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Resumo

Foi observado em estudos clinicos que no Diabetes Meliitus de longa
duragdo, a neuropatia autonémica avangada associa-se a uma maior prevaléncia
de retinopatia e nefropatia diabéticas. O rato com Diabetes Mellitus induzido por
estreptozotocina, por apresentar microalbumindria e alteragdes mesangiais que
caracterizam g nefropatia diabética foi considerado por nés um modelo
experimental no qual as interagdes entre os sistemas renal e nervoso auténomo
poderiam ser estudadas. Nossa hipétese foi a de que a avaliagdo da presenca e
evolugéo da excre¢do urinaria de albumina e da presenca ou ndo de disautonomia
cardiovascular e efeito da desnervag&o renal neste modelo poderiam caracterizar a
existéncia ou ndo desta associagdo. Além disto, tendo em vista que o aumento do
conteldo e metabolismo da glicose intra-celular na célula mesangial representam
evento chave na patogénese da nefropatia diabética, existem sugestées na
literatura de que alteragdes nos transportadores de glicose (GLUTSs) poderiam estar
- vinculadas 3 ela. Os objetivos deste estudo foram: 1) Avaliar a fungio autonémica
no Diabetes experimental em fases iniciais e tardias com e sem tratamento com
insulina, estudando as repercussées desta fungdo sobre a excrecdo urinaria de
albumina; 2) Estudar os efeitos da desnervaggo renal sobre a excre¢do urinéria de
albumina e express3o dos transportadores de glicose no rim de ratos normais e

com Diabetes experimental. Para tanto, no estudo | foi injetada estreptozotocina, 60
| mg/kg, pela veia da cauda (grupo D) ou tampéo citrato de sédio (gmpo ND) em
ratos Wistar, o grupo D tendo sido tratado com insulina, e avaliado quanto 3

presenca de neuropatia autondmica cardiovascular 7, 14, 30 e 120 dias ap6s. Nas
mesmas datas foram coletadas amostras de urina de 24h e também aos 60 e 90

dias, para medida de diurese, glicose urinaria, e determinag3o da carga excretada



de albumina. No estudo || o Diabetes foi induzido da mesma forma, mas estes
! animais nio receberam insulina: foram avaliados do ponto de vista cardiovascular
45 e 90 dias apés a indugdo, e as mesmas variaveis descritas acima foram
determinadas aos 30, 45, 60 e 90 dias de Diabetes. No estudo il foi realizada
cirurgia de desnervagio renal (DR) ou ficticia em animais tomnados diabéticos 30
dias antes e num grupo ND, constituindo-se os grupos D-DR, D, ND-DR e ND. As
variaveis descritas nos estudos | e Il foram determinadas antes e apés 15 dias do
‘ procedimento cirtrgico, ocasido em que os animais foram sacrificados para a
* Quantificagdio dos GLUTS 1 e 2 nos rins. Para confirmar a desnervagdo, em alguns
- rins foi realizada a dosagem de norepinefrina. Os resultados do estudo |
demonstraram que ratos diabéticos tratados com insulina apresentam, 7 a 120 dias
‘ apos estreptozotocina, aumento da variabilidade da freqliéncia cardiaca e menor
' variabilidade da Pressdo arterial, as quais se relacionam ao grau de
descompensag:éo metabdlica. Nestas condigdes, ndo foram evidenciados déficits
- autondmicos, porém ja observou-se aumento da excreg&o urinaria de albumina no
grupo D. Os resultados do estudo Il demonstraram que, apds 45 a 90 dias de
Diabetes experimental, sem tratamento com insulina, havia menor ténus vagal,
menor efeito simpatico e menor variabilidade da frequiéncia cardiaca no dominio do
' tempo, alteragbes Provaveimente secundarias 3 disfungdo do sistema nervoso
‘autdnomo determinadas Pelo Diabetes. Um aumento da carga excretada de
albumina também foi observado no estudo Il em relagdo ao |, provavelmente
porque os animais, por terem recebido insulina, estavam em melhores condi¢des
Metabélicas. O estudo Il demonstrou que a desnervagio renal determinou
‘aumento da excre¢&o urinaria de glicose e da proteina“ GLUT 1 no cértex renal e
diminui¢do da proteina GLUT 2 na mesma regido. O Diabetes determinoy aumento

das proteinas GLUT 2 e GLUT 1 no cértex renal, a primeira alterag&o favorecendo
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a reabsor¢do proximal de glicose e a segunda podendo levar a aumento na
concentragéo intra-celular de glicose em células mesangiais. No entanto, a
desnervag&o renal em ratos diabéticos determinouy diminui¢do da proteina GLUT 1
no cortex renal, o qual, se acompanhado de diminui¢do dos niveis de glicbse nas
células mesangiais, tenderia a reverter os danos causados pelo Diabetes no
glomérulo.

Concluimos que: 1) O Diabetes induzido por estreptozotocina determinou
maior carga excretada de albumina logo nos primeiros dias apés a indugdo, o que
aumentou durante a evolucdio; 2) Evidéncias de disfuncdo autondémica podem ser
observadas com 45 3 90 dias de Diabetes experimental; 3) O tratamento com
insulina previne 3 piora da funggo autondmica no Diabetes experimental; 4) Embora
a desnervagio simpética renal e o Diabetes determinem aumento da proteina
GLUT 1 no cértex renal, o efeito da desnervago renal no Diabetes é de reduzir a
proteina GLUT 1 nesta regido, ndo havendo efeitos da menor estimulagédo
simpética sobre a excre¢do urindria de albumina. Os resultados sugerem que uma

diminui¢&o do ténus simpético renal nso determina progress&o da disfungdo renal

no Diabetes experimental.
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Summary

In clinical studies, it has been observed that in long-term Diabetes Mellitus
there is a relationship between severe diabetic autonomic neuropathy and the
presence of retinopathy and nephropathy. Since streptozotocin-diabetic rat
develops microalbuminuria and mesangial modifications that chacterize diabetic
nephropathy, it was considered by us an experimental model in which the
interactions between the renal and autonomic nervous systems could be studied.
We assumed that by evaluating the existence, the development of urinary albumin
excretion and the existence or not of cardiovascular dysautonomia and the effects
of renal denervation in this model we could characterize that this association exists
or not. Besides, as the increase of the intra-cellular glucose content and its
metabolism in mesangial cells are a key event in the pathogenesis of diabetic
nephropathy, there are suggestions in the literature that modifications in glucose
rtransporters (GLUTS) could be related to it. The aims of the present study were: 1)
To evaluate the autonomic function in experimental Diabetes in early and late
stages with and without treatment with insulin and the consequences of this
function on urinary albumin excretion; 2) To evaluate the effects of renal
denervation on urinary albumin excretion and content of glucose transporters in the
kidneys of normal rats and streptozotocin-diabetic rats. In order to accomplish this,
;in study |, streptozotocin was injected, 60 mg/kg, through the caudal vein (D group)
or citrate buffer (ND group), in Wistar rats, while group D was treafed with insulin
and evaluated for the presence of cardiovascular autonomic neuropathy 7, 14, 30
and 120 days after. In the same periods, 24h urine samples were collected and also
at 60 and 90 days, for measuring diuresis, urinary glucose and urinary albumin

excretion. In study II, rats were made diabetic in the same way, but these animals
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did not receive insulin; they were evaluated 45 and 90 days after for the presence
of cardiovascular autonomic neuropathy, and 24h urine samples were collected for
determination of the same variables described above at 30, 45, 60 and 90 days of
Diabetes. In study I, renal denervation (RD) or sham surgery was performed in
animals made diabetic by streptozotocin 30 days before and in an ND group. As a
result, we obtained 4 groups of animals: D-RD, D, ND-RD and ND. The variables
described above were collected before and 15 days after the surgical procedure,
occasion in which the animals were sacrificed for the determination of GLUTs 1 and
2 in the kidneys. To confirm denervation, the determination of norepinephrine was
made in some kidneys. The results of study | showed that diabetic rats treated with
insulin present, 7 to 120 days after the injection of streptozotocin, higher heart rate
variability and lower arterial pressure variability, which correlate with the degree of
metabolic decompensation. In these conditions, no autonomic deficits were
identified, but higher urinary albumin excretion in D group can be already observed.
The results of study Il showed that 45 to 90 days of experimental Diabetes (no
treatment with insulin), a lower vagal tone, lower sympathetic effect and lower heart
rate variability (evaluated in time domain) can be observed. These modifications are
probably related to the diabetic autonomic nervous dysfunction. In study Il, when
animals were in a worse metabolic condition, because they did not receive insulin, a
higher urinary albumin excretion was also observed for the D group. The study I
showed that renal denervation determined higher urinary glucose excretion and
GLUT 1 protein in renal cortex and lower GLUT 2 protein in the same region.
Diabetes determined higher GLUT 2 and 1 protein in the renal cortex, the first
alteration could favour proximal tubular resorption of gluébse and the second could
lead to higher intra-cellular glucose concentration in mesangial cells. However, renal

denervation in diabetic rats led to lower GLUT 1 protein in renal cortex, and if this
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corresponds to a decreased content of glucose in mesangial cells, the expected
effect should be a reversal of the diabetic damage un the glomeruli.

We concluded that: 1) Streptozotocin Diabetes determined higher urinary
albumin excretion in the first days after its beginning, which increased during its
evolution; 2) Evidence of autonomic dysfunction can be seen with 45 to 90 days of
experimental Diabetes: 3) Treatment with insulin prevents the worsening of
autonomic function in experimental Diabetes: 4) Although sympathetic renal
denervation and Diabetes determine elevations on GLUT 1 protein in renal cortex,
the net effect of renal denervation in Diabetes is to lower GLUT 1 protein in this
region, and there are no effects of diminished sympathetic stimulation on urinary
albumin excretion rate. The results suggest that the reduction in renal sympathetic

tone do not determine progression of renal dysfunction in experimental Diabetes.
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Introducao

A motivagdo para a realizagdo deste estudo originou-se de observagdes
clinicas, nas quais descreveu-se que pacientes com Diabetes Mellitus e neuropatia
autonémica avancgada apresentavam aumento da prevaléncia de retinopatia e
nefropatia diabéticas (Smith e cols., 1981, Krolewski e cols., 1992 e Neumann e
Schmid, 1995). Em estudo por nés realizado em pacientes com Diabetes Melliitus
do tipo 2, no entanto, quando as associagdes foram testadas através de regressio
logistica multi-variada, somente a retinopatia mostrou estar significativamente
associada a disautonomia (Schmid e cols., 1995). Outros autores, no entanto,
descreveram, no Diabetes tipo 1, a neuropatia como fator predisponente ou
agravante também para a nefropatia (Molgaard e cols., 1992, Sundkvist e cols.,
1993 e Spallone e cols., 1994).

Como o rato com Diabetes Mellitus induzido por estreptozotocina apresenta
precocemente hiperfiltragso glomerular, microalbumintria e alteragbes mesangiais
Que caracterizam a nefropatia diabética (Bertoluci e cols., 1996 e Jensen e cols.,
1981), foi por nés considerado um modelo experimental no qual as interagdes
entre os sistemas renal e nervoso autdénomo no Diabetes Mellitus poderiam ser
melhor definidas. Nossa hipétese foi a de que a avaliagéo da presenca e evolugdo
da neuropatia autonémica e nefropatia diabéticas neste modelo poderiam

caracterizar a existéncia oy ndo desta associagao.

1. Diabetes Mellitus e neuropatia em humanos:

1.1. Definigdo e classificagio das neuropatias diabéticas:
Neuropatia diabética é um termo que representa uma doenca, clinicamente

evidente ou subclinica, que ocorre em pacientes com Diabetes Mellitus sem outras
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Causas para neuropatia periférica, incluindo manifestagdes nas por¢bes somaticas
e/ou autonémicas do sistema nervoso periférico (ADA, 1988).

1.2. Neuropatia autondmica do Diabetes Mellitus:

A principal alteragio patolégica na neuropatia autondmica diabética consiste
na perda dos axénios dos nNervos mielinizados e ndo-mielinizados. Os nervos distais
sd0 mais afetados do que os proximais, como foi demonstrado em estudos
‘postmorten” e observagdes eletrofisiolégicas (Chopra e Fannin, 1971 e Kimura e
cols., 1979). Esta perda dos axdnios & acompanhada pela desmielinizagio (Tomas
e Lascelles, 1966), a qual pode ser primaria, com a perda das células de Schwann,
Ou secundaria, como resultado das alteragdes causadas no calibre axonal (Said e
cols., 1983). Estio também descritas alteragdes nos nédulos de Ranvier nos nervos
de individuos diabéticos, incluindo edema paranodal e alteragdo nas jungdes das
células de Schwann aos axdnios Paranodais, conhecida como disjungdo axo-glial
(Sima e cols., 1 988). Outro achado patolégico j& bem estabelecido sdo as
alteragdes dos vasos sanguineos dos nervos (vasa nervorum). Existe uma relagdo
direta entre a gravidade das anormalidades neuropaticas e o espessamento da
membrana basal endoneural (Fagerberg, 1959).

Antes do desenvolvimento de testes diagnésticos mais sofisticados, o
diagnéstico e classificagdo da Neuropatia autondmica do Diabetes era baseado na
presenga de sintomas e sinais caracteristicos, Ainda hoje os mesmos sdo
importantes no diagnéstico da neuropatia autondmica diabética grave, tendo em
vista a alta sensibilidade e especificidade da presenga de 4 oy mais sintomas
caracteristicos (93 e 89%, respectivamente) em relagdo a presencga de neuropatia
autondmica diabética diagnosticada por testes cardiovasculares nio invasivos

(Neumann e Schmid, 1995). Estes sintomas, no entanto, aparecem insidiosamente,
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podendo em fases iniciais passar desapercebidos se n3o cuidadosamente
investigados (Ewing e Clarke, 1986).

Dentre as manifestacées clinicas mais comuns, as que envolvem o sistema
cardiovascular s3o taquicardia de repouso, intolerancia ao exercicio, arritmias
cardiacas e hipotensio Postural. Quando o sistema gastro-intestinal é afetado,
pode-se observar pirose, disfagia, odinofagia, niuseas, vomitos, plenitude gastrica,
diarréia, constipagso e incontinéncia fecal. Os disturbios génito-urinarios incluem
bexiga neurogénica, infecgdes urinarias de repeticdo, disfungdo sexual masculina
(impoténcia sexual e ejaculagdo retrégrada) e feminina (diminui¢do de libido e de
lubrificagdo vaginal). Outras manifestagcdes envolvem anormalidades pupilares
(menor didmetro da Pupila em resposta ao escuro e pupila tipo Argyll-Robertson),
areas de anidrose simétrica € sudorese gustatéria paradoxal em face e parte
superior do térax em resposta a certos alimentos, e, do ponto de vista metabélico, a
ocorréncia de hipoglicemias assintomaticas e diminuicdo da resposta dos

horménios contrarreguladores as hipoglicemias (Vinik e cols., 1992).

