indirecta.

Palavras chave: Nefropatia Diabética; Adenosina; Angiotensina II.




ABSTRACT

Diabetic nephropathy is the main cause for end-stage renal disease and,
consequently, a determinant factor to morbidity and mortality related to diabetes
mellitus (DM). Initially, DM is characterized by glomerular hyperfiltration. Glomerular
function can be estimated by quantification of glomerular filtration rate (GFR).
Adenosine regulates GFR, modulates the renin-angiotensin system (RAS) and the
tubuloglomerular feedback. Renal RAS activity is enhanced in diabetic nephropathy
and contributes to impairment of glomerular filtration barrier. Pharmacological agents
that inhibit RAS have been recommended to diabetic patients. Adenosine inhibitory
effect of RAS can be important in this context as a new therapeutical target in diabetic
nephropathy. The aims of these study were to implement a new method for GFR
quantification and to characterize the effects of 2-chloroadenosin (2CADO), a stable
and non-metabolized analogue of adenosine, in renal function of estreptozotocin-
induced diabetic rats and relate them with renal RAS activity.

Our results show that the most accurate way to quantify GFR is to inject radioactive
or fluorescent inulin, intravenously, and follow plasma decay time-course. The
intraperitoneal administration of 2CADO, to estreptozotocin-induced diabetic rats,
attenuates the arrest of body weight, and food and water intake, and urine excretion.
Furthermore, it attenuates the urinary excretion of glucose and urea and normalizes
protein excretion. Estreptozotocin-induced diabetic rats excreted more angiotensinogen
than control rats, and 2CADO administration did not change these result.

Taken together, the results express the beneficial effect of 2CADO in diabetic
nephropathy. 2CADO effects may be related to the capacity to improve glicemia and
insulin resistance, but also with direct and indirect renal effects. Further studies are
required to evaluate if the adenosine/angiotensin Il interaction participates in these

indirect renoprotection.

Keywords: Diabetic nephropathy; Adenosine; Angiotensin II.
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Introdugéo

1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, a diabetes atinge aproximada-
mente 200 milhdes de pessoas em todo o mundo e estima-se que até 2025 o niumero
de doentes chegue aos 300 milhdes (6% da populagdo mundial)’. A diabetes mellitus
(DM) assumiu recentemente proporgbes epidémicas, em parte devido ao aumento de
2 a 5% de incidéncia da diabetes tipo | em criangas®. A DM é uma doenga metabdlica
caracterizada por niveis elevados de glicose no sangue (hiperglicemia) e na urina (gli-
cosuria). Segundo a Associagdo Americana de Diabetes, concentragbes plasmaticas
de glicose superiores a 126 mg/dL apds um periodo de 8 h de jejum, concentragdes de
glicose superiores a 200 mg/dL no teste de tolerancia a glicose ou indicios de hipergli-
cemia como polidria, polidipsia e perda inexplicada de peso, sao indicadores clinicos
de diabetes®. A DM pode ser classificada em dois tipos. Na DM tipo 1, a produgéo de
insulina é insuficiente devido a destruicdo das células B do pancreas. Na DM tipo 2
observa-se uma menor sensibilidade a insulina (resisténcia a insulina). A falta de insu-
lina ou a resisténcia a mesma afecta o metabolismo de hidratos de carbono, acidos
gordos e proteinas. Este disturbio metabdlico apresenta como 6rgéos-alvo o coragao,

os olhos, o cérebro e o rim.

1.1. MODELOS EXPERIMENTAIS DE DIABETES

Os resultados com a 2CADO demonstram a sua influéncia benéfica na nefropatia
diabética. Estes efeitos da 2CADO podem estar relacionados com a capacidade para
baixar a glicemia e melhorar a resisténcia a insulina mas também com efeitos renais
directos e indirectos. Sao necessarios, no entanto, estudos mais aprofundados para
avaliar se a interacgao adenosina/Ang |l participa nesta renoprotecgao indirecta.

No estudo da diabetes tipo | e tipo Il sdo frequentemente usados modelos ani-
mais®. No caso da diabetes tipo | existem modelos espontaneos como o rato BB (bio
breeding) ou o rato LETL (Long Evans Tokushima Lean), ambos muito dispendiosos*.
A DM tipo | pode ser induzida experimentalmente de varias formas. Um dos métodos

consiste em remover o pancreas*®. Este procedimento cirdrgico implica a remogao de
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90-95% do 6rgéo, caso contrario as ilhéus de Langerhans remanescentes podem
secretar a quantidade de insulina suficiente para satisfazer as necessidades metabdli-
cas®. Outra das formas é a administracdo de farmacos que lesam as células B pacrea-
ticas, como é o caso do aloxano® e da estreptozotocina (STZ)” . O aloxano & uma subs-
tancia hidrofilica e instavel. O efeito necrético sobre as células pancreaticas é respon-
savel pela indugédo de diabetes tipo I. O intervalo de concentragdo de aloxano para
inducdo de diabetes é muito estreito; uma sobredosagem, ainda que ligeira, pode
resultar na morte dos animais devido ao efeito toxico sobre as células tubulares
renais®. O aloxano ndo &, por isso, muito usado na indugdo experimental da diabetes
tipo I. A STZ é um derivado da nitrosurea isolado de Streptomyces achromogenes,
também conhecido pela sua actividade antibiética e anti-neoplasica’. O uso de STZ
inicia uma resposta autoimune que resulta na destruicdo das células  das ilhotas de
Langarhans, dando origem a DM num periodo de 2-4 dias’. Verifica-se hiperglicemia,
hipoinsulinemia, polifagia, politria e polidipsia®'®"". Hiperfiltracdo, subsequente protei-
naria'? e dano estrutural glomerular'® ocorrem com o passar do tempo. Na primeira
semana apos tratamento com STZ verifica-se um aumento marcado da taxa de filtra-
¢ao glomerular (GFR - glomerular filtration rate) e da proteindria. A GFR comeca a
diminuir, na quinta semana, até valores semelhantes aos de ratos controlo, enquanto
que a excregdo urinaria de proteinas vai aumentando ao longo do tempo'. A glicose
plasmatica aumenta nos primeiros dias apés indugédo de diabetes com STZ e depois
mantém-se constante ao longo do tempo'*'®. Este modelo tem sido extensivamente
usado para clarificar a fisiopatologia da nefropatia diabética por ser simples, de baixo

custo e de facil acesso.

1.2. O Rim como ALVO DA DIABETES MELLITUS

Os rins desempenham um papel central na manutencdo da homeostase, por adap-
tarem a excrecéao renal de fluidos e electrélitos as necessidades corporais. Cada rim é
composto por duas regides distintas: o cortex, regido mais externa, e a medula, regido
mais interna (figura 1 A e B). A unidade funcional do rim & o nefrénio (figura 1 C). Cada
nefronio € composto por um glomérulo, onde ocorre a filtragao sanguinea, e um tubulo

ao longo do qual o fluido filtrado é convertido em urina. O glomérulo consiste numa
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extensa rede de capilares localizados na capsula de Bowman. Os nefrénios podem ser
classificados como corticais ou justaglomerulares. Nos primeiros, o glomérulo situa-se
no cortex externo e as ansas de Henle sdo pequenas (apenas uma pequena parte
penetra na medula). Nos nefrénios justaglomerulares, o glomérulo esta localizado no
cortex, perto da medula, e as ansas de Henle s&o longas e penetram na medula. Os
tubulos apresentam regides com diferentes caracteristicas. A parte inicial denominada
tubulo proximal, segue-se a ansa de Henle, o tubulo contornado distal e, finalmente, o
ducto colector. Os nefrénios regulam o volume plasmatico e os equilibrios hidrostatico,
acido-base e electrolitico corporais, através da filtragdo sanguinea sob presséo e pos-
terior reabsorgéo e secregao de uma percentagem de fluido e moléculas.

Duas das principais acgdes que ocorrem no rim sao a filtragdo glomerular e o
feedback tubuloglomerular (TGF - tubuloglomerular feedback). A GFR, que reflecte a
quantidade de fluido filtrada pelo glomérulo, permite estimar a fungédo glomerular. A
clearance da inulina plasmatica € um bom indicador da GFR, uma vez que a inulina &
livremente filtrada pelo glomérulo e ndo sofre reabsorgdo ou secregdo ao longo do
nefrénio’’. A inulina é, por isso, considerada a substancia de referéncia para quantifi-
car a GFR'®"?° A determinagdo da clearance de inulina, no Rato, implica a infuséo
continua da mesma e a recolha de amostras de sangue e de urina, a intervalos cons-
tantes. Os animais tém de ser previamente sujeitos a cirurgia para canular uma veia,
uma artéria e a bexiga, de modo a permitir a infusdo de inulina e a recolha de amos-
tras de sangue e de urina, respectivamente.

A autorregulacao renal é definida como a capacidade para manter constante o flu-
xo0 sanguineo e a GFR numa larga escala de pressdo de perfusdo?'. Deste modo, a
entrada de solutos no sistema tubular é relativamente estavel, o que permite uma
regulacéo precisa da reabsorgcéo e da secregao. Existem dois mecanismos responsa-
veis pela autorregulagao: a resposta miogénica e o TGF. A resposta miogénica € uma
propriedade intrinseca da vasculatura, relacionada com a contraccdo das fibras do
musculo liso dos vasos, o que aumenta a pressao de perfusdo. O aparelho justaglo-
merular (figura 1 D), pequena regido de contacto entre as arteriolas aferente e eferen-
te e o tubulo contornado distal, € formado por células da macula densa (na porgéao
inicial do tubulo distal) e células justaglomerulares (localizadas na parede das arterio-
las aferente e eferente). Quando se verificam alteragdes na concentragéo de soluto, as
células da macula densa transmitem informacdo a arteriola aferente e as células
mesangiais para contrairem ou dilatarem, e assim manterem constante a composicao

do fluido filtrado®. Este processo é denominado por TGF.
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Figura 1. Representacdo esquematica da anatomia renal Az secgdo renal com os varios componentes, B) piramide
renal, C) nefrénio e D) aparelho justaglomerular (adaptado de'®).

A nefropatia diabética é a principal causa de faléncia renal®® e, consequentemente,
factor determinante de morbilidade e mortalidade relacionada com a DM. O estado
inicial da diabetes é caracterizado por hiperfiltragdo glomerular'>?* e desregulacéo da
contractilidade vascular®, o que esta intimamente relacionado com a progressao da
nefropatia diabética®*?®. A nefropatia diabética é também caracterizada por alteracdes
ultraestruturais nos compartimentos renais. As alteragdes incluem espessamento da

membrana basal glomerular’’ e proliferagdo das células mesangiais ou intersticiais.
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Subsequentemente, verifica-se deposicdo marcada de matriz extracelular, com oclu-
sdo capilar glomerular e atrofia tubular, que causam glomeruloesclerose (figura 2) e
fibrose tubulointersticial, respectinvamente®®?** . Albumindria, uremia e hiperfiltracdo
no estado inicial, com posterior diminuigao progressiva da fungéo renal e elevagéo da
pressdo arterial, sdo indicadores clinicos que acompanham o desenvolvimento da
nefropatia diabética®’. O controlo rigoroso da glicemia e da pressao arterial séo fun-
damentais para retardar a progressdo da lesdo renal na diabetes®. No entanto, nao
existe nenhum tratamento que pare ou reverta a diminuigdo progressiva da fungéo

renal.

Tubulo Contornado distal

Células da
macula densa
Arteriola

Arteriola eferente

aferente

Células

Mesangiais 74 )

i
Capilares | N
glomerulares -
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Tubulo Contornado distal

L
MR

Figura 2. Representagio esquematica de (A) glomérulo normal, (b) glomérulo esclerético. (adaptado de®)
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1.3. ADENOSINA E NEFROPATIA DIABETICA

A adenosina € uma purina ubiquitaria que desempenha importantes ac¢des no rim.
As acgdes renais da adenosina sao mediadas por receptores A; e A,, que se encon-
tram acoplados a proteinas G; e G, respectivamente®*. A estimulacéo de receptores
A, causa contracgdo da arteriola pré-glomerular (arteriola aferente; figura 1 D)*** e
contracgao glomerular38. Os receptores Aop € Az medeiam a vasodilatagéo35. Apesar
de a adenosina ser predominantemente vasodilatadora no coragédo e noutros tecidos
vasculares ndo renais, no rim funciona como vasoconstritora® da porcdo pré-

glomerular da arteriola aferente.

A adenosina renal pode ter origem na desfosforilagdo sequencial de adenosina tri-
fosfato (ATP) intracelular — via intracelular*’, na libertagdo de nucleotidos de adenina
convertidos a adenosina por acgao de ecto-enzimas — via extracelular*', ou na hidrdli-
se de S-adenosil-L-homocisteina que origina L-homocisteina e adenosina — via da

transmetilacdo*?.

A adenosina participa na regulacdo da fungéo renal, nomeadamente na regulagéo
da GFR**“**** Como j4 foi referido, o aparelho justaglomerular (figura 1 D) & um impor-
tante regulador do balango entre a GFR e a reabsorgao tubular. O mecanismo de TGF
faz o balango entre a reabsorgado tubular e o fluido filtrado, por regulagdo da GFR*.
Em situagdes de fluxo tubular aumentado verifica-se um aumento da incorporagéo de
sédio nas células da macula densa*®. A posterior libertacdo do mesmo para o espaco
extracelular implica o consumo de ATP***. A adenosina, formada por degradacao do
ATP, pode depois difundir-se no intersticio renal e activar receptores A localizados na
arteriola aferente adjacente, resultando em vasoconstricdo da mesma. A vasoconstri-
¢ao provocada funciona como estabilizador da GFR. Estudos recentes indicam que
animais que ndo possuem receptores A, da adenosina ndo possuem TGF***°. Nas
células justaglomerulares (figura 1 D), a adenosina inibe a libertacdo de renina®°"%?,
modulando assim o sistema renina-angiotensina (RAS — renin-angiotensin system).
Nas células epiteliais dos tubulos renais, a activacao de receptores A; aumenta o sim-
porte Na*-glicose e Na*-fosfato®®. O antagonismo dos mesmos receptores causa diu-
rese e natriurese imediata, ou seja, a adenosina desempenha um papel importante na

mediagao de transporte de sédio no tibulo proximal®*®°.
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As accbes da adenosina sdao também importantes no contexto da nefropatia diabética.
Na lesdo glomerular, as células mesangiais replicam e aumentam a produgédo de
matriz extracelular proteica, o que resulta em glomeruloesclerose. As células mesan-
giais expressam receptores A; e A, da adenosina®. A activacdo de receptores A, cau-
sa contraccdo das células mesangiais®’, enquanto que a activacdo de receptores Agg

inibe a proliferagdo celular mesangial®

. Na fase em que se verifica hiperfiltragao, a
producao renal de adenosina € superior em animais diabéticos em relagdo a animais
controlo®. Por outro lado, os animais com diabetes experimental tém baixa actividade
do TGF®®. A vasculatura renal de ratos com diabetes experimental apresenta maior
sensibilidade para a adenosina quer libertada endogenamente quer administrada exo-
genamente®'. A administracdo de dipiridamole, um inibidor da recaptacéo da adenosi-
na (aumentando a sua concentragao intersticial e urinaria), a ratos diabéticos, aumenta
o TGF®, previne a hiperfiltragéo glomerular, reduz a poliuria e a proteinuria e normali-
za a excregdo de sodio e potassio®®. O controlo rigoroso da glicemia é fundamental
para prevenir e retardar a lesdo renal associada a diabetes. Em animais com diabetes
experimental tipo |, a activacdo dos receptores A; da adenosina aumenta o consumo
de glicose pelos tecidos e a sintese de glicogénio, diminuindo a glicose plasmatica®. A
activacao do receptor A, por agonistas parciais também melhora a resisténcia a insuli-

na em animais com diabetes experimental tipo 11®°

. Esta accgéao esta relacionada com a
inibicdo da lipdlise e diminuicdo concentracdo de acidos gordos circulantes®. Estes
acidos gordos diminuem a captagao de glicose (dependente da insulina) pelo musculo
e aumentam a producdo e secregdo de triglicerideos pelo figado®®. A hiperglicemia
verificada na diabetes € um factor determinante para a iniciagao e progressao da lesao
glomerular. A influéncia benéfica da adenosina sobre a incorporagao de glicose pode

retardar o desenvolvimento da nefropatia diabética.

Os efeitos da adenosina na nefropatia diabética ndo estdo completamente elucida-
dos, sendo, por isso, importante aprofundar o estudo dos seus mecanismos de actua-
¢ao nesta patologia. A adenosina tem um tempo de semi-vida muito curto, o que com-
plica os estudos dos possiveis efeitos da mesma. A 2-cloroadenosina (2CADO) é um
analogo aproximadamente 50 vezes mais potente do que a adenosina. Além disso, a
2CADO nao ¢é substrato para a adenosina desaminase, logo, néo & metabolizavel®®, o
que faz com que tenha um tempo de semi-vida superior. Estas caracteristicas justifi-
cam o uso de 2CADO em trabalhos experimentais com o objectivo de estudar os efei-

tos da adenosina. A 2CADO diminui o fluxo sanguineo renal, a frac¢ao de filtracéo e a
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GFR em ratos anestesiados’®. Estas observacdes sdo consistentes com a contracgao

da arteriola aferente e dilatacédo da arteriola eferente.

1.4. ANGIOTENSINA || E NEFROPATIA DIABETICA

A angiotensina Il (Ang Il) é o produto efector do RAS, representado na figura 3. O
angiotensinogénio formado no figado é clivado, na circulagédo, pelo enzima renina,
secretado pelas células justaglomerulares, dando origem a angiotensina I. A Ang Il é
entdo formada por clivagem da angiotensina | pelo enzima conversor da angiotensina,
sintetizado no enddtelio pulmonar’’. Recentemente tém sido identificados varios RAS
locais, em que a formagédo dos varios componentes do sistema e a regulagdo do
mesmo é feita localmente’. O contetdo renal de Ang Il é superior ao circulante”™"*"®,
0 que sugere uma regulacgéo local e selectiva dos niveis de Ang Il. A maioria da Ang Il
presente no tecido renal é originada a partir da conversédo de angiotensinogénio nesse
mesmo tecido’®. O angiotensinogénio renal provém da circulagéo, mas também é for-

mado nas células do tubulo proximal’’

. A renina formada nas células do aparelho jus-
taglomerular promove a formagao de angiotensina | renal, a partir do angiotensinogé-
nio. O enzima conversor de angiotensina | é também abundante no tecido renal’®. Em
ratos knockout para o enzima conversor da angiotensina observa-se uma diminuigdo
de 80% de Ang Il intrarrenal, comparando com ratos controlo’®. Portanto, todos os

componentes necessarios para a formacao de Ang Il estdo presentes no rim.

As acgdes da Ang Il sdo mediadas por receptores AT, e AT,. Por activagdo do
receptor ATy, a Ang Il causa vasoconstricdo e promove a retencdo de agua e sodio
através da estimulagéo da produgao de aldosterona pela medula adrenal, aumentando
assim a pressao sanguinea sistémica’’. A activacdo de receptores AT, da Ang Il

geralmente origina respostas opostas as mediadas pelo recepto AT;.

Além do papel fisiolégico, a Ang Il produzida localmente induz inflamagao, prolife-
racao e crescimento celular, apoptose, migragdo e diferenciacdo celular, regula a
expressao de genes que codificam para substancias bioactivas e activa varias casca-

tas de sinalizagdo intracelular’?. Todas estas acgdes podem contribuir para a lesdo
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tecidular. A Ang Il diminui a GFR e o fluxo plasmatico renal e contrai as arteriolas afe-
rente e eferente®®. As células mesangiais expressam receptores AT, e AT, da Ang
113, A activagdo de receptores AT, da Ang Il estimula a produgdo de matriz extracelu-
lar®* e promove a hipertrofia e proliferagao das células mesangiais®®, dando origem a
glomeruloesclerose. A ac¢éo da Ang Il sobre as células mesangiais e musculares lisas
vasculares aumenta a sensibilidade aos estimulos do TGF’?, aumentando-o indirecta-
mente®” 8. Ratos knockout para o receptor AT, tém uma resposta diminuida do TGF
ao aumento da taxa de perfusdo tubular®®. Nos tubulos renais, a Ang Il influencia a
excrecao de sodio funcionando como um poderoso antinatriurético. A infusdo intrare-

nal de angiotensina | (percusor da Ang Il) reduz a excregado de sédio®

‘ Angiotensinogénio

PGE;, PGI,, NO? ) ! e
Vosodnfoxoqn o? e R .
MNatriurese? = Ren‘ na 7__',> St .,
a
| Anglotensand t \ -7) i
- \ " —- —-! -,
/Neutroendo 1-10) | smeeeeemcmaam s s
\ pcptldwscs _ar Fi '
) .’"’J o
B Bradicini ."’I - e S
icininas !
i / Tonina, quimases \\
cEE / ! e outras enzimas ]
- LN ( ECA ->. \ tecidulares /
o R S
Produtos de S e
A dases oy | Ania 0000 | weeeeeeecccccaaaaa
dngradngﬁo das mII'IC!PEPtI ases
bradicininas

Vosoconstricdo
Antinatriurese
Praliferacao celular
Inflamagdo
Hipercoagulacdo

Vasodilatagdo?
MNatriurese?
Antiproliferacdo?
BK, NO?

Vasodilatagdo?

Figura 3. Representagdo esquematica do sistema renina-angiotensina. O angiotensi-
nogeénio, sintetizado maioritariamente no figado e no tecido adiposo, é o percursor da
Ang Il. Este percursor é convertido pela renina a angiotensina | que é dep0|s converti-
da a Ang Il por acgdo do enzima conversor da angiotensina (adaptado de® )

A activacado do RAS é extremamente importante tanto na iniciacdo como no estado

tardio da nefropatia diabética®'. Ratos com diabetes experimental apresentam um

|85,91 ,92

aumento de renina intra-rena , expressdo de mRNA para renina e angiotensino-

génio, aumento da expressdo do enzima conversor da angiotensina® e da concentra-

|93

¢ao de Ang Il no intersticio renal™, o que sugere activagéo local do RAS. A infusdo
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aguda de Ang Il, em doses suficientes para alterar a hemodinamica renal, ndo induz
proteintria®. No entanto, um aumento continuo de Ang Il intrarenal em doses sub-
pressoras induz proteindria e lesdo progressiva da barreira de filtragdo glomerular®°,
por acumulacédo de matriz extracelular via estimulacdo da producao de factor de cres-
cimento tumoral $%. Estudos in vitro demonstram uma expressdo aumentada de Ang Il
em células mesangiais e tubulares em resposta a glicose®" .

A intervencgéao farmacoldgica dirigida para o bloqueio das acg¢des da Ang Il tem sido
uma abordagem terapéutica importante em doentes diabéticos. A resposta hemodina-
mica renal ao bloqueio das ac¢bdes da Ang Il, com inibidores do enzima conversor da
angiotensina ou com antagonistas do receptor AT, da Ang I, é variavel devido a dimi-
nuicdo da pressao arterial, que pode iniciar mecanismos de compensacao renal. As
guidelines actuais recomendam o uso de bloqueadores do RAS em doentes diabéticos
por promoverem renoprotec¢do, independente da diminuicdo da pressdo arte-
rig[®":72:99:100.101.102103 '3 ;50 de inibidores do enzima conversor da angiotensina dilata a
arteriola eferente e reduz a presséo glomerular'®, diminui a proteindria e atenua as

alteragdes estruturais glomerulares'®.