2. Diabetes Mellitus e neuropatia em modelos animais:

Tanto o uso de estreptozotocina, como de aloxano sdo considerados
agentes diabetogénicos adequados na indugdo de Diabetes experimental em ratos,
tendo se demonstrado bom modelo experimental no estudo das neuropatias
diabéticas (Junod e cols., 1969; Vadlamuti e McNeill, 1983). Em coelhos, da mesma
forma, a estreptozotocina mostra-se boa droga tanto na indugao dé Diabetes, como
da neuropatia autondémica (McDowell e cols., 1994). Mais recentemente, Diabetes
espontaneo no rato Wistar “Bio Breeding” (BB) também passou a ser utilizado como

modelo experimental de Diabetes Mellitus e suas complicagdes (Sima, 1983).
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2.1. Estudos anatomo-patolégicos:

Nawar e cols., em 1975 e Monckton e Pehovich, em 1980, foram os
primeiros autores a relatar alteracdes degenerativas de nervos autondmicos em
ratos Wistar com Diabetes Mellitus por estreptozotocina do ponto de vista histo-
patolégico. Os primeiros as observaram em fibras nervosas aferentes das adrenais,
associadas a cromatoélise de células cromafins, achados similares aos encontrados
em outras neuropatias autondmicas. J4 em 1980 foi estudada a cadeia para-
vertebral simp4tica e as alteracdes degenerativas foram detectadas a partir de 24h
do uso de estreptozotocina. Avaliagao tardia (3 dias e 6 semanas) detectou ciclos
de degeneragdo e regeneragdo do tecido axonal e redugdo do calibre axonal; o
autor ndo descarta efeito téxico da estreptozotocina como causa das alteragdes
precoces.

Por outro lado, Schmidt e Sharp, em 1982 nio observaram evidéncias
histolégicas de neuropatia em nervos mesentéricos no mesmo modelo experimental
3.5 meses ap6s o uso de estreptozotocina, Mmas as detectaram aos 6, 9 e 12 meses
de Diabetes. Estas diferengas podem se dever a diferentes ragas de animais ou
dose de estreptozotocina usada, assim como a possiblidade de que as alteragées
observadas por Monckton e Pehovich fossem transitérias.

As lesdes descritas nos nervos aumentam em naimero com a progressido do
Diabetes e caracterizam-se por distrofia axonal (axbnios dilatados e
desmielinizados com padrdo focal contendo grande numero de organelas
subcelulares normais e anormais), alteragdo morfolégica distinta que reflete
regeneragao neuronal aberrante oy frustra (Schmidt e Sharp, 1982). Elas ocorrem
no Diabetes induzido por estreptozotocina e no Diabetes espontaneo (rato BB),

tanto em nervos simpaticos, como parassimpéticos (Yagihashi e Sima, 1985 e

1986).
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As lesdes descritas s3o observadas em nervos mesentéricos e ganglios
mesentéricos superiores (Schmidt e cols., 1983), pancreas (Tominaga e cols.,
1987), corpos cavernosos do pénis (Felten e cols., 1983), fibras pré-ganglidnicas
simpaticas (Kniel e cols., 1986), plexo mioentérico do ileo e célon (Lincoln e cols.,
1984) e corbide (Gartner e Fischer 1989). Bago, bexiga, vas deferens, iris, nervo
vago, nervo frénico e nervo ciatico nao apresentaram alteragdes 4 a 12 meses apés
0 uso de estreptozotocina segundo Schmidt e Plurad, em 1986, assim como a
inervacio noradrenérgica cardiaca 1 a 13 meses apo6s (Felten e cols., 1982). E
possivel que cada tecido alvo responda de maneira individual especifica e em
tempos diferentes ao estado diabético.

Yagihashi, em 1985 el 1986, estudando ratos BB (Diabetes Mellitus
espontaneo) demonstraram alteragdes distréficas em fibras simpaticas (9anglios
para-vertebrais simpéticos) e parassimpaticas (nervos vago, mioentéricos do célon
€ peniano), ao contrario de Schmidt e Plurad em 1986, que ndo observou

alteragbes no estudo histo-patolégico do nervo vago em ratos diabéticos por

estreptozotocina.

2.2. Manifestagdes clinicas:

Diarréia & observada em ratos tornados diabéticos por estreptozotocina
apls 4 a 5 meses da injecdo da droga, e n&o agudamente. Animais nédo diabéticos
que foram submetidos a simpatectomia quimica pelo uso de 6-hidroxidopamina
apresentam o mesmo quadro 3 dias apoés. O tratamento com clonidina reduz o
ndmero e quantidade das evacuacdes, o que sugere que a causa da diarréia seja
a perda da inervagso noradrenérgica dos enter6citos nestes modelos (Chang e
cols., 1985). Outras manifestagdes incluem dilatagdo coldnica e retencdo urinaria,
observadas em ratos com Diabetes Mellitus por estreptozotocina e em ratos BB,

com Diabetes Mellitus espontaneo (Yagihashi e Sima, 1985).
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3. Estudos funcionais:

Disfungdo autonémica secundaria ao Diabetes Meliitus tem sido
demonstrada em animais em ductos deferentes (Tomlinson e cols., 1982), bexiga
(Kolta e cols., 1985), sistema gastro-intestinal (Chang e cols., 1985) e sistema
cardiovascular (Chang e Lund, 1986).

As anormalidades do sistema cardiovascular neste modelo experimental s3o
divergentes em alguns aspectos. Explicagdes para tanto podem residir em
diferengas no agente diabetogénico utilizado, no método de avaliagéo
cardiovascular, no tempo de Diabetes quando da avaliagéo, na idade dos animais
quando induzido o estado diabético, e na intensidade do descontrole metabdélico, o
que inclui uso ou nio de insulina.

O achado mais freqlientemente encontrado em relagdo a freqiéncia
cardiaca de repouso no curso do Diabetes, é de bradicardia, precocemente (5,15
30 dias apés a injecdo de estreptozotocina) (Maeda e cols., 1995b e Dall’'Ago e
cols., 1997a e b) ou tardiamente (5 a 48 semanas apés a injecdo de
estreptozotocina) (Jackson e Carrier, 1983 e Chang e Lund, 1986). Van Buren e
cols., no entanto, observaram bradicardia desde os primeiros dias apés a indugéo
do Diabetes, mas esta se manteve somente até 40 semanas de evolugdo, quando
entdo a frequéncia cardiaca dos animais diabéticos igualou-se a dos nao
diabéticos, provavelmente Porque estes passaram a apresentar esta alteragdo em
decorréncia do envelhecimento (Van Buren e cols., 1998b). Os autores sugerem
que a bradicardia resulte de maior sensibilidade a acetilcolina, diminuigio de
receptores adrenérgicos cardiacos, disfung&o do nédulo sino-atrial, menor estimulo
simpatico ou maior atividade vagal. No entanto, a medida de tdnus e efeito vagais,
realizada no estudo de Maeda e cols., constatou que ambos estdo diminuidos

(Maeda e cols., 1 995b). Além disto, Dall’Ago sugere disfungao parassimpatica, ja
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que a frequiéncia cardiaca aumenta em resposta ao estimulo elétrico vagal e
injecdes de doses crescentes de metacolina (Dall’Ago e cols., 1997b). O fato de
haver reversio da bradicardia induzida pelo Diabetes experimental com o uso de
insulina e n3o com o uso de Org 2766, analogo do ACTH que pode ter efeitos
neurotréficos e neuroprotetores neste modelo experimental, sugere que ela se deva
a alteragdes metabolicas induzidas pelo Diabetes e ndo a fatores neurogénicos
(Chang e Lund, 1986 e Van Buren e cols., 1998b).

A frequéncia cardiaca intrinseca avaliada pela medida de freqiiéncia
cardiaca apoés bloqueio ganglionar com pentolinio também apresentou-se
diminuida no Diabetes por estreptozotocina (Hebden e cols., 1987), assim como
quando foi avaliada através de duplo bloqueio farmacolégico com propranolol e
atropina (Maeda e cols., 1995b). Estes achados podem se dever a alteragdes na
fungdo de marca-passo do nédulo sino-atrial.

Quanto 2 press3o arterial sistémica, encontra-se diminuida apés 5 dias e 18
Seémanas de Diabetes experimental quando avaliada por medida intra-arterial, o que
poderia se dever 3 hipovolemia secundaria 3 diurese osmética, ndo descartando
menor atividade parassimpatica ocasionando vasodilatagdo e menor resisténcia
vascular periférica (Maeda e cols., 19953, Dall'Ago e cols., 1997 a e b, Jackson e
Carrier, 1983, Van Buren e cols., 1998a). A possibilidade da hipotensdo se dever 3
desnutrigdo que estes animais invariavelmente apresentam é descartada frente ao
achado de press3o arterial média normal nos ratos desnutridos utilizados como
controles por Chang e Lund (1986). Por outro lado, a pressdo arterial foi
semelhante entre ratos diabéticos e ndo diabéticos 48 Semanas ap6s o uso de

estreptozotocina e quando os animais foram tratados com insulina (Chang e Lund,

1986).
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A possibilidade de que a estreptozotocina induza hipertensdo arterial &
levantada por alguns autores; o achado, no entanto, foi considerado um erro
decorrente da técnica Porque sua medida foi realizada indiretamente (restricdo do
animal, ocasionando stress e edema da cauda na colocagdo do manguito para a
medida de pressio arterial). As medidas intra-arteriais demonstram invariavelmente
que o estado diabético induz diminuigéo da pressao arterial (Kusaka e cols., 1987,
Dall’ Ago e cols., 19973 e Van Buren e cols., 1998a).

A sensibilidade do baroreflexo é uma excelente medida de fungao
autondmica. Este reflexo pode ser ativado pelo estimulo mecanico dos corpos
carotideos, manobra de Valsalva, mudangas posturais e injegdo de drogas, os
quais induzem modificagdes de pressao arterial que devem ocasionar modificagdes
da freqUéncia cardiaca (Ferrer e cols., 1991). Jackson e Carrier, em 1983, injetando
estreptozotocina em ratos com 42 dias de vida e avaliando-os conscientes 4 a 5
Semanas apos, demonstraram menor resposta a agentes pressores e aumento da
sensibilidade barorrefiexa, esta uma résposta esperada a baixa pressao arterial de
repouso. No mesmo modelo experimental, outro autor observou hipersensibilidade
do baroreflexo inicial (12 semanas), que se manteve até as 24 semanas e seguiu-
se de hiposensibilidade do mesmo, que o autor atribuiu a dano autondmico. No
entanto, os animais ngo diabéticos desnutridos apresentaram tendéncia 3
hipersensibilidade baroreflexa, o que pode sugerir que esta alteragdo se deva, no
grupo diabético, 3 desnutricio e n3o ao estado diabético. O tratamento com
insulina corrigiu as alteragdes hemodinamicas e de sensibilidade do baroreflexo
observadas nos animais ndo tratados (Chang e Lund, 1986). Estimulando
eletricamente o nervo vago e simpatico cervical em ratos anestesiados, com
Diabetes por estreptozotocina de 4 a 12 semanas de duragdo, foi observada

também hipersensibilidade baroreflexa por Homma e cols., em 1993. Maior
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sensibilidade do baroreflexo em ratos diabéticos significa que o aumento (ou
diminuigdo) da pressao arterial € marcadamente compensado por maior queda (ou
aumento) da frequéncia cardiaca. Estas alteragdes podem decorrer de: 1)
Hipersensibilidade do né sino-atrial ao estimulo elétrico vagal e simpético ou a
agentes colinérgicos e adrenérgicos; 2) O nervo vago e nervos simpaticos de ratos
diabéticos liberariam no coragdo maior quantidade de neurotransmissores sob
condigdes normais e sob estimulo; 3) Menor inotropismo por enrijecimento
miocérdico ocasionado pelo Diabetes (Homma e cols., 1993).

No entanto, estudos realizados apés 5 15 e 30 dias da injecdo de
estreptozotocina demonstraram diminuicdo das respostas bradi e taquicardica as
injecdes de nitroprussiato de sédio e/ou fenilefrina, o que esti em desacordo com o
encontrado pelos autores citados acima (Dall'Ago e cols., 1997a e 1997b e Maeda
e cols., 1995a).

Como diversas das alteragdes encontradas nestes estudos s3o muito
precoces no curso do Diabetes, poderiam ser funcionais, e até transitérias,
relacionadas ao may controle metabdlico, desidratacdo e/ou desnutricdo que estes
animais apresentam nesta fase, tendo em vista o exiguo tempo para que ocorra
lesdo nervosa definitiva neste periodo (Chang e Lund, 1986).

Se as alteragdes cardiovasculares descritas se devem a anormalidades
cardiacas e vasculares nio relacionadas a defeitos neurais ou a neuropatia
autonémica do Diabetes ainda néo se sabe. Por este motivo, Van Buren e cols,
analisaram os baroreflexos e resposta pressora e depressora no rato com Diabetes
por estreptozotocina tratado oy ndo com Org 2766. Os achados de que esta droga
restaura a resposta bradicardica baroreﬂexo-mediada no Diabetes experimental

com 6 semanas de duragéo, melhora a mesma com 12 semanas e nao tem efeito
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apés 18 semanas, sugerem que ela se deva a efeito neuro-protetor da droga (Van
Buren e cols., 1998a).

As primeiras alteragdes funcionais em nervos relacionadas ao Diabetes
experimental foram detectadas em nervos somaticos em 1964 por Eliasson, que
observou menor velocidade de condugdo nervosa em nervos periféricos de ratos
com Diabetes por estreptozotocina, a qual foi relacionada a alteragbes estruturais
por Jakobsen, em 1979 Quando medida a velocidade de conducdo nervosa
sensorial € motora em nervos tibial e ciatico neste mesmo modelo experimental, foi
observada diminuigdo apés 10 Sémanas do uso de estreptozotocina (Bravenboer e
cols., 1992), alteragdes que também foram descritas em ratos BB (Diabetes
espontaneo) (Sima e cols., 1981).

4. Achados funcionais e bioquimicos:

4.1. Transmissao noradrenérgica e colinérgica:

Alteragdes anatomo-patolégicas em nervos autondémicos de ratos
apresentam-se relativamente localizadas e ocorrem tardiamente no curso da
doenca. Alteragdes bioquimicas s3o mais difusas e precoces. Reduggo na atividade
da enzima dopamina-beta-hidroxilase em ganglios cervicais superiores e aumento
dos niveis de sorbitol em ganglios cervicais superiores, mesentéricos e celiacos
associado a redugio de mio-inositol nos ganglios cervicais superiores foram
descritos (Schmidt e Plurad 1986, Schmidt e cols., 1989 e Greene e Mackay, 1986).