1.5. INTERACCOES ADENOSINA-ANGIOTENSINA |l E NEFROPATIA

DIABETICA

Existe uma dependéncia mutua e cooperagdo entre a adenosina e a Ang Il para
produzir vasoconstricao na arteriola aferente. Num estudo feito em arteriolas aferentes
isoladas observou-se que a resposta contractil a combinag&o de adenosina e Ang Il €
superior & soma dos efeitos de cada um destes farmacos'®. Isto indica a existéncia de
sinergismo para produzir contracgéo, apesar de cada um dos agentes poder provocar
vasoconstricdo arteriolar renal independentemente. A ac¢do vasoconstritora da ade-
nosina enddégena e exdgena pode ser antagonizada por antagonistas do receptor AT,
da Ang 1'% Ratos knockout para o receptor AT, da Ang Il tém uma resposta
vasoconstritora reduzida quando estimulados por agonistas de receptores A;'°. Ratos
knockout para o receptor A; da adenosina demonstram menor efectividade da angio-

tensina Il para contrair a arteriola aferente e para reduzir a GFR'°.
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A adenosina inibe a libertacdo de renina pelas células justaglomerulares'" e este
efeito é potenciado quando o RAS é activado''?. Em ratos knockout para o receptor A,
da adenosina, verifica-se um aumento da renina plasmatica e um bloqueio do meca-
nismo de TGF*3. O antagonismo nao selectivo dos receptores da adenosina pela 1,3-

113

dipropil-8-sulfofenilxantina (DPSPX) causa hipertensdo’ ' com aumento da actividade

da renina plasmatica'’* e da concentragdo plasmatica de Ang II'"®

. A hipertenséo indu-
zida pelo DPSPX é semelhante & causada por doses subpressoras de Ang I1'"®. Estes
factos sugerem o envolvimento do RAS no desenvolvimento da hipertensdo causada
pelo DPSPX e reforcam a hipotese de a adenosina funcionar como um importante freio

do RAS.

1.6. OBJECTIVOS

O trabalho experimental realizado no &mbito desta dissertacado teve como objecti-
VOs:

— implementar um método para avaliagdo da GFR;

— caracterizar os efeitos da 2CADO na fungao renal de ratos com diabetes induzi-
da experimentalmente por injeccdo de STZ, e avaliar se estes efeitos poderdo estar

relacionados com alteragdes da actividade do RAS renal.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. ANIMAIS E INDUGAO DA DIABETES

Durante o estudo foram usados ratos Wistar, machos (Charles River, Barcelona),
com peso corporal compreendido entre 240-300 g. Os animais foram mantidos em
condi¢des constantes de temperatura (21°C) e alternancia de exposigéo a luz (fotope-

riodos de 12 horas noite/12 horas dia) com acesso livre a agua e comida.

A diabetes foi induzida por injecgao intraperitonial de STZ (65 mg/Kg) dissolvida
em tampao citrato de sodio pH 4,5. Os animais controlo receberam uma injecgédo de
tampao citrato de sodio pH 4,5. Dois dias apds a injecgao de STZ foi avaliada a glice-
mia, apés um jejum de 5 h, em amostras de sangue obtidas por pungcdo de uma veia
da cauda; foram considerados diabéticos os animais com glicemia superior a 270
mg/dL.

2.2. IMPLEMENTACAO DE UM METODO PARA AVALIACAO DA TAXA DE
FILTRACAO GLOMERULAR

2.2.1 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (diabéticos 50 mg/Kg;
controlo 60 mg/Kg; i.p.). Os animais foram colocados numa mesa com temperatura
controlada (37°C) e traqueostomizados, para facilitar a respiragdo espontanea. Foram
cateterizadas (PE10 conectado a PE50) a artéria aorta através da artéria femoral
esquerda, para recolha de amostras de sangue, e a veia femoral esquerda para infu-
séo continua de soro fisiolégico contendo pentobarbital sédico (20 mg/Kg/h) e inulina.
A bexiga foi exposta, por incisdo abdominal, e canulada para recolha de amostras de
urina; a uretra foi ligada de modo a assegurar uma recolha completa. Os procedimen-

tos cirurgicos demoraram, em média, ndo mais do que 60 min por cada rato.
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2.2.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os protocolos experimentais estdo esquematizados na figura 4. Os animais foram
sujeitos a um periodo de estabilizagdo de 60 min, ao fim do qual se esvaziou a bexiga.
A partir deste momento, foram colhidas amostras de urina a intervalos constantes (20
min). No meio dos intervalos de colheita das amostras de urina foram colhidas amos-
tras de sangue (+ 300 plL) para seringas contendo heparina (5.000 U.l./mL). As amos-
tras de sangue foram centrifugadas (13.000 rpm, 15 min, 4°C) imediatamente apods a
colheita, e o plasma sobrenadante foi separado e armazenado a -80°C. As amostras

de urina foram também armazenadas a -80°C.

Para optimizar o protocolo experimental, foram testadas diferentes concentragbes

de inulina, ritmo de infusdo e duracgao do tratamento com STZ:

1) Protocolo 1: Inulina 1,5%
Ritmo de infusdo: 45 yL/min

Ratos controlo

2) Protocolo 2: Inulina 10%
Ritmo de infus&o: 45 uL/min

Ratos controlo e ratos diabéticos (7 dias)

3) Protocolo 3: Inulina 10%
Ritmo de infusdo: 20 uL/min + 30 min a 400 uL/min (expansao
de volume)

Ratos controlo e ratos diabéticos (14 dias)

4) Protocolo 4: Inulina 10%
Ritmo de infus&o: 20 uL/min

Ratos controlo e ratos diabéticos (14 dias)
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Esvaziar bexiga
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Figura 4: Representagdo esquematica da recolha de amostras de sangue (S) e urina (U): A — protocolos 1, 2 e 4;
B — protocolo 3.

2.2.3 DOSEAMENTOS

A glicemia foi quantificada por método colorimétrico com deteccgéo electroquimica
usando um auto-analisador (Freestyle mini, ABBOTT, EUA). A concentragdo plasmati-

ca e urinaria de inulina foi quantificada usando o método de Heyrovsky'"’

com ligeiras
alteragdes. A 100 yL de plasma diluido (1:5), adicionaram-se 400 yL de acido triclo-
roacético 15% para precipitar as proteinas. Apds centrifugagéo (4.000 rpm, 8 min,
4°C), a 100 yL de sobrenadante foram adicionados 50 pL de acido B-indolilacético 5
mg/mL (em etanol 96%) e 1 mL de acido cloridrico 37%. Apds incubagdo durante 60
min a 37°C, realizou-se a leitura da absorvancia a 530 nm. As amostras de urina foram
diluidas (1:400) e a concentragao de inulina quantificada usando o protocolo descrito
para as amostras de plasma. Foram preparados padrées (0, 20, 40, 60, 100 pg/mL),
na matriz da amostra correspondente, que foram processados do mesmo modo. Para
determinar a concentracdo de inulina em cada amostra, os valores de absorvancia

foram interpolados na respectiva curva padrao.
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2.2.4. CALCULO DA TAXA DE FILTRAGAO GLOMERULAR

A GFR foi calculada em cada periodo de clearance (conjunto de uma amostra de

sangue e a amostra de urina imediatamente seguinte) usando a férmula:

GFR = concentragdo inulina urindria (ug/ mlL)

— — x volume de urina (mL / min)
concentragdo inulina plasmdtica (ug/mlL)

2.2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados sob a forma de média + erro padrdo da média,
em que n corresponde ao numero de animais. A analise estatistica dos resultados foi
feita usando o Teste t de Student. Foram considerados significativos valores de p infe-

riores a 0,05.

2.3. EFEITO DA 2-CLOROADENOSINA SOBRE A LESAO RENAL EM ANIMAIS
cOM DIABETES EXPERIMENTAL

2.3.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente distribuidos por quatro grupos experimentais:
animais controlo (CON), animais diabéticos (STZ), animais diabéticos tratados com
2CADO 2 mg/Kg (STZ + 2CADO2) ou 5 mg/Kg (STZ + 2CADO5). No dia 0 procedeu-
se a indugdo da diabetes (como descrito em 2.1), no dia 12 iniciou-se o tratamento
com 2CADO (7 dias) e no dia 19 os animais foram sacrificados. O protocolo experi-
mental esta esquematizado na figura 5. A 2CADO foi administrada recorrendo a mini-

bombas osméticas implantadas intraperitonialmente (Alzet modelo 2ML1; Alza, Palo
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Alto, CA, USA), que permitiram uma infusdo constante (10 yL/h) e continua durante 7
dias. O reservatorio das mini-bombas osméticas foi preenchido com solugdo de
2CADO e as mini-bombas colocadas em soro fisiologico durante 4h, a 37°C, com agi-
tacao, para estabilizagdo do ritmo de infusdo. Os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (50 mg/Kg; i.p.) e as mini-bombas implantadas na cavidade peri-
tonial, através de uma incisao feita na pele e na massa muscular subjacente, na zona
média da parede abdominal. A incisdo foi suturada por planos. Depois do recobro
anestésico, os animais voltaram a ter acesso livre a agua e comida. Os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas dois dias antes dos dias 0, 12 e 19 para se acostu-
marem ao ambiente. Nos dias 0, 12 e 19 foram colhidas amostras de urina de 24 h
(armazenadas a -80°C para posterior analise) e foi quantificada a comida e a agua
ingeridas no mesmo periodo. No dia 18 foram colhidas amostras de urina de 24 h para
matrazes contendo 0,6 mL de agua destilada, 50 ug de pepstatina A, 10 mg de azida
de sédio, 300 nmol de enalapril e 125 pmol de EDTA para parar a conversdo e a
degradagao de angiotensinogénio. Estas amostras foram armazenadas a -80°C para
posterior quantificagdo da concentragdo de angiotensinogénio. No final do estudo (dia
19) os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (diabéticos 50 mg/Kg;
controlo 60 mg/Kg, i.p.) e foi colhido sangue do ventriculo esquerdo, para tubos con-
tendo heparina (5.000 U.l./mL). Apds centrifugagéao imediata (3.000 rpm, 20 min, 4°C)

o plasma sobrenadante foi armazenado a -80°C para posterior analise.

Gaiolas Metabdlicas Gaiolas Metabolicas Gaiolas Metabdlicas
d-2 d-1 do d2 d10 d11 d12 d17 d18 d19

' Verificar glicemia ' '

Indugéo da Diabetes Inicio da infus&o de 2-cloroadenosina Sacrificio

Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo de avaliagdo do efeito da 2-cloroadenosina.sobre a lesdo renal em
animais com diabetes experimental. d = dia.
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2.3.2 DOSEAMENTOS

A glicose foi quantificada pelo método colorimétrico da glucose oxidase (Glucose
PAP 100; HORIBA ABX Diagnostics). As proteinas urinarias totais foram quantificadas
usando um teste fotométrico com vermelho de pirogalol (Urinary Proteins CP, HORIBA
ABX Diagnostics) e as proteinas plasmaticas totais foram quantificadas pelo método
colorimétrico da reacgéo do biureto (Total Protein 250; HORIBA ABX Diagnostics). A
creatinina plasmatica e urinaria foi quantificada pelo método colorimétrico de Jaffé
(Creatinine 80; HORIBA ABX Diagnostics) e a ureia foi quantificada por ultravioleta
usando o teste enzimatico da urease/glutamato desidrogenase (Urea 80; HORIBA
ABX Diagnostics). Todas as quantificagdes foram realizadas usando um multianalisa-
dor (Cobas Mira — Roche). O angiotensinogénio urinario foi quantificado por ELISA
dupla sandwich usando um kit comercial (Rat Total Angiotensinogen Assay Kit; IBL).

2.3.3 CALCcULO DA CLEARANCE DE CREATININA

A clearance de creatinina (CL) foi calculada usando a formula:

CL - concentragdo creatinina urindria (mg/dL)

= — — x volume de urina (mL/ min)
concentragdo creatinina plasmatica (mg/dL)

2.3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados sob a forma de média + erro padrdo da média,
em que n corresponde ao numero de animais. A analise estatistica dos resultados foi
feita usando: Teste t de Student para comparagao entre animais controlo e animais
diabéticos; comparagdes multiplas seguidas do teste Bonferroni para avaliar diferen-
¢as dentro dos grupos em diferentes momentos; comparagées multiplas seguido do
teste Dunnett para comparagdo do grupo de animais diabéticos com os grupos de
animais diabéticos tratados com 2CADO. Foram considerados significativos valores de

p inferiores a 0,05.
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2.4. REAGENTES E SOLUCOES

Tampéao citrato de sodio: citrato de so6dio 0,1 M + HCI 1 M (1:3), pH 4,5. O acido
B-indolilacético foi recristalizado em etanol.