Os niveis de noradrenalina e dopamina no plasma e em varios tecidos estdo
relacionados a gravidade, duragdo e controle metabélico do Diabetes Mellitus.
Entre 11 e 16 semanas apds a injegdo de estreptozotocina estes niveis estdo
elevados no plasma, artéria renal, veia cava, aorta, coragéo e rim (Fushimi e cols.,
1982, Head e Berkowitz, 1979). O uso de insulina determina diminuigido das

catecolaminas teciduais (adrenal, corag3o, pele e rins) a valores normais (Fushimi e
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cols., 1984 e Ganguly e cols., 1987), assim como o tempo mais prolongado de
Diabetes, ja que apds 4 a 5 meses da injecdo de estreptozotocina, os niveis de
norepinefrina estdo diminuidos na mucosa ileal e jejunal (Chang e cols., 1985),

O fato de estudos com histo-fluorescéncia demonstrarem uma maior
densidade de nervos noradrenérgicos no coragao de ratos diabéticos sugere que o
aumento de noradrenalina tecidual observado origine-se de estoques intra-
heuronais (Felten e cols., 1982). Uma explicacdo para os aumentos de
noradrenalina tecidual e plasmatica encontrados no Diabetes expenmental em
fases iniciais ¢ a liberagdo da mesma por degeneragdo neuronal precoce. No
entanto, maior atividade simpéatica em resposta ao stress causado pelo Diabetes
per se, pelo aumento da glicose plasmatica oy pela desnutricdo que estes animais
desenvolvem nao podem ser excluidos (Felten e cols., 1982), assim como
alteragdes no “turnover”, captagdo, sintese e liberagdo de noradrenalina (Ganguly e
cols., 1987). Estes achados sugerem que o Diabetes induzido por estreptozotocina

sem tratamento com insulina acompanha-se de maior atividade simpatica, pelo

menos em suas fases inciais.
4.2 Mecanismos peptidérgicos:

Além das alteragdes bioquimicas e funcionais relacionadas a nervos
noradrenérgicos e colinérgicos, também modificagdes em neuropeptideos podem
ser induzidas pela estreptozotocina em ratos. Foram relatados aumento no
transporte de substancia P e somatostatina no nervo vago (MacLean,1987),
aumentos teciduais de Peptideo vasoativo intestinal no colon e estdmago (Belai e
cols., 1988) e resultados diversos em relagao ao neuropeptideo Y (de acordo com o
tecido estudado) (Crowe e cols., 1987).

Recentemente, foi observado que a producdo de fator de crescimento do

Neérvo pode estar diminuida no Diabetes experimental, porque foi constatada
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reducdo de seu contetido em alguns tecidos inervados por fibras simpaticas
(glandulas salivares e ventriculos cardiacos) poucas semanas apoés o uso de
estreptozotocina. Em uma fase mais tardia do Diabetes, nervo ciatico e ganglio
cervical superior apresentaram aumento do contetido de fator de crescimento do
nervo (Hellweg e Hartung, 1990). Recentemente, estudando ratos diabéticos por
estreptozotocina a mais longo prazo (6 e 9 meses), Schmid e cols. (1999)
demonstraram redugéo de 52 e 82% no contetido de fator de crescimento do nervo
proteina nos segmentos proximais e distais do miocardio, respectivamente, o que
associou-se a padrao caracteristico de desnervagdo cardiaca (maior distaimente),
quando da avaliagdo da inervagso simpatica com mapeamento por ''C-
hidroxiefedrina. Os autores sugerem que as flutuagdes regionais de fator de
crescimento do nervo no miocardio diabético contribuem para uma desnervagio

simpdética cardiaca heterogénea caracteristica do Diabetes Meliitus.

5. Métodos de avaliagdo da desnervagio autondmica:

5.1. Em humanos:

5.1.1. Métodos cardiovasculares ngo invasivos:

* Testes classicos Propostos por Ewing:

Inicialmente desenvolvidos por Ewing e cols. e descritos em 1973, 5 testes
ndo invasivos baseados nos reflexos cardiovasculares foram propostos pelos
mesmos autores como forma de diagnéstico e seguimento da neuropatia
autondmica diabética (Ewing e cols., 1973). Os autores demonstraram que a
presenca de anormalidades nos reflexos cardiovasculares espelhava dano de todo
o sistema nervoso auténomo, tendo em vista a correlagdo entre os testes propostos
€ a presenca de disfungdo autondmica em outros é6rgéos, tais como sistema gastro-

intestinal (Campbell e cols., 1977) pupila, etc. (Martyn e Ewing, 1986). Além disto,
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os testes apresentam valor prognéstico, ja que a presenca de sintomas associada a
testes cardiovasculares alterados foi preditiva de taxa elevada de mortalidade
(56%) em 5 anos (Ewing e cols., 1980).

Os 5 testes cardiovasculares ndo-invasivos propostos por Ewing s3o a
resposta da freqUéncia cardiaca as manobras de Valsalva, levantar e respiragdo
profunda e a resposta da pressdo arterial ao ortostatismo e contracdo isomeétrica
sustentada (Ewing e Clarke, 1982). A manobra de Valsalva nada mais é do que
uma forma conveniente e nao invasiva de avaliar a sensibilidade do baroreflexo, ja
que resulta em diminuigdo e posterior aumento na pressao arterial, modificagdes
que, em individuos normais, sio seguidas respectivamente por aumento e
diminuigdo da frequéncia cardiaca (Ferrer e cols., 1991). Inicialmente os testes
foram categorizados de acordo com estarem avaliando o sistema parassimpatico
(alteragdo de testes de frequéncia cardiaca) ou simpatico (alteragdo de testes de
freqliéncia cardiaca e presséo arterial), mas esta abordagem nao é correta, ja que
todos os testes envolvem ambos os 2 tipos de fibras nervosas, simpaticas e
parassimpaticas, em maior Ou menor extensdo. Os autores entdo propuseram
classificar a neuropatia autondmica diabética de acordo com o numero de testes
alterados em ausente, leve, moderada e grave, o que foi e ainda é largamente
utilizado (Ewing e cols., 1985).

Ja na época em que foram descritos, observou-se que este tipo de
avaliagdo poderia ndo diagnosticar tdo precocemente a neuropatia autondmica
diabética, ja que alguns pacientes com sintomas sabidamente causados por ela
apresentavam testes normais (Ewing e cols., 1980). No entanto, os testes
Propostos por Ewing ainda hoje sdo em geral a primeira escolha na investigagdo da

disfungdo autondmica do Diabetes Mellitus, j4 que foram padronizados e existem
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varios estudos a longo prazo demonstrando seu valor prognostico, o que n3o
Ocorre em relagdo as novas alternativas diagnosticas (Spallone e Menzinger, 1997).

* Métodos que avaliam o ritmo circadiano da freqiiéncia cardiaca e pressao
arterial:

Na tentativa de obter teste de funcdo autonémica mais sensivel, e que
avaliasse as respostas do sistema nervoso auténomo a estimulos fisiolégicos,
Ewing e cols., em 1983 e 1984, descreveram novo método utilizando monitorizagso
eletrocardiogréﬁca de 24h. Pacientes com Diabetes Mellitus com neuropatia
autondmica apresentaram perda progressiva do padrdo da frequéncia cardiaca de
24h normal, seguindo a piora do quadro autondmico, com perda da variagdo da
frequéncia cardiaca diurna normal, maior freqiiéncia cardiaca ao acordar e durante
0 sono. Além disto, cerca de 50% dos pacientes com testes classicos inalterados
demonstraram ritmo circadiano da freqiéncia cardiaca alterado, o que sugere que
este teste € mais sensivel na detecgédo de dano parassimpatico precoce.

Da mesma forma, estudo de 1993 demonstrou modificagdo do ritmo
circadiano diumo/notumo de presséo arterial em diabéticos neuropatas (menor
descenso noturno da pressio arterial), o que associou-se a predominancia
simpética noturna que ocorria nestes pacientes (Spallone e cols., 1993b).
Resultados semelhantes foram encontrados em estudo realizado na cidade de S&o
Paulo (Monteagudo e cols., 1996). A associagdo deste padrdo de pressdo arterial
avaliada em 24h com a presenca de graus mais elevados de excre¢do urinaria de
albumina levou ao questionamento quanto aquela alteragdo se dever a neuropatia
autondmica diabética ou ao quadro clinico de nefropatia diabética incipiente.
Utilizando analise de regress3o logistica, Spallone e cols., em 1993, observaram
relagdo de padréo anormal de press&o arterial noturna somente com alteragso dos

testes autondmicos classicos, o que sugere que a alteragio de ritmo circadiano de
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pressdo arterial se deva 3 neuropatia autondmica diabética, o que poderia sugerir
que a neuropatia autondmica diabética tenha influéncia patogenética sobre o
desenvolwmento e/ou progress3o da nefropatia diabética (Spallone e cols. » 1993a).

* Métodos que avaliam a variabilidade da frequiéncia cardiaca:

Quando analisamos detidamente o eletrocardiograma de um individuo
normal, observamos que existem flutuagées da freqiéncia cardiaca de batimento a
batimento, o que pode ser faciimente evidenciado medindo os intervalos R-R. Estas
variagbes sio resultados da acéo do sistema nervoso autébnomo sobre o né sinusal,
modulando a freqtiéncia por estimulo vagal ou simpatico, os quais se apresentam
como componentes distintos.

A variabilidade da freqiiéncia cardiaca, isto &, a quantidade de flutuagées da

freqiiéncia cardiaca em relagéo a frequéncia cardiaca média, pode ser utilizada

nao-invasivas e tém boa reprodutibilidade. Szo elas: célculo de indices baseados
em operagles estatisticas sobre os intervalos R-R (anélise no dominio do tempo)
ou andlise espectral de uma serie de intervalos R-R (andlise no dominio da
frequéncia). Estas analises podem ser feitas em eletrocardiogramas habituais oy
registros de 24h, a partir da detecgdo dos intervalos R-R normais, ou seja, todos os
intervalos entre complexos QRS adjacentes que resultam de despolarizagdes do né
sinusal (Task Force of the European Society of Cardiology and the North American
Society of Pacing and Electrophysiology, 1996).

Da andlise no dominio do tempo pode-se obter os indices: média dos
intervalos R-R normais (RRMED), desvio padrao de todos os intervalos R-R
normais (SDNN), média dos desvios padrdo dos intervalos R-R normais calculados

em segmentos de 5 minutos nas 24 horas do dia (SDNNI), desvio padrdo das
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médias dos intervalos R-R normais calculadas em segmentos de 5 minutos nas 24
horas do dia (SDANNI), raiz quadrada da média das diferengas sucessivas entre
intervalos R-R normais adjacentes nas 24 horas do dia (RMSSD), porcentagem das
diferencas entre intervalos R-R normais adjacentes que excedem a 50
milissegundos (PNN50) (Malliani e cols., 1991).

'A andlise espectral da frequéncia cardiaca permite, diversamente dos
indices anteriores, estudar as oscilagdes da frequéncia cardiaca no dominio da
freqiéncia, de forma que néo apenas a quantidade de variagdo, mas a freqiiéncia
destas oscilagdes pode ser obtida. A partir de um eletrocardiograma de 24h e
conversao analégico-digital, um programa de computador reconhece as ondas R e
0s intervalos R-R e os insere num tacograma, a partir do qual é calculado o
espectro da variabilidade dos intervalos R-R com algoritmo de transformacgéo de
Fourier, provendo avaliagdo quantitativa do numero, freqUiéncia e poder (isto &,
area) de cada componente espectral. Existem 2 principais componentes espectrais,
0 de baixa frequéncia (oscilagbes na faixa de 0,05 e 0,15 Hz), que depende
basicamente de impulsos simpéticos, e o de alta frequiéncia (oscilagdes na faixa de
0.15 a 0.35 Hz), este considerado marcador de atividade vagal. E mais apropriado,
no entanto, considerar a relacdo entre estes indices em termos de balango
simpato-vagal do que avalia-los separadamente (Van Ravenswaaij-Arts e cols.,
1993).

A maioria dos indices de dominio do tempo e da freqiéncia correlacionam-
se muito bem com o ténus cardiaco vagal medido farmacologicamente (apéds o uso
de atropina e de Propranolol), o que indica que eles provém medida acurada do
ténus vagal cardiaco em repouso (Hayano e cols., 199)).

Em diabéticos, estudos comparando os testes classicos de Ewing com

indices de variabilidade da frequéncia cardiaca demonstraram que estes podem se
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alterar mais Precocemente que aqueles (Malpas e Maling, 1990). A andlise
espectral da frequiéncia cardiaca também é método sensivel, e permite melhor
discriminagdo das influéncias vagais e simpéticas do que a analise no dominio do
tempo. A comparagso da analise espectral da freqiéncia cardiaca com os testes
propostos por Ewing demonstroy forte correlagdo entre eles, com a vantagem
daquele nao exigir a colaboragido do Paciente e ser um estudo Gnico. Na neuropatia
autondmica diabética grave desaparecem todos os componentes em decubito,
enquanto que quando ela é moderada h4 apenas diminuigdo destes componentes
(Bellavere e cols., 1992).

A andlise espectral da freqiéncia cardiaca tem maior capacidade para
diferenciar modulagdo vagal e simpética da freqiéncia cardiaca, no entanto os
indices de dominio do tempo sdo mais faciimente calculados e mais disponiveis na
pratica. Além disto, a especificidade da an4lise espectral ndo é completa, tendo em
vista que a ‘desnervagso” sinusal cardiaca farmacolégica ou cirirgica n3o abole
completamente os componentes de baixa e alta freqtiéncia (Mancia e cols., 1997).
Ambos os métodos no foram suficientemente padronizados e nao foram avaliados
quanto a seu valor prognéstico, o que lhes traz desvantagem em relacdo aos testes
classicos propostos por Ewing, apesar de sabidamente estarem mais precocemente
alterados do que estes (Spallone & Menzinger 1997).

Mais recentemente, o uso da servopletismomanométria (Finapres) permitiu
avaliar, de forma nao invasiva, respostas da freqiéncia cardiaca as manobras de
Valsalva, contragdo isométrica sustentada e mudangas posturais (Netten e cols.,
1992).

Outro método para avaliar variabilidade de frequéncia cardiaca é a anélise
de mapas de retorno bi-dimensionais, que é feita visualmente (Woo e cols., 1992):

€m nosso meio recentemente foi desenvolvido método com 0 objetivo de quantificar
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0s resultados obtidos com os mapas de retorno bi-dimensionais, através de sua
modificaco, o que originou o mapa de retorno tri-dimensional. Os indices obtidos
com a quantificagdo do mapa de retorno tri-dimensional foram diferentes entre
diabéticos com e sem neuropatia autonémica diabética, assim como observou-se
correlag&o positiva (r = 0.72) entre eles e os indices no dominio do tempo (Moraes
e cols., 1993).

* Métodos que avaliam a variabilidade da pressao arterial:

Assim como a freqliéncia cardiaca, também a pressé@o arterial apresenta
flutuagdes em relagdo a meédia, as Quais sdo importante fonte de informacgao
quanto aos mecanismos dé regulagdo cardiovascular. No entanto, a regulagéo da
freqiiéncia cardiaca & controlada basicamente pelo sistema nervoso auténomo,
eénquanto que a regulagéo da pressso arterial depende também de uma série de
outros fatores (sistema renina-angiotensina Oxido nitrico, respiragdo, funcgio
cardiaca e volume de Sangue circulante) (Japundzic Zigon, 1998).

A variabilidade da Presséo arterial tem sido avaliada através do calculo da
média dos desvios padrdes da pressao arterial sistélica, diastélica e média obtidas
da andlise batimento a batimento de medidas de pressdo arterial de 24h intra-
arterial, método que tem suas limitagdes (Mancia e Zanchetti, 1986).

Andlise espectral da Ppresséo arterial, obtida de registros de 24h & método
néo invasivo na avaliagdo da variabilidade da pressso arterial, mas nao
completamente estabelecido como indice autonémico (Parati e cols., 1995).

O uso da servopletismomanometria (Finapres) também permite avaliar, de
forma n3o invasiva, respostas da pressdo arterial a manobras que alteram seuy
controle. Em Pequeno grupo de diabéticos em que foi utilizada, apresentou-se
menos sensivel do que os parametros de freqiiéncia cardiaca no diagnéstico de

disfung&o autondmica (Netten e cols., 1992).
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5.1.2. Métodos que avaliam a inervagio simpatica cardiaca através de
radiois6topos:

Andlogos radiomarcados da norepinefrina, que sio retidos pelos terminais
Nervosos simpaticos do coragdo permitem o mapeamento da integridade simpatica
Cardiaca (Glowniak, 1 995).

A meta-iodo-benzil-guanidina, quando marcada com ') (%} miBg), permite
a deteccdo de nervos simpaticos que captam esta substancia, o que ocorre em
0rgdos ricamente inervados, tais como o coragdo. Sua utilizagdo no estudo da
inervacio simpatica cardiaca baseia-se no fato de que, apds a fase de captacéo,
seu efluxo do tecido extra-neuronal é maior do que o do tecido neuronal (Glowniak,
1995). Redugdo da captagio miocardica de | MIBG em diabéticos com testes
- cardiovasculares Classicos alterados e também com resultados alterados de analise
€spectral da frequéncia cardiaca foi observada por alguns autores, além de
Constatagio de que alguns diabéticos com testes normais podem ter alteragdo na
captacdo daquele radioisétopo. Estes resultados Sugerem que a cintilografia
Mmiocardica com %] MIBG & método nZo invasivo util no estudo da disfungao
simpética cardiaca e provavelmente mais sensivel do que os métodos classicos de
diagnostico da Neuropatia autonémica diabética (Mantysaari e cols., 1992; Langer e
cols., 1995 e Murata e cols., 1996).

O radiotragador "'C-hidroxiefedrina (""C-HE), recentemente desenvolvido
como analogo da norepinefrina para tomografia por emisszo positrénica &
especificamente captado e retido nos terminais simpaticos Nervosos, o que permite
Caracterizagio regional quantitativa da disfungdo e perda de neurdnios simpaticos
(Rosenspire e cols., 1990). Anormalidades na retengdo cardiaca de "'C-HE podem
ser detectadas em 40% dos diabéticos com testes autondmicos classicos normais.

Individuos com Neuropatia autonémica diabética leve apresentam defeitos de
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captacdo apenas na parede inferior distal do ventriculo esquerdo, enquanto que os
neuropatas graves tém envolvimento também de paredes antero-laterais e
inferiores. Além disto, estes pacientes apresentam aumento da captagdo de ''C-HE
da ordem de 33% nos segmentos miocardicos proximais, sugerindo hiperinervagéo
simpatica nesta regido (Stevens e cols., 1998).

5.1.3. Outros métodos:

Avaliagdo da fungdo esofagica é feita através de manometria,
cineradiografia e cintilografia. Esvaziamento gastrico pode ser avaliado através de
estudos radiolégicos com bario, técnicas cintilograficas com ingestao de refeigao
marcada com radioisétopos e ultrasonografia. Avaliagdo simplificada da fungao
autondmica génito-urinaria inclui verificacdo e medida de residuo vesical através de
ultrasonografia pélvica ou pielografia intra-venosa apés mic¢do e medida de fluxo
urinario durante a micgdo através de aparelhagem especifica. Medida do diametro
da pupila adaptada ao escuro é feita com camara fotografica e “flash” eletrénico.
Também s@o descritos testes para avaliar dreas de perda de sudorese, sob
estimulo ou ndo. Testes neuroendé6crinos envolvem tecnologia de laboratério, e
incluem a medida de polipeptideo pancreatico em resposta a hipoglicemia (testa a
integridade vagal) e medida de catecolaminas plasmaticas (medida aproximada de
atividade simpatica) (Ewing e Clarke, 1986 e Martyn e Ewing, 1986).

Testes eletrofisiolégicos permitem a medida de condugdo sensorial e motora
no mesmo nervo, ndo sdo invasivos, mas habitualmente estudam apenas os
axbénios mielinizados de condugdo mais rapida. Os axdnics ndo mielinizados,
dentre os quais estdo as fibras simpaticas, sdo tdo dispersos e produzem sinais de
amplitude tdo baixa, que s6 podiam ser avaliados através de microneurografia,
método invasivo e que dispende muita técnica e tempo para ser realizado. No

entanto, medidas da atividade e resposta simpatica na pele, registradas com
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equipamento de eletromiografia comum, parecem ser Uteis na avaliagio de fibras
simpéticas periféricas, que habitualmente néo podem ser avaliadas por métodos
comuns (Shahani e cols., 1984).

Inimeros outros métodos sao descritos e muito provavelmente ainda o

seréo, considerando a larga distribui¢éo da inervagéo autonémica no organismo.

5.2. Em ratos:

5.2.1. Avaliagio funcional autondmica:

Em animais também é feita através de testes cardiovasculares especificos.
Através deles, sdo avaliados: o reflexo arterial baroreceptor e também seus
componentes simpatico e parassimpatico isoladamente (Coleman e cols., 1980 e
Maeda e cols., 1995a), a reatividade vascular (Krizsan-Agbas e cols., 1991), os
efeitos do bloqueio farmacolégico com propranolol e atropina sobre a pressao
arterial e freqiiéncia cardiaca (Negréo e cols., 1992), a variabilidade da freqiéncia
cardiaca no dominio do tempo (Sgoifo e cols 1997 e Mansier e cols 1996) e da
freqiéncia (Malliani e cols., 1991), a variabilidade da pressdo arterial (Mancia &
Zanchetti, 1986, Daffonchio, e cols., 1995 e Moraes e cols., 1996). Estes métodos

estio descritos detalhadamente mais adiante.

5.2.2. Métodos que avaliam a inervagdo simpatica cardiaca através de
radioisétopos:

Assim como em humanos, analogos radiomarcados da norepinefrina, '%j
MIBG e "'C-HE tém sido utilizados na avaliagdo da inervagao simpatica cardiaca
em animais (Glowniak, 1995).

O uso da "™ MIBG demonstrou, em ratos com Diabetes Mellitus
estreptozotocina-induzido, que apds 4 a 9 semanas, ocorria menor retencdo do
radios6topo globalmente no miocardio (Herman e cols., 1994). No entanto, a

elevagdo no conteudo de norepinefrina miocardica caracteristica desta fase do
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Diabetes, quando normalizada pelo uso de inibidores da aldose-redutase leva 3
normalizagéo da retencdo de '®| MIBG miocardica, o que sugere que as alteragdes
na retencdo de ' MIBG encontradas por Herman estejam refletindo inibigdo
competitiva com a noreprinefrina pela captacio neuronal ou maior liberagao de '%j
MIBG, e néo disfungido ou perda neuronal (Kurata e cols., 1997).

O fato de ratos com Diabetes por estreptozotocina de longa duracdo (6 e 9
meses) apresentarem menor retencdo de ''C-HE em porgdes distais do ventriculo
esquerdo, locais em que foi observado menor contelido de fator de crescimento do
nervo, sugere que este método represente de forma fidedigna a desnervagio
simpatica cardiaca e que alteragbes autondémicas s6 ocorrem neste orgao
tardiamente (Schmid e cols., 1999).

5.2.3. Métodos que avaliam a inervacdo simpatica renal:

O rm é um 6rgdo ricamente inervado com baroreceptores,
quimiorreceptores e nervos aferentes (simpaticos). Os baroreceptores aumentam
sua atividade em resposta a alteragbes de perfusdo renal e pressdo intra-renal
enquanto que os quimiorreceptores sio estimulados por metabdlitos isquémicos e
toxinas urémicas. A ativagdo destes receptores pode estabelecer conexdes com
nucleos integrados do sistema nervoso simpatico no sistema nervoso central,
através de vias renais aferentes (Dibona, 1997). Os nervos renais aferentes

' projetam-se diretamente em areas centrais envolvidas na regulacdo da pressio
! arterial, podendo contribuir na génese da hipertensao arterial quando cronicamente
' estimulados. Sua resseccdo nio apenas previne a hipertensdo, mas também a
- progressédo de doenga renal em ratos com ablagdo renal (Campese e cols., 1995).
O contetdo de norepinefrina tecidual tgmbém tem sido descrito como

indice que quantifica a inervagdo simpatica renal, tendo em vista sua diminuicdo em



95% em rins de ratos desnervados cirurgicamente até 2 semanas apés o
procedimento (Kline e Mercer, 1980).

Através da implantacdo, sob anestesia, de um eletrodo de platina bipolar
recoberto por borracha de silicone ao redor de um ramo do nervo renal, a atividade
simpatica renal em ratos pode ser diretamente avaliada. O valor é pré-amplificado
através de amplificador de alto débito, e o sinal filtrado e armazenado em fita
magnética. O sinal registrado é retificado, integrado e processado via conversor
analégico-digital usando sistema de aquisicdo de dados para quantificar as
descargas nervosas (Iigoyen e cols., 1988).

5.2.4. Outros métodos:

Medida tecidual das atividades bioquimicas das enzimas colina acetil-
transferase, marcador de elementos colinérgicos pré-sinapticos e dopamina-beta-
hidroxilase, restrita aos neurdnios simpaticos pos-sinapticos, pode avaliar a
integridade de ganglios autondmicos (Schmidt e Plurad, 1986).

Dosagem sérica da dopamina-beta-hidroxilase ndo é indice confiavel na
avaliagado do sistema nervoso simpatico em ratos diabéticos, ja que sua meia-vida
esta aumentada nestes animais devido a competicdo entre esta enzima e os altos
niveis de glicose pelos locais onde aquela é catabolisada (Munoz e cols., 1984).

Niveis teciduais de norepinefrina foram utilizados na avaliagdo da inervacao
noradrenérgica cardiaca, demonstrando resultados diferentes dos obtidos na
avaliagédo histo-morfométrica, conforme ja descrito previamente, sugerindo que as
alteragdes funcionais podem ser mais precoces do que as estruturais neste modelo

experimental e neste tecido (Felten e cols., 1982).
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6. Patogénese das neuropatias diabéticas:

Neste item existem varios mecanismos propostos, todos suportados por
estudos experimentais e clinicos, de modo que mais provavelmente, assim como
Ocorre para as outras complicagbes do Diabetes Mellitus, varios fatores
patogenéticos estejam envolvidos, tanto no inicio como na progresséo da doenca.

Entre as possiveis etiologias levantadas encontram-se: alteragées no
metabolismo dos poli6is, lipidios ou aminoacidos, insuficiéncia vascular, aumento
na formagdo de radicais livres superéxido-induzido, menor transporte axonal e
neurotrofismo diminuido. Estes defeitos estao provaveimente interrelacionados e,
em conjunto com o estado diabético, sdo responsaveis pela progressdao da
neuropatia (Stevens cols., 1995). Didaticamente podemos dividir a etiologia das
neuropatias diabéticas em de causa metabdlica e vascular, as quais interagem
entre si.

Os resultados do DCCT (1 993) sugerem que o fator isolado mais importante
no desenvolvimento das complicagdes crénicas do Diabetes Mellitus & a
hiperglicemia. O aumento dos niveis de glicose no nervo e células endoteliais
determina alteragdes nos niveis de lipidios, polidis, além de glicacdo protéica n3o-
enzimatica e disfungdo em fatores de crescimento (Greene e cols., 1987 e
Brownlee e cols., 1988).

Na via do poliol a glicose é metabolizada a sorbitol e frutose
respectivamente pelas enzimas aldose redutase e desidrogenase do sorbitol. No
- Diabetes Mellitus, o acumulo de sorbitol intra-celular com diminuicdo
compensatéria de mio-inositol associa-se 3 reducdo na sintese e “turnover’ de
. fosfoinositol (Nakamura e cols., 1992 e Thomas e cols., 1993). A deplegio de mio-
“inositol no rato diabético associa-se a menor atividade da Na-K-ATPase e

‘ diminuigéo da velocidade de condugdo nervosa e sua suplementacio na dieta ou o
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uso de inbidores da aldose redutase revertem estas alteragges (Greene e Lattimer,
1983 e Greene e cols., 1993).

Redugéo no fluxo sangiiineo nervoso, aumento de resisténcia vascular e
menor tenséo de oxigénio em nervos ciaticos de ratos diabéticos também tém sido
descritos (Tuck e cols., 1984). Biopsias de nervos surais de humanos
demonstraram alteragdes vasculares tais como eéspessamento de membrana basal,
edema e proliferagio de células endoteliais, agregagio plaquetaria e oclusdes de
vasos (Dick e cols., 1986). Estes dados sugerem que, pelo menos em parte, a
perda de fibras mielinizadas caracteristica do Diabetes Mellitus deve-se a dano
secundario a isquemia e hipéxia.

A unificagdo das duas hipéteses é sugerida por Stevens e cols., em revisdo
de 1995. Os autores acreditam que, precocemente no inicio do Diabetes Mellitus,
defeitos metabélicos levam 3 ativacdo da via da aldose redutase e sorbitol
desidrogenase. O 6xido nitrico € um radical altamente reativo, mediador de
vasodilatagdo e neurotransmissor inibitorio. E sintetizado pela sintetase do 6xido
nitrico, que & NADPH-dependente. O fluxo de glicose pela via dos poliéis diminui a
disponibilidade de NADPH, o que limita reagbes dependentes da glutationa e
também a atividade da sintetase do 6xido nitrico, levando a sua deplegdo. A
deplecédo de 6xido nitrico leva a alteragdes de fluxo sangiineo no nervo, que por
Sua vez diminui a capacidade do nervo em tamponar radicais livres, além de
depletar as reservas energéticas disponiveis, o que promoveria inicio da
neuropatia diabética. O uso de inibidores da aldose-redutase, bloqueando a
formagao de sorbitol e portanto a deplegcdo de NADPH, preveniu o aparecimento
de neuropatia diabética em ratos com Diabetes por estreptozotocina. A associagao
destes ao inibidor da sintetase do éxido nitrico (L-NAME) permitiu novamente que

0s animais desenvolvessem neuropatia diabética, dados que reforcam as teorias
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de que fluxo continuo de glicose através da via dos polidis limita a sintese de
éxido nitrico por causar deplegdo de NADPH, e a diminuicdo de 6xido nitrico
resulta em vasoconstricgdo, isquemia e diminuicdo da velocidade de condugao
nervosa (Stevens e cols., 1995).

Em ratos normais desmamados e alimentados com uma dieta deficiente em
a-tocoferol foi observada peroxidagdo lipidica endoneural, o que associou-se ao
desenvolvimento de neuropatia sensitiva (Nickander e cols., 1994), portanto, o
‘stress oxidativo em um rato normal produz sinais de neuropatia. A melhora do
stress oxidativo poderia ser a principal fungdo dos inibidores da aldose-redutase,
assim como o aumento da atividade da glutationa (principal alvo mitocondrial para
a detoxificagdo de peréxido de hidrogénio) e diminuigao dos radicais livres de
oxigénio (Feldman e cols., 1997).