Estreptozotocina, inulina, 2-cloroadenosina, pepstatina A, azida de sodio, ena-
lapril e pentobarbital sédico foram obtidos da Sigma-Aldrich. Acido B-indolilacético,
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), acido cloridrico e citrato de sodio foram

obtidos da Merck. A heparina foi obtida da Winthrop.
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3. RESULTADOS

A injeccdo de STZ causou um aumento da glicemia ao fim de 48h. Foram consi-

derados diabéticos os animais com glicemia em jejum superior a 270 mg/dL.

3.1. IMPLEMENTACAO DE UM METODO PARA AVALIACAO DA TAXA DE

FILTRACAO GLOMERULAR

Os valores da GFR obtidos em animais controlo com uma infusdo de inulina a
1,5% a um ritmo de 45 pL/min (protocolo 1) apresentaram uma ordem de grandeza

nao concordante com o descrito na literatura (figura 6)

0.03

0.02-

0.01+

GFR (mL/min/100g)

0.00 T T T T
C1 C2 C3 C4

Figura 6: Taxa de filtragdo glomerular (GFR, mL/min/100g), de
ratos controlo nos quatro periodos de clearance (C1, C2, C3 e

C4). Resultados expressos como média + erro padrdo da
média; n = 3.

Quando se mudou a concentragao de inulina infundida para 10 % (protocolo 2), a
ordem de grandeza da GFR passou a estar de acordo com o descrito na literatura
para animais controlo. Nestas condi¢gdes experimentais (protocolo 2) ndo se verifica-

ram diferencas entre a GFR do grupo de animais diabéticos 7 dias apds injeccao de
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STZ e do grupo de animais controlo (figura 7). No que diz respeito ao volume de urina

excretado e as concentragdes urinarias e plasmaticas de inulina (tabela 1) os resulta-

dos também foram semelhantes entre o grupo de animais diabéticos e o grupo de

animais controlo.

GFR (mL/min/100g)

N

—

0

1 CON
[ STz

c1

[L0A ol

Figura 7: Taxa de filtragdo glomerular (GFR, mL/min/100g), em ratos diabéticos, 7 dias
apds a indugdo de diabetes e em ratos ndo diabéticos (CON), nos quatro periodos de
clearance (C1, C2, C3 e C4). Resultados expressos como média + erro padrdo da média;
CONNn=3;STZn=5.

Tabela 1: Volume de urina (U, mL/min), concentragdo de inulina na urina ([U], ug/mL) e no plasma ([P],
pg/mL), em ratos diabéticos 7 dias ap6ds a indugéo de diabetes (STZ) e em ratos ndo diabéticos (CON), nos
quatro periodos de clearance (C1, C2, C3 e C4). Concentracdo de inulina infundida: 10%.

CON STZ
U (mL/min) [U] (ug/mL) [P](pug/mL) | U (mL/min) [U] (ug/mL) [P] (ug/mL)
C1 0,02+0,00 3054+ 372 017+0,00 | 0,02+0,00 28,92+3,49 0,15+0,01
C2 0,02+0,00 3540+4,22 0,17+0,02 | 0,02+0,00 30,84+3,46 0,15+0,01
C3 0,02+0,00 3787+320 0,20+0,02 | 0,01+0,00 38,42+572 0,18+0,01
C4 0,02+0,00 3323+7,41 0,22+0,01 0,01+0,00 37,80+2,36 0,18 +0,01

Resultados expressos como média + erro padrdo da média; CON n = 3; STZn = 5.

Na figura 8 estdo representados os valores da GFR, obtidos com o protocolo 3.

Neste protocolo infundiu-se uma solugdo de inulina a 10% a animais controlo e a

animais diabéticos 14 dias apds a indugéo de diabetes com STZ. O ritmo de infusao

foi de 20 pyL/min, tendo-se feito uma expansao de volume durante 30 min (ritmo de
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infusdo 400 pL/min; C3). Antes da expansao de volume (C1 e C2), o grupo de ani-
mais com diabetes experimental apresentou uma GFR superior a dos animais contro-
lo. Durante a expansédo de volume e no periodo de clearance seguinte (C3 e C4, res-
pectivamente) a GFR foi semelhante entre o grupo de animais diabéticos e o grupo
de animais controlo. Apds a expansao de volume (C5 a C7), o grupo de animais dia-

béticos apresentou uma GFR inferior a do grupo controlo.
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Figura 8: Taxa de filtragdo glomerular (GFR, mL/min/100g) em ratos diabéticos 14 dias ap6s a indugdo de
diabetes (STZ) e em ratos néo diabéticos (CON). Foram efectuados sete periodos de clearance (C1, C2,
C3, C4, C5, C6 e C7). No periodo correspondente a C3 efectuou-se expansdo de volume. Resultados
expressos como média + erro padrao da média; CONn=8;STZn=7; p<0,05; p<0,01;" p <. 0,001
vs CON.

No grupo de animais diabéticos 14 dias apods injecgao de STZ, o volume de urina
excretado, nos trés primeiros periodos de clearance (antes e durante a expansao de
volume) foi superior ao excretado pelo grupo de animais controlo (tabela 2). Apds a
expansao de volume (C4, C5, C6 e C7) o grupo de animais diabéticos excretou um
menor volume de urina do que o grupo de animais controlo (tabela 2). As concentra-
¢Oes de inulina no plasma e na urina foram semelhantes nos dois grupos em estudo,
nos varios periodos de clearance, com excepg¢ao de C5 e C6. Em C5 e C6, a concen-
tracao urinaria de inulina foi inferior no grupo de animais diabéticos, quando compa-

rada com a concentragéo observada no grupo de animais controlo (tabela 2).

Tabela 2: Volume de urina (U, mL/min), concentragdo de inulina na urina ([U], yg/mL) e no plasma ([U], pg/mL),
em ratos 14 dias apos a indugao de diabetes (STZ) e em ratos néo diabéticos (CON). Nos sete periodos de clea-
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rance (C1, C2, C3, C4, C5, C6 e C7). Em C3 efectuou-se uma expansdo de volume. Concentragdo de inulina
infundida: 10%.

CON STz

U (mL/min)  [U] (ug/mL)  [P](pug/mL) | U (mL/min) [U] (ug/mL)  [P] (ug/mL)
c1 002+000 8365+11,55 0,50+0,04 0,03 + 0,00* 88,30+ 11,35 0,39+0,10
c2 001+0,00 100,61+19,49 0,48+0,06 0,02+ 0,00 103,87 +16,10 0,47 +0,16
c3 0,03+0,00 92,34+10,17 0,51+0,07 | 0,04 +0,01** 84,31+ 10,09 0,54 £ 0,13
C4 0,05+0,00 50,91 +£7,85 0,40+ 0,05 | 0,03+0,01* 32,88 +2,58 0,49 + 0,23
c5 0,04+0,00 63,50+11,31 0,44 + 0,08 | 0,02 + 0,00** 33,02 £5,16* 0,41+£0,12
ce 004+000 5743+12,14 0,53+0,10 | 0,01 +£0,00** 28,40 +4,13* 0,38 £ 0,11
c7 003+0,00 62,19+1248 0,59+10,11 | 0,01 0,00 31,81 +5,90 0,50 + 0,15

Resultados expressos como média + erro padrdo da média. " p < 0,05, " p <0,01, " p < 0,001 vs basal; n = 8.

Quando se repetiram as condigdes experimentais definidas no protocolo 3, mas
apenas na fase anterior a expansao de volume (protocolo 4), o grupo de animais dia-
béticos 14 dias ap6s injecgdo de STZ, apresentou uma GFR semelhante a observada

para o grupo de animais controlo (figura 9).
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Figura 9: Taxa de filtragdo glomerular (GFR, mL/min/100g) em ratos 14 dias apoés a
indugdo de diabetes (STZ) e em ratos ndo diabéticos (CON). Foram efectuados trés
periodos de clearance (C1, C2 e C3). Resultados expressos como média + erro padrao
da média; CONn=8;STZn=7.

Se analisarmos os valores de volume de urina excretado e as concentragdes uri-
narias e plasmaticas de inulina (tabela 3) verificamos que, no primeiro periodo de
clearance (C1), o volume de urina excretado pelo grupo de animais diabéticos foi
superior ao excretado pelo grupo de animais controlo. Nos restantes periodos de

clearance (C2 e C3) o volume de urina excretado pelo grupo de animais diabéticos foi
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semelhante ao excretado pelo grupo de animais controlo. A concentragdo de inulina
na urina foi superior no grupo de animais diabéticos, nos dois primeiros periodos de
clearance (C1 e C2), enquanto que no ultimo periodo (C3) a concentragéo de inulina
urinaria foi semelhante nos dois grupos em estudo. A concentragao de inulina plas-
matica, no primeiro periodo de clearance (C1), foi superior no grupo de animais dia-
béticos. Nos dois ultimos periodos de clearance (C2 e C3) a concentragéo de inulina

plasmatica foi semelhante nos dois grupos em estudo.

Tabela 3: Volume de urina (U, mL/min), concentragdo de inulina na urina ([U], pg/mL) e no plasma ([U], pg/mL),
em ratos diabéticos 14 dias apds a indugéo de diabetes (STZ) e em ratos controlo (CON). Nos trés periodos de
clearance (C1, C2 e C3). Concentragdo de inulina infundida: 10%.

CON STz
U (mL/min) [U] (ug/mL) [P] (ug/mL) | U (mL/min)  [U] (ug/mL)  [P] (ug/mL)
c1 0,02+0,00 8920+11,21 0,31+0,03 | 0,03+0,00* 48,20+9,20* 0,57+0,120
Cc2 002+000 9493+13,056 035+0,04 | 0,02+0,00 48,84+11,38* 0,68+0,22
c3 0,01+£0,00 8363+13,22 0,50+0,07 | 0,01£0,00 54,32+15,34 0,92 +0,33

Resultados expressos como média + erro padréo da média. ' p < 0,05 vs basal, n= 8.

3.2. EFEITO DA 2-CLOROADENOSINA SOBRE A LESAO RENAL EM ANIMAIS
cOoM DIABETES EXPERIMENTAL

Na figura 10 esta representada a variagdo do peso corporal, da ingestdo de comi-
da e de agua e a excregao urinaria dos diferentes grupos de animais ao longo do
estudo. O grupo STZ apresentou um peso corporal inferior ao do grupo CON, tanto
no dia 12 como no dia 19. No grupo CON, observou-se um aumento do peso dos
animais, nos dias 12 e 19, em relagdo ao inicio do estudo. Nos restantes grupos
experimentais nao se verificou este aumento do peso corporal, que se manteve cons-
tante ao longo do estudo. No final do estudo (dia 19), o grupo STZ+2CADQO5 apre-
sentou um peso corporal superior ao grupo STZ. O tratamento com 2CADO2 nao
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alterou o perfil de evolugdo do peso corporal observado no grupo STZ. No que diz
respeito aos restantes parametros, o grupo STZ ingeriu mais comida e agua e excre-
tou mais urina do que o grupo CON, quer no dia 12 quer no dia 19. No grupo CON, a
ingestao de comida e de agua e a excregéo urinaria mantiveram-se constantes ao
longo do tempo. No grupo STZ verificou-se um aumento da ingestdo de comida e de
agua e da excrecao urindria no dia 12 que se manteve no dia 19. A administracéo de
2CADO2 néao alterou o perfil do grupo STZ. A administragcdo de 2CADO5 atenuou o
aumento da ingestdo de comida e de agua e da excrec¢ao urinaria observado no gru-
po STZ. No dia 19, o volume de urina do grupo STZ+2CADOS5 foi inferior ao do grupo
STZ.

No grupo STZ a excregao urinaria de glicose (figura 11 A) foi superior a do grupo
CON, quer no dia 12 quer no dia 19. No grupo CON, a excregao de glicose manteve-
se constante ao longo do tempo. No grupo STZ verificou-se um aumento da excregéo
de glicose urinaria no dia 12, que se manteve no dia 19. Este perfil ndo foi alterado
pela administracdo de 2CADO2. A administragdo de 2CADO na dose de 5 mg/kg ate-
nuou a excregdo urinaria de glicose. Este efeito foi observado no grupo
STZ+2CADOS5 do dia 12 para o dia 19, e entre o grupo STZ e o grupo STZ+2CADOS5,
no dia 19. Na figura 11 B esta representada a concentracao de glicose plasmatica no
final do estudo. O grupo STZ apresentou uma concentragdo de glicose plasmatica
marcadamente elevada, quando comparado com o grupo CON. O tratamento com
2CADO2 néo alterou o perfil apresentado pelo grupo STZ. No grupo de animais trata-
dos com 2CADO5 a concentragéo de glicose plasmatica foi inferior a do grupo STZ.