Mais recentemente foi sugerido o papel de metabolismo alterado do fator de
crescimento do nervo na patogénese da neuropatia diabética, mas estudos em
diabéticos com e sem disfuncdo autonémica ndo demonstraram diferencas entre
' 0s grupos quanto a presenca de auto-anticorpos anti-fator de crescimento do nervo
E(Zanone e cols., 1994). Ja em ratos com Diabetes por estreptozotocina de longa
durag3o, observou-se correlagéo das alteragdes no fator de crescimento do nervo
i;com as alteragbes observadas na inervagdo miocardica, avaliada através de
' métodos radioisotopicos (Schmid e cols., 1999).

Em ratos, estudos especificos em relagdo as fibras nervosas autonémicas
(ganglios autondmicos simpaticos e nervos mesentéricos) foram realizados por
Schmidt e cols., demonstrando prevengdo da distrofia axonal ocasionada pelo
Diabetes com o uso de insulina, transplante de pancreas e uso de inibidores da

aldose-redutase, mas ndo com a suplementagdo de mio-inositol. O uso destes
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tratamentos apdés o estabelecimento da disfungdo autonémica nNao ocasionou

reversao completa da distrofia axonal (Schmidt e cols., 1989 e 1991).

7. Repercussdes da desnervacgéio autonémica diabética:

A neuropatia autonémica diabética tem sido relacionada como uma das
possiveis causas de mortes subitas. Estudos longitudinais acompanhando
diabéticos neuropatas demonstraram mortalidade entre 16 e 53% em 5 anos destes
pacientes; as maiores taxas de mortalidade ocorrem na presenca de neuropatia
autondmica diabética avancada (Ewing e cols., 1980).

7.1. Sobre o sistema gastrointestinal:

Eséfago, estdbmago, vesicula biliar, pancreas, intestino delgado e grosso
podem ser afetados pela disfun¢do autondmica do Diabetes Mellitus, determinando
contragdes descoordenadas do esdfago, dificuldade de esvaziamento gastrico e
atonia da vesicula biliar e transito gastro-intestinal lento. No pancreas, a neuropatia
autondmica diabética Pode acarretar auséncia de resposta do polipeptideo
pancreatico 3 hipoglicemia, usualmente sob controle vagal (Pfeifer e cols., 1993).

7.2. Sobre a sudorese:

A disfun¢do sudomotora caracteriza-se por degeneragdo de axdnios néo
'mielinizados pbs-ganglionares, levando 3 anidrose distal bilateral simétrica
(Faerman e cols., 1982). Outra consequéncia sio os distlrbios na termorregulacgio,
pela auséncia de perspiracdo em membros inferiores € eéxcesso de perspira¢io na
regido superior do corpo e face (Fealey e cols., 1989).

7.3. Sobre a retina:

Associag3o da neuropatia autondmica diabética com retinopatia proliferativa

foi observada por Krolewski e cols. (1992) em pacientes com Diabetes Mellitus do
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tipo 1 e em nosso meio em pacientes com Diabetes Mellitus do tipo 2 (Schmid e

cols, 1995).

7.4. Sobre o metabolismo:

Normalmente a diminuig¢éo da glicemia é seguida da liberagio de glucagon,
horménio do crescimento, adrenalina e cortisol.

A queda progressiva da glicose plasmatica produz uma resposta
parassimpatica assintomatica com bradicardia e leve hipotensio seguida de
resposta simpatica com sintomas geralmente bem reconhecidos devido a liberagzo
de norepinefrina (sudorese, taquicardia, palpitagdes), os quais ddo o aviso ao
paciente diabético da hipoglicemia (Campbell e cols., 1977).

O paciente com Diabetes de longa duragdo torna-se mais vulneravel as
hipoglicemias devido a contraregulagcdo deficiente, inicialmente por secregio
deficiente de glucagon, superimpondo-se deficiente resposta da adrenalina, em
geral relacionada 3 neuropatia autonémica diabética. A contrarregulagdo deficiente
€ a auséncia de sintomas quando das hipoglicemias podem gerar hipoglicemias
graves e até dano neurolégico permanente (Cryer, 1981).

7.5. Sobre o sistema a respiratorio:

Os estudos que avaliaram as respostas ventilatérias a hipéxia e hipercapnia
mostram resultados conflitantes (Soler e Eagleton, 1982 e Wanke e cols., 1993).
N&o so encontrados estudos que avaliem as areas inervadas respiratérias.

Reatividade brénquica alterada em resposta a diferentes agentes
farmacolégicos tem sido descrita em diabéticos com neuropatia autondmica, mas
as implicagdes clinicas destes achados n3o s3o claras; talvez possam causar

diminui¢do dos reflexos de defesa (tosse) a agentes nocivos (Rhind e cols., 1987 e

Vianna e cols., 1 988).
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Episddios de apnéia durante o sono tém sido implicados nas mortes subitas
que ocorrem nos pacientes com neuropatia autonémica diabética grave.

Um estudo em diabéticos com e sem neuropatia autondmica n3o
demonstrou alteragdo na saturacdo de oxigénio, no eletrocardiograma e numero de
apnéias durante o sono entre os 2 grupos avaliados (Catteral e cols., 1984). Dados
recentes de nosso meio diferem dos encontrados por Catteral e cols., pois
comparando 12 pacientes diabéticos com disfungdo autondmica grave a 8
‘individuos normais demonstrou que o primeiro grupo apresentava maior nimero de
episédios de dessaturagdo de oxigénio abaixo de 85% durante o sono. As
diferencas de resultados podem se dever ao grau de disfuncdo autonémica dos
pacientes estudados e/oy método utilizado na avaliacdo dos resultados de
oximetria (Neumann e cols., 1995). Mais recentemente, em acordo com os
resultados de nosso meio, foi observado que 26% dos pacientes com neuropatia
autondmica diabética apresentavam critérios para a sindrome da apnéia do sono,
versus nenhum paciente sem neuropatia (Ficker e cols., 1998).

7.6. Sobre a fungado cardiaca:

Utilizando-se a "'C-HE e '®| MIBG como marcadores de neurotransmissao,
tem sido observada desnervagao cardiaca distal relacionada ao Diabetes, tanto em
humanos (Stevens e cols., 1998) como em ratos (Schmid e cols., 1999). Em
humanos, estudo recente mostrou que, além disto, areas de hiperatividade
simpatica estdo presentes no miocardio proximal de individuos com neuropatia
autondémica diabética grave. Propde-se que estas areas aumentariam 0 risco de
arritmias cardiacas e morte subita durante isquemia miocardica, o que seria uma

explicagéo para a especial cardioprote¢do obtida com o uso de beta-bloqueadores

nestes individuos.
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7.7. Sobre o sistema génito-urinario:

No homem, a neuropatia autonémica diabética leva a impoténcia parcial e
total, devida a dano da inervacdo simpatica e parassimpatica ao tecido erétil, com
libido em geral mantida, e, mais tardiamente, ejaculagdo retroégrada (Pfeifer e cols.,
1993).

A disfuncao parassimpatica determina aumento do residuo vesical apés as
micgdes predispondo a infecgdes urinarias de repeticdo, as quais podem acelerar
insuficiéncia renal ja estabelecida. Quando ocorre acometimento dos nervos
simpaticos, o que é raro, desenvolve-se incontinéncia urinaria, o que é um sintoma
tardio na evolugao da neuropatia autonémica diabética (Buck e cols., 1976).

7.8. Sobre os rins:

N&o encontramos na literatura estudos mapeando a inervagéo renal no
Diabetes, da mesma forma como foram realizados em relagdo a inervagao
cardiaca, de modo que n3o se pode afirmar que ocorra desnervagéo renal como

conseqléncia do Diabetes.

7.8.1. Neuropatia autondmica diabética cardiovascular e nefropatia
diabética: achados na associagao:

Estudos de Dyrberg e cols. em 1981, de Zander e cols. em 1989 e 1992, e
de Krolewski e cols., em 1985 e 1992 demonstraram a ocorréncia de associagao
entre anormalidades do sistema nervoso auténomo e a presenga de
microalbumindria e proteinuria em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1. Os
autores sugerem que a neuropatia autondémica diabética poderia operar como fator
de risco no desenvolvimento da nefropatia diabética nestes pacientes, ou que
ambas as complicacbes advém de mecanismos patogenéticos comuns. Estes
achados s3o de interesse prognéstico, j& que ambas as complicagdes associam-se

a altas taxas de mortalidade (Ewing e cols., 1980 e Borch-Johnsen e cols., 1985)



Em 1993, estudo também em diabéticos tipo 1, acompanhados por 10 a 11
anos, evidenciou queda significativa da taxa de filtragdo glomerular dentre os
individuos classificados inicialmente como apresentando neuropatia autondmica
(diagnéstico por resposta da frequéncia cardiaca a respiragdo profunda e a
inclinagdo 90° rapida) quando comparados aqueles sem a complicagdo. Maior
nimero de pacientes com neuropatia autonémica diabética ao inicio do estudo
vieram a apresentar micro e macroalbumindria ao final do estudo do que os néo-
neuropatas. Respostas alteradas da pressdo arterial diastdlica e sistélica a
inclinagdo quando da entrada no estudo correlacionaram-se com altera¢des de taxa
de filtragdo glomerular ao final do estudo, sugerindo falha simpatica como um dos
fatores determinantes na deterioragdo da fungéo renal. Ja respostas alteradas da
frequéncia cardiaca a respiragdo profunda, que avaliam basicamente o sistema
parassimpatico, ndo apresentaram correlagdo com a taxa de filtragdo glomerular ao
final do estudo, sugerindo sua menor influéncia sobre a fungao renal (Sundkvist &
Lilja 19983). No entanto, outros autores observaram associagdo entre disturbio
parassimpatico e nefropatia diabética, o que pode se dever a estes autores terem
utilizado, além dos testes cardiovasculares classicos descritos por Ewing, medidas
de variablidade da frequéncia cardiaca em registros de 24h, sabidamente mais
sensiveis na detecgdo de dano parassimpatico (Molgaard e cols., 1992).

O conceito de associagdo de neuropatia autondmica simpatica a
alteragdes renais precoces da nefropatia diabética é suportado por conceitos
morfol6gicos prévios, tais como a inervacdo de tabulos e giomérulos renais ser
apenas simpatica (Barajas, 1978). A desnervagdo simpatica renal aumenta a
excre¢ao de sédio, diminui a secregdo de renina e diminui a resisténcia vascular
renal (Bello-Reuss e cols., 1975 e Kappagoda e cols., 1981). Pelo descrito, a

desnervagdo simpatica renal poderia tornar os rins mais vulneraveis a efeitos
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hemodinamicos da pressdo arterial sistémica, de forma que estes individuos teriam
maior pressio intra-glomerular noturna que aqueles sem neuropatia autondmica
diabética. Isto poderia resultar de falha de mecanismos compensadores
habituaimente sob controle do sistema nervoso auténomo e ativos sobre a
hemodinamica renal.

Além disto, outras condigdes de disfungdo autondmica que ndo a causada
pelo Diabetes Mellitus também podem se acompanhar de anormalidades na fungéo
renal, tais como maior excregao urinaria de sédio, especialmente noturna, mesmo
em vigéncia de dieta hipossédica (Wilcox e cols., 1977).

Winocour e cols., em 1986 observaram maior excrec¢ao urinaria de albumina
e de sédio noturnas dentre os diabéticos com neuropatia autondmica, sugerindo
que ela pode, de uma forma independente, afetar a funcdo renal, e que a
hemodinamica renal noturna e balango glomérulo-tubular podem estar modificados
nestes individuos (Winocour e cols, 1986).

Estudo mais recente, utilizando monitorizagdo ambulatorial de pressdo

arterial de 24 horas demonstroy perfil anormal em diabéticos tipo 1 normotensos, o
que correlacionou-se com os testes autondmicos classicos descritos por Ewing,
especialmente hipotensio postural. Estes autores observaram maior excrecao
urinaria de albumina e menor descenso da pressdo arterial durante a noite em
diabéticos com neuropatia autondmica. Foi observada correlagdo positiva entre a
excregdo urinaria de albumina e pressdo arterial sistélica medidas
concomitantemente, correlagdo esta que foi mais intensa entre os neuropatas.
Nenhum paciente neste estudo apresentava microalbumindria pelos critérios
habitualmente utilizados, o que levanta a possjbilidade de que a disfungao

autondémica possa contribuir para o desenvolvimento da nefropatia diabética



através de mudangas no perfil tensional intra-renal determinado pela falta de
resposta as alteragdes posturais (Spallone e cols., 1994).

Outros estudos nos quais também é fortemente sugerido um papel de
distarbios autonémicos sobre a génese da nefropatia diabética sdo os de
Monteagudo e cols. (1996), Poulsen e cols. (1997) e Hansen e cols. (1996).

7.8.2. Mecanismos patogenéticos da nefropatia diabética: implicagdes na
relacdo neuropatia autonémica e nefropatia diabética:

Mdltiplos fatores, que provavelmente interagem entre si, estdo implicados no
inicio e progressdo das alteragdes glomerulares caracteristicas da nefropatia
diabética: predisposi¢ado genética a lesdo renal (Seaquist e cols.,1989), composi¢éo
da dieta alimentar, hiperfiltracido glomerular com hipertenséo intraglomerular capilar
(Zatz e cols.,1985), hipertens3o arterial sistémica (Parving e cols., 1981), e
principalmente hiperglicemia. As hipoteses patogenéticas mais recentes envolvem
alteragdo do metabolismo intra-celular da glicose na iniciagdo dos eventos
patoldgicos, j4 que o fator isolado mais importante no desenvolvimento da
nefropatia diabética é a hiperglicemia (DCCT, 1993).

Estudos em cultura de tecidos evidenciaram que aumento da glicose no
meio exerce importante influéncia sobre o crescimento das células mesangiais e
metabolismo da matriz extra-celular. Um aumento da concentragado de glicose intra-
celular e do seu metabolismo através de vias enzimaticas e ndo-enzimaticas
promoveria maior sintese de matriz extra-celular (Ayo e cols., 1991b).

No Diabetes Mellitus, altas concentragdes de glicose extra-celular refletem-
se em aitas concentragdes intra-celulares de glicose em alguns tecidos, tais como
nas células mesangiais e axdnios. Agdes de altas concentragdes intra-celulares de
glicose implicadas na patogénese da nefropatia diabética incluem ativagdo da via

dos polidis induzindo deplegdo de mio-inositol e redugdo da atividade da Na-K-
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ATPase (Greene e cols., 1987), alteragdo do balango redox celular, geracdo de
produtos reativos da glico-oxidagdo incluindo lipoproteinas oxidadas e
Superoxidadas (Williamson e cols, 1993), formagdo de produtos avangados da
glicosilagdo nao-enzimatica (Vlassara, 1995), geragao aumentada de eicosanéides
(Tesfamarian e cols.,1990), maior expressdo de TGFB1 (Rocco e cols., 1992) e
ativacdo do sistema da proteina quinase C (Ayo e cols., 1991a).

O aumento de produgéo de TGFpB1 tem sido relacionado a um aumento da
atividade da proteina quinase C, enzima sabidamente superexpressa quando as
concentragdes intra-celulares de glicose aumentam (Ishii e cols., 1998). Além disto,
células mesangiais cultivadas em meios com altas concentragdes de glicose
aumentam sua secregio de TGFB1, colageno do tipo IV e outros componentes da
matriz extra-celular (Ayo e cols., 1991b). A observagdo de que TGFpB1 proteina est3
‘aumentada em glomérulos de ratos diabéticos por estreptozotocina com 24 e 40
Sémanas de duragdo e sua correlagdo com a albumindria crescente que estes
animais apresentam a medida que avanca o Diabetes, sugere que esta citocina
pode ser importante na génese e manutengio da nefropatia diabética neste modelo
experimental (Bertoluci e cols., 1996).