Na figura 12 encontra-se representada a excregao urinaria de proteinas ao longo
do estudo e a concentragao plasmatica de proteinas no final do estudo. O grupo STZ
excretou mais proteinas do que o grupo CON quer no dia 12, quer no dia 19. No gru-
po CON, a excrecédo urinaria de proteinas manteve-se constante ao longo do tempo.
No grupo STZ, a excregdo urinaria de glicose aumentou no dia 12 e este aumento
manteve-se no dia 19. A administragdo de 2CADO2 nao alterou este perfil. No grupo
STZ+2CADO5 observou-se normalizagdo da excrecdo urinaria de proteinas. No fim
do estudo, a concentracao de proteinas plasmaticas (figura 12 B) do grupo STZ era
inferior a do grupo CON. O perfil apresentado pelo grupo STZ nao foi alterado pela

administracdo de 2CADO, nas duas doses em estudo.
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Figura 10: Apresentagdo de resultados do estudo metabolico. A) Variagdo de peso (g); B) ingestdo de comida
(g/24h); C) ingestao de bebida (mL/24h); D) excregdo urindria (mL/24h) ao longo do protocolo, nos varios grupos em
estudo: animais controlo (CON), animais com diabetes experimental (STZ), animais com diabetes experimental trata-
dos com 2-cloroadenosina 2 mg/Kg (STZ + 2CADO2) e animais com diabetes experimental tratados com 2-
cloroadenosina 5 mg/Kg (STZ + 2CADOS). Resultados expressos como média + erro padrao da média; B — basal
d12 —dia 12, d19 —dia 19; n = 4-9; p<001) p < 0,001vs basal; p<005 ##p<001 p <0,001vs d12; % p <
oosaap<oo1“ap<ooo1vsamnmo ®p<0,05," p < 0,01 vs STZ.
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Figura 11: A) Excregdo urinaria de glicose (mg/Kg/24h) ao longo do protocolo e B) concentra-
¢ao plamatica de glicose (mg/dL) no final do estudo (dia 19), ao longo do protocolo, nos varios
grupos em estudo: animais controlo (CON), animais com diabetes experimental (STZ), animais
com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina 2 mg/Kg (STZ + 2CADO2) e animais
com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina 5 mg/Kg (STZ + 2CADO5). Resulta-
dos expressos como média + erro padrdo da média; B — basal, d12 — dia 12, d19 — dia 19; n =
4-9; 'p<0,05 "p<0,01 " p<0,001 vs basal; #p < 0,01 vs d12; ** p < 0,001 vs controlo; °
p<0,05, ®* p<0.001 vs STZ.
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Figura 12: A) Excrecéo urinaria de proteinas (mg/Kg/24h) ao longo do protocolo e B) concen-
tragédo plamatica de proteinas (g/dL) no final do estudo (dia 19), nos varios grupos: animais nao
diabéticos (CON), animais com diabetes experimental (STZ), animais com diabetes experimen-
tal tratados com 2-cloroadenosina 2 mg/Kg (STZ + 2CADO2) e animais com diabetes experi-
mental tratados com 2-cloroadenosina 5 mg/Kg (STZ + 2CADOS5). Resultados expressos como
média + erro padrdo da média; B — basal, d12 — dia 12, d19 — dia 19; n = 4-9; "p < 0,01, " p <
0,001vs basal; *p < 0,05 vs d12; ® p < 0,05, * p < 0,01, *@ p < 0,001 vs controlo; ® p<0,05 vs
STZ.
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Em relagdo aos valores de creatinina, o grupo STZ apresentou uma excregao uri-
naria de creatinina superior a do grupo CON, quer no dia 12 quer no dia 19 (figura 13
A). No grupo de animais CON a excre¢do urinaria de creatinina manteve-se constante
ao longo do estudo. No grupo de animais STZ verificou-se um aumento da excregéo
urinaria de creatinina no dia 12, que se manteve no dia 19. O grupo STZ+2CADO2
apresentou o mesmo perfil. No grupo de animais STZ+2CADQO5 a excregéo urinaria
de creatinina n&o variou ao longo do estudo. Nao se observaram diferengas na crea-
tinina plasmatica entre os grupos estudados (figura 13 B). No que diz respeito a clea-
rance da creatinina (figura 13 C), o grupo STZ apresentou uma clearance de creatini-
na superior a do grupo CON e o tratamento com 2CADO, nas duas doses em estudo,

nao alterou o perfil apresentado pelo grupo STZ.
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Figura 13: A)Excregdo urinaria de creatinina (mg/Kg/24h) ao longo do estudo, B) concentragdo
plasmatica de creatinina (mg/dL) e C) clearance de creatinina (mL/min), no final do estudo (dia 19),
nos varios grupos em estudo: animais controlo (CON), animais com diabetes experimental (STZ),
animais com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina 2 mg/Kg (STZ + 2CADQO2) e ani-
mais com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina 5 mg/Kg (STZ + 2CADOQO5). Resulta-
dos expressos comgﬁmédia + erro padrao da média; B — basal, d12 — dia 12, d19 — dia 19; n = 4-9;” p
<0,05 p<a0,01, p<0,001vs basal; *** p < 0,001, ** p < 0,01 vs controlo.
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Na figura 14 encontra-se representada a excregado urinaria de ureia durante o
estudo e a concentragéo plasmatica de ureia no final do estudo. O grupo STZ excre-
tou mais ureia do que o grupo CON, no dia 12 e no dia 19. No dia 19, observou-se
um aumento da excregdo de ureia no grupo CON. O grupo STZ apresentou um
aumento da excregdo urinaria de ureia no dia 12, que se acentuou no dia 19. Nos
grupos que a que foi administrada 2CADO também se verificou um aumento da
excrecao urinaria de ureia no dia 12, mas este aumento manteve-se no dia 19. O
grupo STZ apresentou uma maior concentragéo plasmatica de ureia em relagéo ao

grupo CON. A administragdo de 2CADO nao alterou o perfil verificado no grupo STZ.
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Figura 14: A) Excrecgao urinaria de ureia (mg/Kg/24h) ao longo do protocolo e B) concentragédo plasmatica de
ureia (mg/dL) no final do estudo (dia 19), nos varios grupos em estudo: animais controlo (CON), animais com
diabetes experimental (STZ), animais com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina 2 mg/Kg
(STZ + 2CADO2) e animais com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina 5 mg/Kg (STZ +
2CADOS5). Resultados expressos como média + erro padréo da média; B — basal, d12 — dia 12, d19 - dia 19;
n=4-9; p<0,05 " p<0,001vs basal;*p < 0,05 vs d12;** p < 0,01, ** p < 0,001 vs controlo.
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Finalmente, na figura 15 encontra-se representada a excregao urinaria de angio-
tensinogénio no dia 19. O grupo STZ apresentou uma excregao urinaria de angioten-
sinogénio superior a do grupo CON. O tratamento com 2CADO, nas duas doses em
estudo, n&o alterou o perfil apresentado pelo grupo STZ.
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Figura 15: Excregdo urinaria de Angiotensinogénio (ng/Kg/24h) nos varios grupos
em estudo: animais controlo (CON), animais com diabetes experimental (STZ),
animais com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina 2 mg/Kg (STZ
+ 2CADO?2) e animais com diabetes experimental tratados com 2-cloroadenosina
5 mg/Kg (STZ + 2CADO5). Resultados expressos como média + erro padrdo da
média; B — basal, d12 — dia 12, d19 — dia 19; n = 4-9; *° p < 0,001 vs controlo.
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Discusséo e Conclusao

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os principais resultados do trabalho experimental desenvolvido no contexto desta
dissertacdo mostram, pela primeira vez, que a 2CADO é capaz de influenciar favora-
velmente o desenvolvimento da nefropatia diabética, nomeadamente por normalizar a
proteinuria e atenuar a glicosuria e a uremia. Além disso, foi também observado pela
primeira vez que ratos com diabetes experimentalmente induzida por injecgdo de STZ

excretam mais angiotensinogénio do que ratos controlo.

Esta dissertagdo é parte de um projecto mais abrangente que visa clarificar as inte-
racgoes entre a adenosina e a Ang Il no contexto da nefropatia diabética.

A nefropatia diabética é a principal causa de faléncia renal e € um importante fac-
tor de morbilidade e mortalidade associadas a diabetes (ver introdug&o). A adenosina
modula a fungéo renal e as suas acgdes podem representar uma importante defesa no
contexto da nefropatia diabética. Na fase inicial da diabetes a produgao renal de ade-
nosina é superior & de animais controlo®® e a sensibilidade vascular renal & mesma
esta aumentada®. A administracdo de dipiridamole, um inibidor da recaptacéo de ade-
nosina, a ratos diabéticos aumenta o TGF®2, previne a hiperfiltragdo glomerular, reduz
a polidria e a proteindria e normaliza a excrecdo de sddio e potassio®. Na lesdo glo-
merular, as células mesangiais replicam e aumentam a producao de matriz extracelu-
lar proteica. As células mesangiais expressam receptores A, e A, da adenosina®. A
activagéo de receptores A, causa contracgdo das células mesangiais®’. A activagéo de
receptores Ao inibe a proliferagdo celular mesangial58. Além disso, a activagido dos
receptores A; aumenta o consumo de glicose pelos tecidos e a sintese de glicogénio,
diminuindo a glicose plasmatica em animais com diabetes experimental tipo 1°*. Ainda
que indirectamente, o controlo da glicemia pela adenosina pode também contribuir
para retardar o desenvolvimento e/ou a progressao da nefropatia diabética.

A activacdo do RAS contribui de forma marcada para o desenvolvimento da nefro-
patia diabética®’. Ratos com diabetes experimental apresentam activacdo do RAS
renal®'"%91929 Um aumento continuo de Ang Il intrarenal em doses subpressoras

induz proteindria e lesdo progressiva da barreira de filtragdo glomerular®>®°

por acumu-
lagado de matriz extracelular®. Em resposta a glicose, verifica-se um aumento da Ang ||
em células mesangiais e tubulares®*®. O uso de inibidores do enzima conversor da
angiotensina dilata a arteriola eferente e reduz a pressao glomerular'®, diminui a pro-

teinlria e atenua as alteragdes estruturais glomerulares'®. Os inibidores do enzima
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conversor da angiotensina e os antagonistas dos receptores AT, da Ang Il sdo actual-
mente recomendados em doentes diabéticos, independentemente do valor de presséo
arterial destes doentes™"%.

As acgbes da adenosina e da Ang Il estdo directa e indirectamente relacionadas.
As accgdes vasoconstritoras da adenosina e da Ang Il estdo diminuidas quando uma
delas ndo estd presente®!9107108.109 " A" 5denosina inibe a libertagdo de renina®.
Sabe-se que o antagonismo dos receptores da adenosina causa hipertensao com acti-

S113,115,114

vacao do RA e que a inibicdo da recaptacdo de adenosina previne as altera-

¢bes renais resultantes da diabetes®®. A activagdo inapropriada da Ang Il renal é tida

como sendo um factor determinante no desenvolvimento da lesdo renal”>""120,

Tendo em conta esta evidéncia, um estudo aprofundado da interacgdo entre a
adenosina e a Ang Il pode contribuir para melhor elucidar o desenvolvimento da nefro-

patia diabética.

4.1. IMPLEMENTACAO DE UM METODO PARA AVALIACAO DA TAXA DE
FILTRACAO GLOMERULAR

Para quantificar a GFR é frequentemente usada a clearance da inulina uma vez
que esta substancia é livremente filtrada pelo glomérulo e ndo sofre reabsor¢ao ou
secregao ao longo do nefronio. Como nao existia no laboratério nenhuma metodologia
para quantificacdo da GFR, comegamos por implementar uma técnica que o permitis-
se. Em cada rato foi colocado um cateter na artéria aorta, para colheita de amostras
de sangue, um cateter na veia femoral, para infusdo continua de anestésico e de inuli-
na, e um cateter na bexiga, para colheita de amostras de urina. A clearance da inulina
foi, entdo, calculada a partir das concentragdes urinaria e plasmatica da mesma, e da
taxa de formagao de urina.