Com a excess3o de alguns tecidos, como células epiteliais intestinais e
tubulos renais proximais, em que a glicose & concentrada por processo ativo
envolvendo co-transportadores ativos Na-glicose, a glicose entra nas células por
Um processo passivo de difusdo facilitada. Neste tipo de processo, proteinas
integrais de membrana especificas, identificadas como GLUTs, transportam a
glicose do meio com maior concentragdo para 0 meio com menor concentragio da
mesma. Por este motivo, as concentragdes intra-celulares de glicose aproximam-se
daquelas do meio extra-celular. Hoje s3o conhecidos sete GLUT gens (GLUTs 1 a

7), um dos quais é um pseudogen (GLUT 6), e 6 s3o gens de transportadores de
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glicose por difusdo facilitada. A glicose entra nas células mesangiais por este
processo, que independe da agdo da insulina, mas que pode ser regulado pela
acao dos GLUTs (Kreisberg & Ayo, 1993 e Mueckler, 1994).

A identificacdo dos transportadores de glicose nas células mesangiais e
avaliagdo da cinética de captacdo de glicose, permite demonstrar que os
transportadores de glicose por difusdo facilitada (GLUTs) podem modificar a
entrada de glicose para dentro destas células, regulando, desta forma, a atividade
das vias do metabolismo da glicose e sintese de matriz extra-celular. Investigagdes
recentes demonstraram pelo menos GLUTs 1, 3, 4 e 5 nos glomérulos de ratos
(por ‘“immunostaining”, marcagdo “immunogold-silver” e ‘immunobiotting”),
destacando-se GLUT 1 e 4 em células mesangiais (predominantemente GLUT 1) e
epiteliais e 3 nos tufos glomerulares. O GLUT 2, transportador de baixa afinidade
pela glicose, esta presente especialmente em células onde ocorre alto fluxo de
glicose, como ocorre nos tubulos proximais renais. Por outro lado, os GLUTs 1, 3 e
4 tém caracteristicamente alta afinidade pela glicose e sdo saturados em
concentragbes quase fisiologicas da mesma. Muito provavelmente, a capacidade
que aumentos na concentragdo de glicose extra-celular tém de aumentar a
captagéo de glicose pelas células mesangiais é limitada pela saturagdo dos GLUTs
1 e 4. A localizagio ultra-estrutural destes transportadores ainda n&o foi realizada
nestas células (Heilig e cols., 1995b).

Além disto, um aumento da concentragdo de glicose intra-celular pode nao
necessariamente requerer quantidades suprafisiolégicas de glicose no meio, se
houver maior transporte da mesma para dentro da célula. Células mesangiais de
ratos que expressam excessivamente o gen e proteina transportadora de glicose
GLUT 1 demonstram aumento importante da captagé6 e metabolismo de glicose,

assim como estimulo significativo para a sintese de matriz extra-celular, mesmo
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quando as células foram cultivadas em meio com concentragédo de glicose normal
(Heilig e cols.,1995a). Também aumento da glicose extra-celular pode levar a maior
expressdo de GLUT 1 e transporte de glicose IGF1 (insulin-like growth factor-1)
mediado pela célula mesangial, exacerbando a produgo de matriz extra-celular por
estas células. Outros fatores (TGFBI, sulfoniluréias, insulina, glicocorticoides,
hipdxia) podem alterar a expressdo de GLUT 1 e a captagdo de glicose pelas
células mesangiais (Heilig e cols., 1997a e b).

Dados recentes indicam potencial da glicose em aumentar a expressao de
GLUT 1, o que aumentaria a captagao de glicose na presenca de hiperglicemia. As
respostas mais comumente encontradas a elevagédo da glicose sdo de supressao
Ou n3o alteragso, o que protegeria a célula do efeito toxico do excesso de glicose.
Portanto, o potencial das células mesangiais em aumentar a expressido dos
transportadores de glicose em resposta a elevagdes da mesma parece ser tao
elevado a ponto de predispor estas células a dano glicose-induzido. Esta resposta
da célula mesangial estd de acordo com a proposta de que o Diabetes levaria a
maior metabolismo da glicose por esta célula, j4 que, sem alteragbes de
transportadores de glicose seria improvavel que houvesse quantidade intra-celular
suficiente da mesma para este maior metabolismo (Heilig e cols., 19953 e 1997b).
Devido & sua alta afinidade e baixa capacidade para transportar glicose, os
transportadores de glicose séo saturados em concentragdes quase fisiolégicas de
glicose, quando avaliados em “xenopus oocytes” o que suple-se ocorra também
em células mesangiais (Kahn e cols, 1992).

Pode-se dai especular que a fragéo de pacientes que desenvolve nefropatia
diabética expressaria maior numero de transponadores de glicose ou exibiria maior
resposta do GLUT 1 3 hiperglicemia do que o habitual, de forma que variagbes

individuais na expresséao do GLUT 1 explicariam a observagdo de que apenas uma
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parcela dos diabéticos venham a apresentar nefropatia diabética (Heilig e cols.,
1997a).

Dominguez e cols. estudaram as adaptagées de GLUT 1 e 2 em tabulos
renais de ratos tornados diabéticos por estreptozotocina 2, 3 e 4 semanas apés sua
inje¢do. Constataram redugdo de mRNA e proteina GLUT 1 e aumento de mRNA e
proteina GLUT 2, o que associou-se a maior fluxo de glicose, adaptagbes que,
segundo o autor, teriam papel ativo na génese da nefropatia diabética (Dominguez
e cols, 1994). No entanto, é sabido que a nefropatia diabética é de origem
primariamente glomerular, e, conforme descrito previamente, sua génese é na
célula mesangial, no cortex, local ndo estudado pelo autor.

Nos relatos anteriores, todas as evidéncias da interagdo disfuncao
autondémica/nefropatia diabética sao indiretas. Apesar das correlagdes significativas
demonstradas nos estudos clinicos citados anteriormente, ndo é claro de que forma
elas refletem interagéo entre as complicagdes ou sua etiologia em comum. Estudo
de Matsuoka e cols. de 1993, buscando estas evidéncias, avaliou a excregéo
urinaria de albumina semanal por 6 semanas consecutivas apés desnervagéo renal
cirurgica e indugdo de Diabetes Mellitus por estreptozotocina em ratos Wistar.
Demonstrou maior excregdo urinaria de albumina nos animais diabéticos versus
controles 2 semanas ap6s a desnervagdo. No entanto, de 3 semanas em diante
ap6s o procedimento ocorreu também maior excregdo urinaria de albumina nos
diabéticos desnervados versus ndo desnervados, sugerindo que a desnervagio
simpatica renal determinou maior progressdo da lesdo renal. A desnervagao renal
em animais ndo diabéticos nao influenciou a excregdo urindria de albumina,
concluindo os autores sobre a necessidade da associagdo com o Diabetes para a
indugdo da lesdo glomerular. O autor sugere que os nervos simpaticos renais em

condi¢des normais protegem os rins de episodios de hipertensdo glomerular e
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hiperfiltragdo, o que poderia ser essencial nos animais diabéticos, particularmente
suscetiveis a hiperfiltragdo glomerular. Os resultados indicam que a desnervagao
renal poderia estar envolvida na patogénese da nefropatia diabética (Matsuoka,
1993). No estudo citado, a desnervagéo renal nao foi confirmada, nem tampouco
avaliada a fungdo do sistema nervoso autdbnomo em outras regides.

7 8.3. Efeitos da inervagdo sobre a expressao de transportadores de
glicose:

Em 1987, estudo quanto ao efeito da insulina e exercicio fisico sobre a
captacdo de glicose por fibras musculares desnervadas sugeriu que a desnervagéo
reduzia o numero de transportadores de glicose disponiveis, ja que a ligagéo e
fosforilagdo dos receptores de insulina apresentavam-se normais, apesar de
diminuicdo da captagdo de glicose pelas fibras musculares estudadas (Turinski,
1987). Tendo sido reconhecido o GLUT 4 como principal transportador de glicose
no muasculo esquelético, através da determinagdo da quantidade de GLUT 4
proteina em musculo solear desnervado de rato, foram buscadas evidéncias que
reforcassem a hipotese de Turinski. Foi observada diminuigdo de 52% desta
proteina ap6s desnervagdo, o que confirma que as mudangas no transporte de
glicose neste modelo experimental se devem a menores niveis de GLUT 4
(Henriksen e cols., 1991). Quando estudado musculo desnervado da pata traseira
de rato, diminuigdo de GLUT 4 proteina é temporalmente paralela a diminuicdo de
mRNA GLUT 4, o que sugere que sua expressdo protéica & regulada pela
disponibilidade de mRNA (Block e cols., 1991).

O efeito da inervagdo na regulagéo da expressdo dos transportadores de
glicose pode se dar através da liberagdo no 6rgdo ou tecido inervados de
substancias produzidas pelo nervo nos tecidos ou 6rgéos alvo. Utilizando modelo

experimental especifico, Megeney € cols., em 1994 constataram a influéncia de
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substancias provenientes do nervo sobre a quantidade de proteina GLUT -4 no
masculo, a qual diminuiu mais rapidamente quando havia interrupcédo da atividade
elétrica nervosa e do fluxo axoplasmatico do que quando havia apenas
desnervagao, sem interrupgdo do recebimento de substancias neurogénicas pt-ela
fibra muscular. Estes dados evidenciaram fortemente que um fator neurogénico
contribui para a regulagdo de GLUT 4 no musculo, além da conhecida regulagéo
deste transportador pela atividade elétrica nervosa (Megeney e cols., 1994).

N3o ha na literatura estudos que avaliem os niveis de GLUT 1 no cértex

es com a excregao
renal em resposta a desnervagdo local, bem como suas relagd

urinaria de albumina.

FAMED/MHCPA
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Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

Avaliar a fungdo autonoémica em fases iniciais e tardias do Diabetes Mellitus
induzido por estreptozotocina tratado com insulina e relacionar esta fungdo com a

excregdo urinaria de albumina;

Avaliar a fung&o autondmica apos 45 a 90 dias de Diabetes Mellitus induzido

por estreptozotocina e relacionar esta fungdio com a excregéo urinaria de albumina;
Estudar os efeitos da desnervagdo renal bilateral sobre a excreg¢do urinaria

de albumina e expressdo dos transportadores de glicose no rim de ratos normais e

com Diabetes Mellitus.
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Material e Métodos

Este trabalho consistiu de 3 experimentos; a partir dos resultados
preliminares do primeiro idealizou-se o segundo e assim consecutivamente. Muitos
dos métodos utilizados no primeiro experimento séo reutilizados nos seguintes, de
forma que serdo descritos uma s6 vez no texto que segue e depois discriminados,

para cada experimento, especificamente os que foram utilizados em cada um.

1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso médio de 206g (160 a
320gq), provenientes do Biotério do Instituto de Biociéncias-UFRGS, os quais foram
alimentados “ad libidum”, com livre acesso & agua. A temperatura era mantida em
torno de 20 a 25°, o ciclo claro-escuro por 12 horas.

Aleatoriamente, 2/3 dos animais receberam estreptozotocina, 60mg/kg,
diluida em tamp3o citrato (0.01M, pH 4.5), através de injecdo endovenosa pela veia
caudal, e o 1/3 restante 0 mesmo volume de tamp&o citrato de sédio. Apds 48
horas da injecdo, foi determinada qualitativamente a glicose plasmética através de
fitas reagentes (glicose-oxidase) especificas para glicose (Haemoglukotest,
Boehringer). Os animais injetados com estreptozotocina que apresentaram glicose
plasmatica maior ou igual a 300 mg/dl constituiram o grupo diabético (D). Os

animais injetados com tampé&o citrato de sodio constituiram o grupo nédo diabético

(ND).

2. Métodos utilizados:
2.1. Avaliagio geral e metabdlica:

2.1.1. Peso inicial e semanal até o final do experimento.
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2.1.2. Coleta de urina de 24 horas (24h):

Realizada em gaiolas metabélicas especificas para este fim para medida de
volume urinario e determinagdo da glicose e carga excretada de albumina. As
amostras foram conservadas em azida sédica 2% e mantidas a -4°C até a
determinagdo da carga excretada de albumina.

Amostras de urina de 24h foram obtidas aos 7 e 14 dias dias apoés a inje¢éo
de estreptozotocina ou tampdo citrato de sédio e, nos estudos com tempos de
avaliagdo maiores do que estes, mensalmente.

2.1.3. Determinagdo da glicose plasmatica e urinaria foi realizada através de
método enzimatico-colorimétrico (GOD-POD) glicose-peroxidase, com equipamento
Centrifichem System 400-Roche/Cobas Mira-Roche (Trinder, 1969).

2.2. Avaliag3o cardiovascular:

2.2.1. Cateterizagdo de vasos:

Foram canuladas artéria e veia femurais no dia anterior aos estudos
cardiovasculares.

Este procedimento baseou-se na descrigéio de Waynforth e Flecknell (1992).
Os animais foram anestesiados com éter etilico. Foram inseridos cateteres
confeccionados com tubos de Tygon PE-50, aproximadamente 12 cm, conectados
a tubos de polietileno PE-10, aproximadamente 5 cm (Clay Adams, USA) na aorta
abdominal e veia cava inferior através de acesso pela artéria e veia femurais,
respectivamente. Os catéteres foram exteriorizados no dorso do animal. Ao final do
procedimento, as cénulas eram preenchidas com heparina sédica (Liquemine -
Roche, 5000 Ul) diluida em solugdo fisiologica de NaCl 0.9% na propor¢do de 1

para 100, com o objetivo de evitar obstrugdes.



2.2.2. Registro controle de presséo arterial e freqiiéncia cardiaca:

Foram realizados registros de press&o arterial e frequéncia cardiaca, com o
animal acordado, durante o dia, pela manhé ou a tarde, por 40 minutos. O animal a
ser estudado permanecia em sua caixa, sem tampa e coberto com uma compressa
limpa, préximo ao local de registro, por um periodo de tempo suficiente para
ambientagdo. Apds conexdo da cénula arterial a uma extensdo, a qual estava
conectada ao transdutor de presséo (P23Db, Gould-Statham, Oxnard, CA, USA),
iniciava-se o registro de press&o batimento-a-batimento. O transdutor de presséo
era acoplado a um condicionador de sinais Hewlett Packard (HP 8805C), o qual era
ligado por um seletor de canais & placa analégico-digital CODAS (AT/MCA CODAS-
DATAQ Instruments, Inc., Akron, Ohio, USA) em computador modelo PC 486 (66
Mhz e 8 Mb RAM). A frequéncia de amostragem utilizada foi de 2 Khz, com o
objetivo de se obter maior preciséio de valores. O programa utilizado (CODAS)
permitiu trabalhar diretamente com a onda de pulso, que pode ser vista na tela do
computador. Os dados obtidos foram gravados em disco rigido inicialmente. 0]
mesmo programa permitiu calcular, para cada onda de pulso, valores de pico
(sistole), vale (diastole) e periodo (entre um pico e outro), os quais geraram uma
planilha, que foi analisada em programa Excel 5.0 para Windows. Desta andlise,
obteve-se valores de pressdo arterial média, pressdo arterial diastélica, sistdlica e
freqliéncia cardiaca (calculada para cada batimento a partir dos periodos entre um
pico e outro através do inverso do periodo multiplicado por 60 (segundos)), alem de
gréficos referentes as mesmas variaveis.