A inulina pode ser doseada por espectrofotometria ou por cintilografia liquida. A
determinagdo espectrofotométrica da inulina € um processo barato, simples e sem
requisitos especiais de manuseamento, mas demorado e que exige um volume grande

de amostra'?"'?2""7_Este problema pode ser ultrapassado usando [*H]-inulina ou ["C]-
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inulina, quantificadas por cintilografia liquida. No entanto, a contaminagéo resultante
da radioactividade obriga a uma manipulagdo cuidada e restrita da mesma. Além dis-
S0, 0s custos inerentes ao uso de isétopos radioactivos sdo muito elevados. Optamos

por isso usar a inulina nao radioactiva.

Comegamos por testar (protocolo 1), em animais controlo, a infusdo de uma solu-
¢do de inulina a 1,5% a um ritmo de infusdo de 45 uL/min'?. Verificamos que nestas
condi¢des experimentais os valores obtidos para a GFR apresentaram uma ordem de
grandeza aproximadamente 100 vezes inferior ao descrito na literatura®®. Este resul-
tado podia estar relacionado com uma baixa concentragdo de inulina infundida. As
solugdes de inulina tém um baixo coeficiente de difusdo'*o que faz com que sejam
necessarios longos periodos para atingir o equilibrio nos compartimentos extracelula-
res'”®. A dose de 1,5 % pode n3o ter sido suficiente para que esse equilibrio fosse
atingido em tempo util para o protocolo experimental. Na literatura ha uma grande
variedade na concentragdo de inulina infundida. Decidimos usar uma concentracdo
superior, 10% '8, de modo a atingir o equilibrio mais rapidamente. De facto, nas condi-
¢Oes experimentais do protocolo 2, o grupo de animais controlo apresentou uma GFR

de acordo com o descrito na literatura.

Em seguida fomos avaliar, usando o mesmo protocolo (protocolo 2), a GFR 7 dias
apos a injecgao de STZ, porque ha evidéncia de que neste tempo ja ha hiperfiltragéo e
assim reduz-se o tempo do protocolo experimental. Nas condigbes experimentais des-
critas no protocolo 2, o grupo de animais diabéticos apresentou uma GFR semelhante
a do grupo de animais controlo. A diabetes induzida experimentalmente com STZ ¢

caracterizada, numa fase inicial, por hiperfiltragdo com subsequente proteindria'®™

e
lesdo estrutural glomerular”. Esta hiperfiltracdo desempenha um papel importante no
desenvolvimento da nefropatia diabética®*?°. Estudos em que é determinada a GFR ao
longo do tempo, descrevem que ao fim da primeira semana os animais diabéticos
apresentam ja uma GFR aumentada em relagdo a animais controlo. Este aumento
mantém-se até a quinta semana, a partir da qual diminui até voltar a atingir valores
semelhantes aos dos animais controlo’. A auséncia de hiperfiltracdo verificada no
grupo de animais diabéticos pode ter estado relacionada com a duragéo da diabetes.
Nos estudos em que se avalia a GFR, ha uma grande variabilidade no que diz respeito
a duracao da diabetes. Apesar de a escolha de 7 dias ser fundamentada, nas nossas
condigbes experimentais a lesdao glomerular pode nao ter sido suficiente para se tra-

duzir em diferengas entre os grupos, pelo menos no que diz respeito a GFR. Outra
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questao importante neste contexto esta relacionada com o facto de se observar diure-
se osmotica em animais diabéticos por injeccao de STZ, devido a elevada quantidade
de glicose presente no filtrado’. Esta diurese marcada traduz-se também em polidipsia
nestes animais’. Durante o procedimento cirtrgico (cerca de 60 min para cada animal)
os animais nao tiveram reposicao de fluidos. Esta privagdo pode ter desencadeado, no
grupo de ratos diabéticos, mecanismos compensatorios por forma a manter a homeos-
tasia, nomeadamente a retencao de liquidos com vista a manter a volémia e a pressao
arterial. O facto de o volume de urina excretado pelo grupo de animais tratados com
STZ ser igual ao volume excretado pelo grupo de animais controlo suporta esta hip6-
tese. Apesar de nos parecer que faria sentido infundir os grupos experimentais com
ritmos de infusao diferentes (grupo STZ superior ao grupo controlo), nenhum dos auto-

18,2083 refere infusdo a ritmos diferentes.

res consultados

Nesta altura as condigbes experimentais ainda ndo nos permitiam reproduzir o
descrito na literatura. O aumento da concentragdo de inulina infundida (de 1,5% para
10%) aproximou o valor de GFR do descrito na literatura, em animas controlo. No
entanto ndo se verificou a hiperfiltragdo caracteristica deste modelo experimental de
DM. Este facto pode ter estar relacionado com a duragcdo da diabetes e/ou com um
aporte insuficiente de fluidos. No protocolo 3 decidimos, entdo, aumentar a duragéo da
diabetes para 14 dias e usar um protocolo usado por colegas do laboratério em expe-
riéncias relacionadas com a natriurese. Este protocolo inclui uma expansao de volume.
Para tal, durante 30 min é infundido 20 vezes mais fluido, uma vez que em experién-
cias com animais acordados observamos que os animais diabéticos apresentam uma
ingestdo de agua e um volume de urina cerca de 20 vezes superior ao dos animais

controlo.

Nas condi¢gdes experimentais definidas para o protocolo 3, a GFR no grupo de
animais diabéticos foi superior a do grupo de animais controlo, antes da expanséao de
volume (C1 e C2). Este resultado, apesar de estar de acordo com o descrito na litera-
tura, surpreendeu-nos uma vez que o ritmo de infusao foi inferior ao testado nos proto-
colos anteriores (20 yL/min e 45 pL/min, respectivamente). Se o aporte insuficiente de
liquidos (protocolo 2) fosse a causa da auséncia de diferengcas na GFR entre os ratos
diabéticos e os ratos controlo, a redugao do ritmo de infusdo deveria ndo alterar os
resultados, ou, eventualmente, levar a uma diminuicdo da GFR nos ratos diabéticos,
em resultado de uma diminuigdo da taxa de formagao de urina. A decisdo de iniciar o

protocolo 3 com um ritmo inicial de 20 yL/min prendeu-se com o facto de durante a
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expansao de volume ser usado um volume 20 vezes superior ao inicial. Usando um
ritmo inicial de 45 yL/min teriamos de usar um ritmo de 900 uyL/min na fase da expan-
sdo, 0 que seria demasiado elevado. Além disso, este protocolo ja foi testado por
colegas do laboratério e reproduz os resultados esperados em termos de hiperfiltra-
¢a0'?. Durante e apds a expansdo de volume no grupo de animais diabéticos deixou
de se observar hiperfiltragdo. Durante a expanséo de volume o grupo de animais dia-
béticos apresentou uma GFR semelhante ao grupo de animais controlo. Apds expan-
sdo de volume a GFR do grupo de animais diabéticos é inferior a do grupo de animais
controlo. Estes resultados sugerem a existéncia de um mecanismo compensatorio do
grupo de animais diabéticos. Devido ao tempo decorrido até a fase de expanséo de
volume talvez haja retengédo de fluidos para manter a homeostase, facto suportado

pela diminuigdo da excregao de urina verificada.

Apesar de os resultados obtidos nos dois periodos de clearance (C1 e C2) do pro-
tocolo 3 serem dificeis de explicar (tendo em conta a sequéncia de protocolos testada
anteriormente — protocolos 1 e 2), eles reproduzem o descrito na literatura: GFR dos
ratos diabéticos superior a dos ratos controlo. Assim sendo, decidimos repetir o proto-
colo descrito anteriormente, mas sem a expansao de volume (protocolo 4). Ao contra-
rio do que se tinha verificado nas condi¢gbes experimentais do protocolo 3, o grupo de
animais diabéticos ndo apresentou hiperfiltragéo. Esta variabilidade e falta de reprodu-
tibilidade de resultados fez-nos por em causa o método usado para determinacdo de

GFR, nomeadamente a quantificagdo de inulina.

A inulina é de dificil dissolugdo em agua, sendo a sua solubilidade maxima de 3%
a 30°C'?" e de 35% a 90°C'*® (%pesol/volume). Em todas as experiéncias em que
usamos a solucao a 10 %, esta apresentava-se esbranquigada e turva, e ia depositan-
do ao longo do protocolo experimental. O aquecimento ndo permitiu obter uma solugéo
limpida. Em nenhum dos trabalhos em que a GFR é calculada com base na clearance
da inulina se referem as caracteristicas particulares da solugéo de inulina. Nao sabe-
mos se outros investigadores também se depararam com esta questdo, mas pode ser

a maior fonte de erro nos nossos resultados.

Tendo em conta os problemas descritos anteriormente, tornou-se necessario pen-
sar num novo método para quantificagdo da GFR. A quantificagdo por cintilografia
liquida € uma alternativa que poderia contornar as dificuldades que surgiram com a

inulina ndo radioactiva. Este método tem uma sensibilidade maior, o que permite a
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quantificagdo de inulina em volumes de amostras da ordem dos pL. O uso de [°H]-
inulina ou ["C]-inulina torna o processo de quantificagdo menos moroso e mais prati-
co, mas os custos s&o elevados e a contaminagao radioactiva obriga a uma manipula-
¢do cuidada e restrita. A [*H]-inulina é relativamente mais barata do que a ["*C]-inulina.
No entanto, a [*H]-inulina é menos estavel e sofre decomposicdo radioquimica. Estu-
dos cromatograficos demonstram que varios lotes de diferentes fornecedores podem
apresentar decomposicdo marcada'®'*. O perfil cromatografico encontrado indica
que existe radioactividade associada a fragmentos de polifructose com peso molecular
inferior ao da molécula original. Além disso, estudos de clearance em ratos demons-
tram que a clearance do isétopo *H decai ao longo da experiéncia, comparando com a
clearance de do isétopo "*C. O valor de GFR pode assim ser subestimado provavel-
mente devido a reabsorgao tubular e acumulagdo de fragmentos de baixo peso mole-

cular no plasma'®

. Apesar das recomendagdes de Windfeld, Jonassen e Christensen,
publicadas em 2003 em relagédo a fragmentagado da [*H]-inulina, continuam a ser publi-
cados trabalhos em que é usada como marcador da GFR. De modo a clarificar as
duvidas que tinhamos em relacdo ao uso de [°H]-inulina, entramos em contacto com
uma das investigadoras que usa este is6topo para determinar a GFR. Tomamos assim
conhecimento de que a inulina radioactiva deve ser dialisada (membrana com poros
de 1000 Da) de modo a remover os fragmentos mais pequenos e sO depois usada
para determinagédo da GFR. Este facto nunca é descrito na literatura. Segundo a expe-
riéncia do grupo de investigagédo contactado, a concentragdo de inulina n&o radioactiva
infundida tem de ser tdo elevada que causa diurese, podendo afectar a determinagao
da GFR. Outro dos factos de que tomamos conhecimento foi o uso de ritmos diferen-
tes para animais com diabetes experimental e animais nao diabéticos (10 mL/Kg/h e 5
mL/Kg/h, respectivamente)’’. Estes ritmos foram estabelecidos tendo em conta a per-
da de fluidos por via urinaria, pulmonar e cutanea (dados nao publicados). Esta ques-
tdo da infusdo a ritmos desde sempre nos pareceu pertinente mas, uma vez mais,
nunca é referido na literatura.

Na sequéncia deste contacto, foi recentemente possivel visitar o Department of
Medical Cell Biology da Universidade de Uppsala, Suécia. Durante esta visita toma-
mos conhecimento de um novo método de quantificacdo da GFR baseado no decai-
mento da radioactividade ou da fluorescéncia, apds injecgdo de um bdlus por via intra-
venosa (lIV), e posterior recolha de amostras de sangue (30-40 pL) de uma veia da
cauda, a intervalos de tempo definidos. Este procedimento elimina a cirurgia e a ins-
trumentacgéo praticadas com os protocolos anteriormente descritos, que eram proce-

dimentos morosos, que requeriam elevada destreza técnica e que impunham que o
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animal estivesse anestesiado, o que poderia alterar os valores da GFR. Além disso,
este método elimina também uma importante fonte de erro que é o ndo esvaziamento
completo da bexiga. O facto de o animal estar consciente durante todo o protocolo
torna a medi¢ao mais fisioldgica, além de ser possivel o seguimento dos animais estu-
dados em diferentes periodos de tempo. Tal como a inulina radioactiva, a inulina fluo-
rescente também tem de ser dialisada e é usada em pequenas quantidades, mas tem
a vantagem de ser mais barata e elimina o problema da contaminagéo radioactiva.
Esta troca de conhecimentos permitiu-nos definir um novo protocolo que sera testado

em breve.

4.2 EFEITO DA 2-CLOROADENOSINA SOBRE A LESAO RENAL EM ANIMAIS
coM DIABETES EXPERIMENTAL

Como ja foi referido, este estudo demonstra, pela primeira vez, que a 2CADO é
capaz de influenciar favoravelmente o desenvolvimento da nefropatia diabética,
nomeadamente por normalizar a proteinuria e atenuar a glicosuria e a uremia. Além
disso, foi observado pela primeira vez que ratos com diabetes experimentalmente

induzida por injecgdo de STZ excretam mais angiotensinogénio do que ratos controlo.

Com o objectivo de elucidar os efeitos da adenosina na nefropatia diabética foi rea-
lizado um estudo metabdlico. Neste estudo foi avaliado o peso corporal, a ingestao de
comida e bebida, o volume de urina excretado, a excregdo urinaria de glicose, protei-
nas, creatinina, ureia e angiotensinogénio, a concentragao plasmatica de glicose, pro-
teinas, creatinina e ureia, e foi também calculada a clearance da creatinina. Estes
parametros foram determinados em animais controlo (CON), em animais diabéticos
nao tratados (STZ) e em animais diabéticos tratados com 2CADO (STZ+2CADO). A
2CADO ¢ aproximadamente 50 vezes mais potente que a adenosina e nao € substrato
para a adenosina desaminase®. Assim sendo, a 2CADO é frequentemente usada para
estudar os efeitos da adenosina por ser um analogo estavel, ndo metabolizavel, que
activa os mesmos receptores. Esta descrito que a 2CADO diminui o fluxo sanguineo

renal, a fraccdo de filtracdo e a GFR em ratos anestesiados’.
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Quarenta e oito horas apos a indugao de diabetes por injecgdo de STZ, foram
quantificados os niveis plasmaticos de glicose. Como era de esperar, verificou-se um
aumento do valor de glicemia em jejum, nos animais injectados, o que confirma o
estado diabético. A hiperglicemia (valores superiores a 270 mg/dL) observada é carac-
teristica do modelo em estudo, sendo consequéncia da hipoinsulinemia resultante da
destruigdo das células B do pancreas’.

No grupo STZ néo se verificou 0 aumento de peso observado no grupo CON. Esta
observacéo é uma caracteristica dos animais com diabetes induzida por STZ, ja verifi-
cada por varios autores' 323313 Apesar de ndo se ter verificado aumento do peso
corporal, o grupo STZ ingeriu mais comida do que o grupo CON. A polifagia é também
uma caracteristica deste modelo®'**®. A diabetes tipo | é caracterizada por concen-
tragcdes baixas de insulina circulante. A insulina actua no hipotalamo para regular o
peso corporal e a diminuigdo de insulina esta associada a alteragbes na ingestdo de

comida, no sentido de a aumentarem’®

. Além disso, a administragao de insulina, nes-
te modelo experimental de diabetes, aumenta a leptina plasmatica’™’. A leptina é
secretada pelos adipdcitos e actua no sistema nervoso central promovendo a sensa-
¢éo de saciedade o que implica uma menor ingestdo de comida e o aumento do meta-
bolismo energético. A hipoinsulinemia que caracteriza este modelo pode, assim, con-
tribuir para a polifagia que se observa nestes animais.

O grupo STZ apresentou um aumento marcado da ingestdo de agua e da excregao

de urina ao longo do estudo, quando comparado com o grupo CON. A polidria®®

e
consequente polidipsia® sdo também caracteristicas dos animais com diabetes causa-
da pela STZ. A poliuria verificada neste modelo experimental deve-se a diurese osmo-
tica causada pelo excesso de glicose no filtrado. A glicose plasmatica encontrava-se
aumentada no grupo STZ. A hiperglicemia, verificada neste modelo experimental, esta
directamente relacionada com a hipoinsulinemia. Como ja foi referido anteriormente, a
hipoinsulinemia é carateristica da diabetes tipo | € neste modelo experimental é provo-
cada pela destruicdo das células B do pancreas por accdo da STZ'. A insulina medeia
a incorporacao de glicose na maioria das células, através da activagao dos transporta-
dores de glicose™®. Em situagdes de hipoinsulinemia os transportadores de glicose
nao sao activados, verificando-se um aumento plasmatico da mesma. A hiperglicemia
promove o aumento de glicose no filtrado. A reabsor¢ao de glicose ocorre no tubulo
proximal por transporte activo secundario mediado por cotransportadores membrana-
res que co-transportam glicose e Na*. O transporte mediado por cotransportadores

tem a propriedade de saturagao. Assim, quando a molécula a transportar esta presen-
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te em concentragdes elevadas, os transportadores podem ficar totalmente ocupados
sendo atingido o seu nivel maximo de transporte. O aparecimento de glicose na urina
(glicosuria) reflecte uma concentragao plasmatica elevada, superior ao nivel maximo
de transporte. A presenca de solutos em excesso no filtrado, implica um aumento da
pressdo osmaética do mesmo, o que, em consequéncia, diminui a absor¢do de agua e
causa diurese osmotica. Os nossos resultados confirmam o aumento da excreg¢ao uri-
naria de glicose no grupo de animais STZ, descrito por varios autores®'>*'%,

Sete dias apods a indugao da diabetes com STZ nao se verificou aumento de peso,
observou-se um aumento da ingestdo de comida e agua, da excregéo de urina, e da
glicose plasmatica e urinaria, em relagdo ao grupo CON. Estes resultados confirmam
que os animais injectados com STZ desenvolveram diabetes e consolidam o uso da
STZ para indugao da diabetes experimental.

A administragdo de 2CADO na dose de 5 mg/Kg a animais com diabetes experi-
mental causou um aumento do peso corporal, uma atenuagdo da ingestdo de comida
e agua, da diurese e da glicose plasmatica e urinaria. A hiperglicemia crénica é o fac-
tor com mais impacto na iniciagdo da nefropatia diabética’®. O controlo rigoroso da
glicemia é fundamental para prevenir e retardar a leséo renal associada a diabetes. Os
nossos resultados podem estar relacionados com o aumento de incorporagao de gli-
cose pelos tecidos. A adenosina pode baixar a glicemia e melhorar a resisténcia a
insulina. Num estudo em que foi administrado, por via intravenosa, dipiridamole - para
aumentar a adenosina enddgena - ou N6-ciclopentiladenosina - para activar os recep-
tores A; da adenosina - a ratos com diabetes experimental induzida por STZ, verificou-
se um aumento do consumo de glicose e da sintese de glicogénio, com diminuigdo da
glicose plasmatica®. Apesar de o modelo de diabetes experimental induzida por STZ
estar associado a hipoinsulinemia, verifica-se também alguma resisténcia a insulina'?.
A activagdo do receptor A, da adenosina, por agonistas parciais, melhora a resisténcia

15, Esta melhoria da resisténcia

a insulina em animais com diabetes experimental tipo |
a insulina por activagcéo de receptores A; contribui para a diminuigdo da glicose plas-
matica, neste modelo experimental.

O aumento da captagédo de glicose pelos tecidos pode, assim, contribuir para o
aumento de peso verificado com a administracdo de 2CADO. No nosso estudo, o tra-
tamento com 2CADO, na dose de 5 mg/Kg, atenuou o aumento da ingestdo de comi-
da. A adenosina enddgena, formada nos adip6citos aumenta a concentragédo plasmati-
ca de leptina por activacdo dos receptores A, da adenosina™’. Uma vez que a leptina
promove a sensacdo de saciedade, a 2CADO pode, assim, contribuir indirectamente

para que os animais tratados tenham uma sensacao de saciedade aumentada. No rim,
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a diminuicdo de glicose circulante permite ainda uma diminuicdo da glicose presente
no filtrado, uma menor perda de agua por osmose €, consequentemente, a diminuigao
da ingestéo de fluidos. De facto, a administragdo de 2CADO na dose de 5 mg/Kg aos

animais diabéticos atenuou o aumento da ingestdo de agua e do volume de urina.

Um dos resultados mais marcantes deste estudo foi a normalizagdo da proteinuria
observada apos tratamento dos ratos diabéticos com 2CADO na dose de 5 mg/Kg. O
aumento da excregao urinaria de proteinas observado apds injecgdo de STZ (grupo
STZ e grupos STZ+2CADO2 e STZ+2CADOS5 no dia 12) é indicador de lesdo glomeru-
lar e é caracteristico da nefropatia diabética’*%®. No rim saudavel, a passagem de
proteinas para o filtrado € minima, ndo se verificando proteinuria. O aumento da glico-
silagdo proteica verificado na diabetes'? esta intimamente relacionado com a leséo
glomerular e consequente proteinuria. Na diabetes observa-se um aumento da glicosi-
lacdo proteica devido a hiperglicemia. As proteinas podem ligar-se né&o-
enzimaticamente a glicose e formar estruturas estaveis. O processo de glicosilagéo
altera a estrutura das proteinas e, consequentemente, as suas fungbes. As células
mesangiais expressam receptores de elevada afinidade para os produtos de glicosila-

¢d0, cuja activacdo promove a libertacdo de factores de crescimento'®'

e prolifera-
¢ao celular mesangial™®. A subsequente deposigdo marcada de matriz extracelular,
com oclusdo capilar glomerular causa glomeruloesclerose®?. As alteragdes da
membrana basal sdo acompanhadas por hiperfiltracdo e aumento da presséao hidrosta-
tica que resulta em microalbuminuria®®.

O tratamento com 2CADO na dose de 5 mg/Kg normalizou a excreg¢ao urinaria de
proteinas. Ja tinha sido observado que administracdo de dipiridamole, um inibidor da

147.148  aumenta o TGF® previne a hiperfiltragdo glomerular,

recaptacdo da adenosina
reduz a politiria e proteintria®®. As células mesangiais expressam receptores A, e A,
da adenosina®. A activacdo de receptores A, causa contraccdo das células mesan-
giais®, enquanto que a activacdo de receptores Agg inibe a producdo de matriz extra-
celular nas células mesangiais'® e a proliferacdo celular mesangial®. A activacdo de
receptores A,a da adenosina produz um potente efeito anti-inflamatoério'**'®'. A infusao
de agonistas dos receptores A, em doses que nao afectam a hemodinamica sistémi-
ca, atenuam a inflamagdo e a lesdo renal resultante da nefropatia diabética’?. Por
outro lado, nas células justaglomerulares, a adenosina, também por activagcao de

50,51,52

receptores A4, inibe a libertacdo de renina , modulando os niveis de Ang Il no rim.

A Ang Il estimula a produgéo de matriz extracelular® e promove a hipertrofia das célu-

85,86

las mesangiais®®, contribuindo para a lesdo glomerular®®®*%. A Ang Il encontra-se
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aumentada na diabetes®. A dose de 5 mg/Kg de 2CADO normalizou a excrec¢ao urina-
ria de proteinas. A 2CADO é um analogo da adenosina com maior afinidade para os
receptores A;. Apesar disso, a dose infundida pode ser suficiente para activar também
os receptores Ayx € Asg, pelo que o resultado da acgdo da 2CADOS5 no rim correspon-
de ao balango entre os efeitos mediados pelos receptores A; e A,. A normalizagao da
excregao urinaria de proteinas observada apés tratamento dos ratos diabéticos com
2CADOS sugere reversao da leséo glomerular. Este efeito pode estar relacionado com
o efeito anti-inflamatério e anti-proliferativo mediados, respectivamente, pelos recepto-
res Aoa € Ags. A inibicdo da libertacdo de renina, mediada pelos receptores A;, pode
também contribuir para os resultados observados, por diminuir a Ang Il renal e atenuar
a lesdo glomerular. O facto de o efeito da 2CADOS ter sido tdo marcado (normalizagao
€ nao apenas atenuagao da proteinuria) sugere que, para além dos efeitos directos da
2CADQO, haja activagdo de mecanismos renoprotectores indirectos. A inibicdo do RAS
pela 2CADO pode ser a principal via de renoprotecc¢ao indirecta.