2.2.3. Bloqueio farmacologico dos sistemas nervoso simpatico e
parassimpatico:

O registro da frequéncia cardiaca 10 minutos apés o beta-bloqueio pela
injegio de propranolol (antagonista adrenérgico B1 e B2), seguido do registro de
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frequéncia cardiaca 10 minutos apés o bloqueio parassimpatico pela injecdo de
atropina (antagonista dos receptores muscarinicos), ambas de forma endovenosa,
com o uso das mesmas drogas em ordem inversa no dia seguinte, permitiu o
calculo das seguintes variaveis: 1) freqiéncia cardiaca intrinseca ou de marca-
passo (média da freqiiéncia cardiaca obtida apds o duplo bloqueio nos dois dias),
2) ténus vagal (diferenga entre a frequéncia cardiaca intrinseca e a frequéncia
cardiaca apés propranolol) e 3) efeito simpético (diferenga entre a frequéncia
cardiaca basal e aquela obtida apés a injecdo de propranolol) (Negréo e cols.,
1992).

Foi utilizado propranolol (Sigma) na dose de 4mg/kg, diluido em solugéo
fisioldgica e atropina (Sigma), na dose de 3 mg/kg diluida da mesma forma.

2.2.4. Avaliagéo dos reflexos comandados pelos pressorreceptores:

Os reflexos comandados pelos pressorreceptores exercem uma influéncia
importante sobre as vias simpatica e parassimpética do sistema nervoso autdnomo
e funglio cardiovascular. Alteragdes no reflexo arterial baroreceptor tém sido
atribuidas a neuropatia autondmica em humanos (Bennett e cols., 1976 e 1978). O
controle baroreflexo da freqiiéncia cardiaca pode ser avaliado, em ratos, atraves da
injegdo de doses crescentes de fenilefrina (agonista a1 seletivo, com efeito
vasoconstrictor) e nitroprussiato de sédio (vasodilatador nitrico, da origem a 6xido
nitrico), os quais aumentam e diminuem a pressdo arterial, respectivamente,
determinando como resposta baroreflexa quedas e aumentos na frequéncia
cardiaca (Stornetta e cols., 1987).

As solugdes de fenilefrina e nitroprussiato de sédio foram preparadas no
méximo 1 dia antes de sua utilizagéo, diluidas em soro fisiolégico de NaCl 0,9%

estéril. As inje¢des foram feitas endovenosamente, utilizando-se para tal uma
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extensdo confeccionada com o mesmo material das céanulas, de comprimento de
aproximadamente 20 cm, para que as manobras ndo fossem vistas pelo animal.

Os reflexos comandados pelos pressorreceptores, quais sejam, bradi e
taquicardia reflexas, foram avaliados apos doses crescentes das duas drogas
citadas, da forma a seguir descrita. A bradicardia reflexa foi avaliada apos
fenilefrina injetada em doses de 0.5, 2.0, 8.0 e 32.0 pg/ml, seguindo-se sempre 0
mesmo procedimento de registro de frequiéncia cardiaca e pressdo arterial media
basais por 10 segundos aproximadamente, injecdo da droga e registro das
respostas das mesmas variaveis nos 50 segundos restantes. Deve-se ressaltar que
apbs cada injeg3o e registro, somente injetava-se dose subsequente da droga apo6s
a press&o arterial média e frequéncia cardiaca terem retornado aos niveis prévios
(controle). A taquicardia reflexa foi avaliada apos nitroprussiato de sédio injetado
em doses crescentes de 2.5, 10.0, 40.0 e 80.0 ug/mi, seguindo-se o procedimento
descrito acima.

Para cada dose de fenilefrina ou nitroprussiato de sédio infundida, criou-se
uma planilha factivel de ser analisada pelo programa Excel 5.0 para Windows, pelo
mesmo sistema usado para os registros controles previamente descritos. Tanto
para as inje¢des de uma ou outra droga, identificou-se o periodo de registro
controle de aproximadamente 10 segundos (freqiiéncia cardiaca basal), a alteragdo
méaxima de pressdo arterial media obtida apés a inje¢do da droga em questdo
(press8o arterial média maxima ou minima, de acordo com a droga) e a resposta
méxima ou minima de frequéncia cardiaca apresentada pelo animal & esta variacédo
de presséo arterial media.

Para representar os reflexos comandados pelos pressorreceptores utlizou-
se indices, calculados pela diviséo da diferenca de freqliéncia cardiaca apés a
injeg8o da droga menos a basal pela diferenca de pressdo arterial média ap6s a
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injegdo da mesma menos a basal; este indice corresponde a quantos batimentos
por minuto foram alterados para cada mmHg de pressédo arterial média modificada.
O indice é calculado para cada dose administrada, sendo feita, no final, uma média
dos indices obtidos com fenilefrina e com nitroprussiato de sodio para cada animal
(Coleman e cols., 1980).

O método de avaliagdo dos valores de bradicardia e taquicardia reflexas em
resposta a infusdo de drogas vasoativas pode ser melhor compreendido
observando-se a figura 1.

2.2.5. Avaliagdo da reatividade vascular:

O uso de injecdes de doses crescentes de fenilefrina e nitroprussiato de
sédio pode também avaliar a reatividade vascular, através da observacéo da
variagio da pressdo arterial média, positiva para a fenilefrina ou negativa para o
nitroprussiato. Resposta pressora é a variagdo de pressdo arterial média obtida
apds a injegéo de diferentes concentragdes de fenilefrina, e depressora aquela
obtida apés a injegdo de diferentes concentragdes de nitroprussiato de sédio

(Maeda e cols., 1995b).

2.2.6. Avaliagdo dos componentes simpatico e parassimpatico dos reflexos
comandados pelos pressorreceptores:

Para avaliar apenas os componentes simpético e parassimpatico das
respostas de freqiéncia cardiaca, os testes com fenilefrina e nitroprussiato de
sédio podem ser repetidos apés beta-bloqueio pela injecdo  de propranolol

(McDowell e cols., 1994).

O componente parassimpatico da bradicardia reflexa foi considerado o
indice obtido ap6s propranolol quando consideradas as injegdes de fenilefrina. O
componente parassimpatico da taquicardia reflexa foi considerado o indice obtido
apo6s propranolol, quando consideradas as injegdes de nitroprussiato de sédio. O
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componente simpatico da bradicardia reflexa foi considerado a diferenca entre o
indice obtido apés propranolol e o indice controle, quando consideradas as
injecdes de fenilefina. O componente simpatico da taquicardia reflexa foi
considerado a diferenga entre o indice controle e o indice obtido apés propranolol,
quando consideradas as injegdes de nitroprussiato de s6dio.

2.2.7. Avaliagdo da reatividade vascular ap6s bloqueio simpatico:

Para avaliar 0 componente parassimpético das respostas de frequéncia
cardiaca, os testes com fenilefrina e nitroprussiato de sodio foram repetidos ap6s a
injegcdo de propranolol.

2.2.8. Avaliagio da variabilidade da freqiéncia cardiaca no dominio do
tempo:

A variabilidade da freqiiéncia cardiaca pode ser utilizada para avaliar as
fungdes simpatica e parassimpatica do sistema nervoso auténomo. Conforme ja
descrito, as medidas de variabilidade da frequéncia cardiaca sdo realizadas através
do célculo de indices baseados em operagdes estatisticas sobre os intervalos R-R
(andlise no dominio do tempo) ou andlise espectral de uma série de intervalos R-R
(analise no dominio da freqiiéncia).

Em humanos, da anélise no dominio do tempo pode-se obter os indices ja
descritos na introdugéo: média dos intervalos R-R normais, desvio padréo de todos
os intervalos R-R normais, média dos desvios padréo dos intervalos R-R nommais
calculados em segmentos de 5 minutos nas 24 horas do dia, desvio padro das
médias dos intervalos R-R normais calculadas em segmentos de 5 minutos nas 24
horas do dia, raiz quadrada da média das diferencas sucessivas entre intervalos R-
R normais adjacentes nas 24 horas do dia e porcentagem das diferengas entre
intervalos R-R normais adjacentes que excedem a S50 milissegundos (Malliani e

cols., 1991).
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Em animais, foi descrita andlise da variabilidade da freqiéncia cardiaca
utilizando telemetria para obter as séries temporais de intervalos R-R (Sgoifo e
cols., em ratos expostos ao stress (1997) e Mansier e cols. em camundongos
(1996)).

Neste estudo foram calculados, a partir dos dados de frequéncia cardiaca
obtidos nos registros de controle de 40 minutos, os seguintes indices: desvio
padrio de todo os intervalos R-R normais (SDNN), raiz quadrada média das
diferengas sucessivas entre intervalos R-R normais adjacentes (RMSSD) e media
dos intervalos R-R normais do registro controle (RRMED).

2.2.9. Avaliagdo da variabilidade da press&o arterial média (PAM):

Assim como a frequéncia cardiaca, também a pressdo arterial apresenta
flutuages em relagdo a média, as quais sdo importante fonte de informac&o
quanto aos mecanismos de regulagéo cardiovascular. No entanto, a regulacéo da
freqiiéncia cardiaca é controlada basicamente pelo sistema nervoso auténomo,
enquanto que a regulagio da press&o arterial depende também de uma série de
outros fatores (sistema renina-angiotensina, 6xido nitrico, respiragdo, fungdo
cardiaca e volume de sangue circulante) (Japundzic Zigon, 1998).

Tem sido utilizados o célculo da média dos desvios padries da pressao
arterial sistdlica, diastélica e média obtidas da anélise batimento a batimento de
medidas de pressdo arterial intra-arterial e analise espectral da press&o arterial,
obtida de registros de 24h, em humanos e animais (Mancia & Zanchetti, 1986 e
Rubini e cols., 1993).

Neste estudo, foi utilizada a média dos desvios padrSes da pressdo arterial
média a partir dos dados de presso arterial média obtidos nos registros de controle
de 40 minutos e indices obtidos pela modificagéo do método proposto por Moraes e
cols., 1993. Este consistiu na montagem de um mapa de retomo tri-dimensional,
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utilizando como eixo PAM, X [(PAM n.1)-(PAM,)] x densidade. A distribuicdo gerada
foi avaliada de modo a quantificar os diferentes padrées de comportamento. Com
o objetivo de quantificar o mapa de retomo tri-dimensional, foram criados indices
baseados na andlise das imagens obtidas, os quais foram denominados Ps, P2, Ps
e MN. P, representa a maxima concentragdo de pontos, P, o eixo longitudinal, e
P; o eixo transversal. O indice P; esta associado com a inclinagdo média da
superficie do mapa de retomo tri-dimensional, calculada na intersecgdo do plano
perpendicular & PAM, no pico de maior concentragdo de pontos, quer dizer, a
inclinagio do pico de maior concentragdo de pontos. O indice P, estd associado
com o comprimento da imagem obtida através do mapa de retomo tri-dimensional,
medido no plano paralelo @ RR,, que intercepta o zero em (PAM,.1) - PAM,. O
indice P representa a largura transversa medida no pico da maxima concentrago.
O padrdo global foi medido pelo indice MN (MN = Pyx P2xP;3;x10 ). Estes
indices sdo expressos em unidades arbitrarias (figura 2).

Observou-se correlag3o positiva entre P4, Py, P; e MN obtidos do mapa de
retomo tri-dimensional e a média dos desvios padrdes da pressfo arterial média
(=0.42, p=0.03, r=0.88, p<0.001, r=0.57, p=0.003 e r=0.65, p<0.001,
respectivamente). Aparentemente o mapa de retomo tri-dimensional reproduz os
resultados obtidos pela média dos desvios padrbes da pressfio arterial média,
método classicamente utilizado para avaliar a variabilidade da pressdo arterial
média. A fraca correlagio obtida entre média dos desvios padrdes da presséo
arterial média e indice P, e forte correlagiio com P2, P3 e MN demonstra que 0
mapa de retomo tri-dimensional poderia discriminar diferentes padrdes de
comportamento da variabilidade da press#o arterial média, o que n&o é possivel

com a média dos desvios padrdes da press#o arterial média (Figura 3).












2.3. Avaliagéo da carga excretada de albumina:

Realizada através de eletroimunoensaio em gel de agarose adaptado por
Schmid e cols., 1989. Utilizou-se anticorpo anti-albumina de rato desenvolvido em
coelhos e padrdes de albumina de rato de 25, 50 e 100 mg/ml, e agarose 1% (Tipo
I, Sigma).

3. Andlise estatistica:

O nivel de significincia de 5% foi escolhido previamente para todos os
testes realizados. Todos os dados estdo expressos como médias + emo padréo da
média. Utilizou-se a transformag#o logaritmica decimal previamente ao tratamento
estatistico para a variavel carga excretada de albumina, j& que somente apés este
tratamento ela apresentava distribuigdo normal.

Os resultados obtidos foram comparados através de teste t de Student para
amostras independentes, exceto quando avaliados os indices de variabilidade da
frequéncia cardiaca e de press#o arterial média, analisados através do teste de
Mann-Whitney, nos estudos em que foram comparados 2 grupos de animais,
diabéticos e n&o diabéticos. No estudo 3, em que foram comparados 4 grupos de
animais, utilizou-se andlise de varidncia (ANOVA), exceto quando avaliados os
indices de variabilidade da freqiiéncia cardiaca e de pressdo arterial média, que
foram comparados através do teste de Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste de
comparag¢éo multipla Student-Newman-Keuls.

Regressdo linear simples foi utilizada quando se buscou relagdes entre as
variaveis cardiovasculares e das mesmas com a glicose urinéria e diurese de 24h.
A reatividade vascular foi avaliada por regressfo linear e posterior comparagéo das
inclinagBes obtidas através de teste t de Student ou analise de covariancia
(ANCOVA), quando o numero de inclinagdes a ser comparado era maior do que 2.
Da mesma forma, a comparagio das inclinagdes das retas obtidas quando



correlacionados os indices do mapa de retorno tri-dimensional 8 média dos desvios
padroes da pressao arterial média foi realizada por ANCOVA.
Os testes estatisticos foram feitos com o auxilio do programa Excel 5.0,

Statmost 2.5 e SPSS para Windows.
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Estudo I: Material e Métodos

Neste experimento os animais diabéticos foram tratados com insulina NPH
100, sendo administrada 1 Ul por via subcutanea diariamente, a partir de 1 semana
apds a injegdo de estreptozotocina, enquanto que os nio diabéticos receberam
solugéo fisiolégica de NaCl 0.9% no mesmo volume.

1. Avaliagdo geral e metabdlica:

Os animais foram avaliados quanto aos pesos semanalmente. Amostras de
urina de 24h para medida de diurese e determinagdo de glicose foram obtidas aos
7, 14, 30, 60, 90 e 120 dias ap6s a injegdo de estreptozotocina ou tamp3ao citrato
de sddio.