No grupo STZ observou-se uma diminuigdo das proteinas plasmaticas, quando
comparado com o grupo CON. Esta diminui¢cdo pode estar relacionada com a proteinu-
ria e com o aumento da glicosilagao proteica verificadas na diabetes. Apesar de a pro-
teinudria ter sido normalizada apés tratamento com 2CADO na dose de 5 mg/Kg, nédo
se verificaram alteragbes na concentracdo de proteinas plasmaticas. Sendo a hipergli-
cemia o principal factor determinante da lesdo glomerular, a manutengéo de concen-
tragOes plasmaticas elevadas de glicose (o tratamento com 2CADO atenuou mas nao
normalizou a glicemia) pode ter contribuido para este resultado, promovendo a glicosi-
lagao proteica.

O grupo STZ apresentou uma excregao urinaria de creatinina aumentada em rela-
¢ao ao grupo CON. Esta excregao aumentada de creatinina reflecte a lesdo glomeru-
lar, tal como a excrecdo aumentada de proteinas. A concentracdo de creatinina plas-
matica foi semelhante no grupo STZ e no grupo CON. A clearance de creatinina no
grupo STZ foi superior a do grupo CON. Este aumento reflecte uma GFR superior nos
animais tratados com STZ, como é caracteristico deste modelo'%%121%4.1563

Apos tratamento com 2CADO, nas duas doses em estudo, ndo se verificaram alte-
racdes nos resultados com a creatinina. Apesar dos resultados por nés obtidos, ha
evidéncia de que a adenosina tem capacidade para diminuir a GFR. Se consideramos
que a creatinina é muitas vezes usada para avaliar a GFR, ndo é facil de explicar por-
que nao observamos qualquer efeito da 2CADO. A administragcdo de dipiridamole a
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ratos diabéticos aumenta o TG , 0 que, por sua vez induz a contracgao da arteriola
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aferente pré-glomerular, levando a uma diminuigdo da GFR. Por outro lado, a adeno-
sina, no rim, funciona como vasoconstritora, por activagdo de receptores A,'*>* de
uma pequena porgdo pré-glomerular da arteriola aferente®’. Na diabetes causada por
injeccdo de STZ, a produgdo renal de adenosina é superior & de animais controlo® e
observa-se uma maior resposta da vasculatura renal & adenosina®', quando compara-
da com ratos nao diabéticos. Este aumento da sensibilidade a adenosina deve-se a
um aumento da densidade dos receptores A; no glomérulo, sem alteragées na afinida-
de'®. Estudos em que foi usada 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX), um antago-
nista selectivo dos receptores A; da adenosina, demonstram que em ratos diabéticos
uma pequena fracgdo de receptores tem de ser activada para obter uma resposta
agonista completa®’. Tendo em conta que a 2CADO ¢ aproximadamente 50 vezes
mais potente que a adenosina® e que ndo é metabolizada, a resposta vascular renal
devia estar aumentada e, por isso, seria de esperar uma diminui¢cdo da GFR. O siner-
gismo entre a adenosina e a Ang |l para contrair a arteriola aferente pode também
contribuir para esta resposta aumentada. Na arteriola aferente isolada, a resposta con-
tractil 8 combinagdo de adenosina e Ang Il é superior a soma dos efeitos de cada um
destes farmacos'®. Na diabetes verifica-se um aumento de Ang Il intrarenal®®. A ade-
nosina pode, assim, causar diminuicdo da GFR pelo efeito vasoconstritor directo, ou
indirectamente, por potenciar a vasoconstricao induzida pela Ang Il e por aumentar o
TGF.

No presente estudo, a 2CADO néo alterou a excregao urinaria, a concentragao
plasmatica ou a clearance da creatinina. A explicacao para este resultado pode estar
relacionada com o uso da clearance da creatinina para estimar a GFR. Para uma
molécula ser um bom marcador da GFR, ndo deve ser secretado nem reabsorvido,
devendo apenas ser filtrado, e ndo deve ser biologicamente activo. A creatinina é

secretada para os tubulos em casos de lesdo glomerular'’'%®

, pelo que nao é consi-
derada um bom marcador da GFR. A creatinina e a consequente formacdo de ATP
sdo produto da hidrolise da fosfocreatinina. Em situagdes normais, a concentragao
plasmatica de creatinina é relativamente constante. Em casos de contracgdo aumen-
tada do musculo verifica-se degradagao da fosfocreatinina para obtengéo de energia,
produzindo-se, assim, mais creatinina do que o normal’®. Nestes casos, um aumento
da creatinina urinaria ndo se deve a hiperfiltragdo mas sim a catabolismo. Além disso,
o0 método de Jaffé usado para determinagao da creatinina ndo mede apenas a creati-
nina, mas também outras substancias, nomeadamente o acido Urico, a glicose, a fruc-
tose, a acetona, acido pirdvico, acetoacetato e acido ascorbico™'®°. Este facto faz

com que a concentragdo de creatinina determinada seja superior ao real, particular-
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mente no sangue. Apesar de conscientes da limitagdo do uso da clearance da creati-
nina para estimar a GFR, deste método era o unico disponivel no laboratério. Num
futuro proximo, usando o método baseado no decaimento da concentragao plasmatica
da inulina brevemente descrito anteriormente (secgéo 4.1), sera possivel determinar a
GFR ao longo do tempo.

No estudo por nés desenvolvido, o grupo STZ excretou progressivamente mais
ureia do que o grupo CON. A administragdo de 2CADO, nas duas doses, preveniu o
aumento da excregao de ureia. O modelo experimental em estudo & caraterizado por
hiperglicemia resultante da hipoinsulinemia’. Na auséncia de insulina, o glucagon
promove o catabolismo de aminoacidos provocando azotemia, por isso na diabetes
existe uma excregdo aumentada de azoto sob a forma de ureia'’. A ureia é a maior
fonte de excregéo de azoto em mamiferos, a maioria sendo formada no figado, a partir
do ciclo da ureia. Ja foi referido que a diminui¢cdo da glicosuria por nds observada apos
tratamento com 2CADOS5, pode estar relacionada com o aumento da captagao de gli-
cose pelos tecidos®. O aumento de incorporagéo de glicose pelas células pode dimi-
nuir a necessidade de catabolismo de aminoacidos, podendo isso reflectir-se pelo nédo

agravamento da excregdo de azoto sob a forma de ureia.

Pela primeira vez foi quantificada a excregdo urinaria de angiotensinogénio em
ratos com diabetes experimental induzida por injecgdo de STZ. Observou-se uma
maior excrecao urinaria de angiotensinogénio no grupo STZ, em comparagdo com o
grupo CON. Uma vez que o angiotensinogénio urinario reflecte o angiotensinogénio
renal e é considerado um bom marcador da actividade do RAS renal™, podemos con-
cluir que no modelo experimental de diabetes causada por injecgdo de STZ se verifica
um aumento da actividade do RAS intrarenal. Estes resultados estdo de acordo com
0s observados em ratos Zucker obesos, um modelo de diabetes tipo 1172, J& tinha sido
observado um aumento de angiotensinogénio acompanhado de um aumento de Ang Il
em extractos glomerulares de ratos Sprague-Dawley com diabetes induzida por
STZ'™2. Em ratos com diabetes experimental verifica-se aumento de renina intra-
renal®®®'%? maior expressdo de mRNA para renina e angiotensinogénio, aumento do
enzima conversor da angiotensina®® e da concentracdo de Ang Il no intersticio renal®.
Considerando que tém sido identificados RAS locais, este aumento da actividade do
RAS renal em ratos com diabetes experimental induzida por STZ remete para a impor-
tdncia deste sistema na fisiopatologia deste modelo experimental e, mais concreta-

mente, da nefropatia associada. No rim estdo presentes todos os componentes do
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RAS. O facto da concentragdo renal de Ang Il ser superior a circulante indica a exis-
téncia de uma regulagéo independente. O mRNA e a proteina de angiotensinogénio
renal encontram-se predominantemente nas células do tubulo proximal'®®'3% O
angiotensinogénio € secretado para o lumen tubular onde, por acgéo da renina, é con-
vertido em angiotensina I. Ao infundir angiotensinogénio humano em rato, Kobori et al
(2003) verificou que este se encontrava no plasma, mas nao na urina de rato, confir-
mando a limitada permeabilidade glomerular e/ou degradagéo tubular do angiotensi-
nogénio filirado. O angiotensinogénio humano é semelhante ao do rato, tem estrutura
e tamanho semelhantes, mas a renina é especifica para cada espécie, sendo o angio-
tensinogénio humano inactivo quando administrado a ratos. Num estudo recente, em
doentes com doenga renal cronica foi demonstrado que a excregao urindria de angio-
tensinogénio é superior em pacientes com baixa GFR e com elevada concentragédo de
proteinas urindrias'®. Nestes pacientes também se verifica concentragdo intrarenal
aumentada de Ang I, e o tratamento com losartan (um antagonista dos receptores AT,
da Ang Il) reduziu a excregao urinaria de angiotensinogénio, apesar do aumento con-
cominante da actividade de renina e da concentragdo de Ang Il plasmaticas. Estes
resultados confirmam a hipétese de que o angiotensinogénio urinario tem origem renal
€ nao plasmatica.

O tratamento dos ratos com diabetes experimental com 2CADO, nas duas doses
em estudo, ndo alterou o perfil da excreg¢ao urinaria de angiotensinogénio apresentado
pelo grupo STZ. A adenosina € um modulador do RAS por inibir a libertagdo de reni-
na®*°"*2 O antagonismo dos receptores da adenosina com DPSPX causa hiperten-
sa0'"® com aumento da actividade de renina plasmatica'™* e dos niveis de Ang II'".
Neste sentido, seria de esperar que a infusdo de 2CADO diminuisse a concentragcao
de angiotensinogénio urinario. No entanto, ndo se verificou alteragéo significativa da
excregao urinaria de angiotensinogénio apos tratamento com 2CADO. Este resultado
pode dever-se ao facto de as doses infundidas ndo serem suficientes para inibirem
significativamente o RAS renal, e, consequentemente diminuirem a excrec¢ao urinaria
de angiotensinogénio. Nao foram testadas doses superiores de 2CADO porque o efei-
to vasodilatador sistémico causa uma diminuigdo marcada da presséao arterial (dados
nao apresentados), ultrapassando o limite de autorregulagao. Este facto faria com que
os resultados fossem consequéncia de mecanismos compensatérios de manutensao

da homeostase e ndo do efeito renal directo da 2CADO.
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O trabalho experimental realizado no contexto desta dissertagdo permitiu-nos con-
firmar o efeito benéfico indiscutivel da adenosina no contexto da nefropatia diabética.
A 2CADO atenua o ndo aumento de peso corporal € o aumento da ingestdo de comida
e bebida, e da excrecao de urina. Além disso, atenua a excregao urinaria de glicose e
de ureia e normaliza a excregéo de proteinas. Estes efeitos da 2CADO podem estar
directamente relacionados com a capacidade para baixar a glicemia e melhorar a
resisténcia a insulina. Por outro lado, efeitos renais directos e indirectos contribuem
também para atenuar a progressdo da nefropatia diabética. Sdo necessarios, no
entanto, estudos mais aprofundados para estudar se a interacgdo adenosina/Ang Il
participa nesta renoproteccéao indirecta. O presente trabalho permitiu também concluir
que € possivel estimar a GFR usando a clearance da inulina. No entanto, o melhor
procedimento obriga ao uso da inulina radioactiva ou fluorescente (bdlus IV), e a quan-
tificacao do time-course do decaimento da radioactividade ou da fluorescéncia respec-

tiva do sangue do animal.
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