2. Avaliagéo cardiovascular:

A avaliag3o cardiovascular foi realizada aos 7 (4 De 4 ND), 14 8D e 6
ND), 30 (4 D, 5 ND) e 120 dias (3 D, 6 ND) apés a indugéo do Diabetes.

Ap6s canuladas artéria e veia femurais no dia anterior ao estudo, os animais
foram submetidos aos procedimentos: registro controle de pressdo arterial e
freqiéncia cardiaca, bloqueio farmacolégico dos sistemas nervoso simpético e
parassimpético, avaliagdo da variabilidade da freqiéncia cardiaca no dominio do
tempo e avaliagio da variabilidade da presséo arterial média.

3. Avaliagdo da carga excretada de albumina:

Foi realizada nas amostras de urina de 24h coletadas aos 7, 14, 30, 60, 90 e

120 dias ap6s a idugéo do Diabetes
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2. Respostas autonémicas cardiovasculares nos animais estudados:

A partir da seqliéncia temporal de registros de pressdo pulsatil realizada
durante 40 minutos e apds uso de propranolol e atropina para cada animal, obteve-
se as variaveis cardiovasculares descritas nas tabelas |, Il e Il

2.1. Freqiiéncia cardiaca:

Na tabela | pode-se observar os resultados de frequéncia cardiaca basal,
intrinseca, pds-propranolol e pés-atropina, pressdo arterial sistdlica, diastlica e
média dos animais estudados.

Sete dias ap6s o uso de estreptozotocina, observou-se menor freqiéncia
cardiaca basal (p=0.04), ap6s atropina (p=0.03) e ap6s propranolol (p=0.009) no
grupo D quando comparado ao ND, além de uma tendéncia & menor frequiéncia
cardiaca intrinseca naquele grupo em comparag&o a este (p=0.08).

Ap6s 14 dias de Diabetes, a freqiéncia cardiaca intrinseca ainda foi menor
no grupo D (p=0.02), mas n&o se observaram mais diferengas para com o grupo
ND em relagdo as medidas basais e ap6s atropina e propranolol.

A frequiéncia cardiaca intrinseca apresentou o mesmo comportamento aos
30 dias de Diabetes, menor no grupo D versus ND (p=0.02), enquanto que as
medidas basais e apés atropina e propranolol mantiveram-se semelhantes entre os
grupos. '

Aos 120 dias de Diabetes, fase em que metabolicamente os animais
diabéticos estavam compensados, nenhuma das medidas de freqiiéncia cardiaca

foi diferente entre os grupos.
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Tabela I: Caracteristicas cardiovasculares dos animais diabéticos

(D) e nédo diabéticos (ND) 7, 14, 30 e 120 dias apés a indugdo do
Diabetes.

7 dias 14 dias 30 dias 120 dias
D ND D ND D ND D ND
FC (bpm) 319:20"  381£13 379+29 388+ 8 334:8 380122 342:22 365:20
FCI (bpm) 40516  490+21 377118 435+11 39+15* 405+9 380+8 384415

FCP (bpm)  289+10* 3065+9 340+20 372422 311+40 377+34 324415  340+16
FCA (bpm)  465:+19* 518+7 43018 480+13 364141 482120 447+56  470+20
PAS (mmHg) 140+7 139411 13818 145+4 11912 130+8 126+12 15046
PAD (mmHg) 101t7 9946 100:7 102t5 72+18 95:6 77+18  106+6

PAM(mmHg) 1207 118+8 108175 128+4 ©5+15 115+7 101+14 12746

" p <0.05ND vs D. FC = Freqiiéncia cardiaca; FCI = FC intrinseca; FCP = FC pés-
propranolol; FCA = FC pés-atropina; PAS = Pressdo arterial sistélica; PAD = Pressédo
arterial diastélica; PAM = Pressao arterial média.

Na tabela Il pode-se observar os indices que expressam a variabilidade da
frequéncia cardiaca no dominio do tempo: RMSSD (raiz quadrada da média das
diferencas sucessivas entre intervalos R-R normais adjacentes), SDNN (desvio
padréo de todos os intervalos R-R normais) e RRMED (média dos intervalos R-R
normais). Destes, apenas o terceiro demonstrou ser maior no grupo D versus ND
(p=0.03), enquanto que os demais apresentaram uma tendéncia a serem maiores
naquele grupo versus este (p=0.07 para ambos), sugerindo maigr variabilidade da

freqiéncia cardiaca naquele grupo.
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Tabela ll: Variabilidade da freqliéncia cardiaca avaliada atraves
dos indices de dominio do tempo nos animais diabéticos (D) e
ndo diabéticos (ND) 7, 14, 30 e 120 dias apés a indugao do Diabetes.

7 dias 14 dias 30 dias 120 dias
D ND D ND D ND D ND
RMSSD (ms) 12t2 51  4+07 4t05 5106  7i2 5%1 6+ 1
SDNN (ms) 20+3 1242 123 14%3  15+07 13+1  14+3 1542

RRMED(ms) 199+14* 15817 164110 154+3 175+11 161+ 11 160+14 171 +11

*p <005 D vs ND. RMSSD = raiz quadrada média das diferencas sucessivas entre
intervalos RR normais adjacentes; SDNN = desvio padrdo de todos os intervalos RR
normais; RRMED = média de todos os intervalos RR normais.

2.2. Presso arterial:

As pressdes arterial sistdlica, diastdlica e média ndo foram diferentes entre
0s grupos, como pode ser observado na tabela |.

A tabela [Il apresenta os indices que expressam a variabilidade da pressao
arterial media, que sdo: média dos desvios padrdes da pressdo arterial média,
semelhante entre os grupos estudados; P;, P, e MN (indices obtidos do mapa de
retorno tri-dimensional), que foram menores no grupo D versus ND aos 7 dias de
Diabetes (p=0.02 para todas as diferengas). Apenas o indice P; foi semelhante
entre os grupos aos 7 dias de avaliagdo (p=0’.15).

Os resultados indicam menor variabilidade da pressdo arterial média no
grupo D, o que infere maior variabilidade da frequéncia cardiaga, ou seja, maior
controle autonémico do que os ND, o que vem ao encontro do que foi observado na
avaliagdo da variabilidade de freqiiéncia cardiaca analisada no dominio do tempo.

No Diabetes com 14, 30 e 120 dias de duragdo, todas estes indices n3o

diferiram em relag&o aos animais ND.
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Tabela lll:  Variabilidade da pressao arterial média (PAM) nos animais
diabéticos (D) e nao diabéticos (ND) 7, 14, 30 e 120 dias apés a
indugdo do Diabetes.

7 dias 14 dias 30 dias 120 dias
D ND D ND D ND D ND
mDPPAM 8101 5+008 66+12 7+04 47+07 7106 8+12 9109
P, (UA) 52+2* 60+5 5615 67+2 60+2  60+2 50+6 60+2
P2 (UA) 20+2* 41109 3715  37+1 3115  34+2 4£10 B+3
Ps; (UA) 51+t4  64t6  50+3  64+2 65+11 65+3 72+23 57+7
MN (UA) 77£10* 157+30 107+19 157111 132+47 130+14 200+82 125429

*p< 0.05 ND vs D; mDPPAM = Média dos desvios padrbes da pressdo arterial média;
UA=Unidades arbitrarias.

3. Carga excretada de albumina nos animais estudados:

A carga excretada de albumina foi maior no grupo D versus ND aos 7,30 e
120 dias apds estreptozotocina, o que pode ser visualizado na figura 8.

Sete dias apés a indugdo do Diabetes, ela foi 67% maior no grupo D
(p=0.03); 30 dias apés, ela foi 33% maior neste grupo (p=0.02) e 120 dias apés, ela
atingiu valores 76% maiores no mesmo grupo em relagdo ao grupo ND (p=0.04).
Embora as avaliagdes realizadas aos 14, 60 e 90 dias ndo tenham demonstrado
diferengas estatisticas entre os grupos estudados, manteve-se sempre tendéncia a

maior carga excretada de albumina no grupo diabético.
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Em resumo, ratos diabéticos tratados com insulina, em fases iniciais (14 a
120 dias apés estreptozotocina), ndo apresentam déficits autondémicos, porém ja se |
observa aumento da excregdo urinaria de albumina.

No entanto, os animais com Diabetes experimental de curta duragdo (7
dias), que ainda n#o iniciaram tratamento com insulina, apresentam aumento da
variabilidade da freqiiéncia cardiaca e menor variabilidade da pressdo arterial, as

quais se relacionam ao grau de descompensac¢io metabdlica.
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Estudo II: Material e Métodos

Neste experimento os animais diabéticos n&o receberam tratamento com
insulina.

1. Avaliagdo geral e metabélica:

Os animais foram avaliados quanto aos pesos semanalmente. Amostras de
urina de 24h para medida de diurese e determinagédo de glicose foram obtidas aos
30, 45, 60 e 90 dias apds a injegdo de estreptozotocina ou tampéo citrato de sédio.
No dia em que foi realizada a canulagdo de vasos (45 e 90 dias ap6s a indugdo do
Diabetes ou tamp#o citrato de sédio) foi coletada amostra de sangue venoso para a
determinagdo de glicose plasmatica, que foi realizada seguindo a metodologia
empregada para a glicose urinaria.

2. Avaliagéo cardiovascular:

A avaliagdo cardiovascular foi realizada aos 45 e 90 dias (17 D e 17 ND)
apo6s a indugéo do Diabetes.

Ap6s canuladas artéria e veia femurais no dia anterior ao estudo, os animais
foram submetidos aos procedimentos: registro controle de pressdo arterial e
frequéncia cardiaca, bloqueio farmacol6gico dos sistemas nervoso simpatico e
parassimpatico, avaliag&o dos reflexos comandados pelos pressorreceptores e da
reatividade vascular, avaliagdo dos componentes simpatico e parassimpatico dos
reflexos comandados pelos pressorreceptores, avaliagfio da, variabilidade da
frequéncia cardiaca no dominio do tempo e avaliag&o da variabilidade da pressio
arterial média.

Além da avaliag8o ja descrita, com o objetivo de obter-se maior precisdo dos
valores dos intervalos R-R para também analisar a variabilidade da freqiiéncia

cardiaca através do mapa de retorno tri-dimensional, realizou-se eletrocardiograma.
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O registro de eletrocardiograma neste experimento foi realizado no mesmo periodo
em que se obtinha o registro controle de pressao arterial. Para o eletrocardiograma
foram confeccionados eletrodos especiais, revestidos pelo mesmo material utilizado
na confecgéo das canulas, os quais foram implantados no subcutaneo dos animais
no final do procedimento em que eram cateterizados. Estes eletrodos foram
implantados no mesmo momento cirurgico em que foi realizada a canulagdo de
vasos. Eram em numero de 3 por animal, 2 na regido toracica anterior e superior e
um, terra, no dorso e foram exteriorizados proximo ao local em que eram
exteriorizadas as canulas. No dia do registro cardiovascular, os 3 eletrodos eram
conectados ao cabo de eletrocardiograma e este ao condicionador de sinais, o qual
era ligado por um seletor de canais a placa analégico-digital CODAS, conforme
especificacdes descritas para o experimento I. O programa utilizado (CODAS)
permitiu trabalhar também com a onda de eletrocardiograma. Desta andlise,
obteve-se valores de freqliéncia cardiaca, calculada para cada batimento a partir
dos periodos entre um pico e outro através do inverso do periodo multiplicado por
60 (segundos).

2.1. Avaliagdo da variabilidade da freqUiéncia cardiaca no dominio da
freqUiéncia:

Neste estudo, a partir dos dados de freqiéncia cardiaca obtidos nos
registros de controle de 40 minutos com eletrocardiograma, foi utilizado o método
proposto por Moraes e cols., 1993, para avaliar a variabilidade da frequéncia
cardiaca no dominio da freqtiéncia. Este consistiu na montagem de um mapa de
retorno tri-dimensional, utilizando como eixo RR, x [(RR n1)-(RR;)] x densidade.
Para quantificar o mapa de retorno tri-dimensional, foram criados os mesmos
indices j& descritos, calculados da mesma forma, baseados na anélise das imagens

obtidas (P4, P2, P;and MN).



3. Avaliagdo da carga excretada de albumina:

Foi realizada nas amostras de urina de 24h coletadas aos 30, 45, 60 e 90

dias ap6s a indugéo do Diabetes.
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2. Respostas autondmicas cardiovasculares nos animais estudados:

Da mesma forma que para o estudo l, o registro de pressado pulsatil do
animal acordado por 40 minutos e apos a injegdo de drogas (propranolol e atropina)
nos levou a obter as varidveis descritas nas tabelas IV, V e VI,

2.1. Freqiiéncia cardiaca:

A tabela IV apresenta as médias e seus erros padréo de freqiiéncia
cardiaca basal, intrinseca, p6s-propranolol, tdnus vagal, efeito simpatico, pressio
arterial sistélica, diastélica e média dos 2 grupos.

A freqiiéncia cardiaca basal, intrinseca e pés-propranolol foram menores no
grupo D versus ND (p=0.003, p<0.001 e p=0.001, respectivamente), assim como as

medidas de tonus vagal (p<0.001) e do efeito simpatico (p=0.04).

Tabela IV: Caracteristicas cardiovasculares de repouso dos animais
diabéticos (D) e nido diabéticos (ND) 45 a 90 dias apés a indugio do
Diabetes.

D ND
Freqiiéncia Cardiaca (bpm) * 300.2 +13.6 357.9+£10.6
FCI (bpm) * 2754 +76 3914152
FCP (bpm) * 270.8 £13.2 3226+9.2
Ténus Vagal * 126 +2.4 685175
Efeito Simpético * 219+5.8 55.7 + 10.4
PAS (mmHg) * 121.1+3.4 140.7 +2.3
PAD (mmHg) 89.2+238 . 938+17
PAM (mmHg) * 105.7+2.9 1142 £ 10.6

*P < 0.05 Dvs ND. FCI = Frequéncia cardiaca intrinseca; FCP = Frequéncia cardiaca
pos-propranolol; PAS = Press#o arterial sistolica; PAD = Press3o arterial diastélica; PAM =
Presséo arterial média.

A variabilidade da frequéncia cardiaca foi menor no grupo D versus ND,

quando avaliada pelos indices de dominio do tempo RMSSD (p=0.03) e RRMED
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(p=0.008), observando-se tendéncia a um menor SDNN (p=0.09) naquele grupo
(Tabela V). No entanto, quando avaliada no dominio da freqiiéncia, pelos indices
obtidos do mapa de retorno tri-dimensional, a variabilidade da frequiéncia cardiaca

nao foi diferente entre os grupos (Tabela Vi).

Tabela V: Variabilidade da freqiiéncia cardiaca avaliada atraves dos
indices no dominio do tempo nos animais diabéticos (D) e nao
diabéticos (ND) 45 a 90 dias apés a indugio do Diabetes.

D ND
RMSSD (ms) * 417 £4.1 6.01 +05
SDNN (ms) 11.08 £3.7 14.85 +1.3
RRMED (ms) * 21362 +1.8 170.98 +5.2

*p < 0.05 D vs ND. RMSSD = raiz quadrada média das diferencas sucessivas entre
intervalos RR normais adjacentes; SDNN = desvio padrdo de todos os intervalos RR
normais; RRMED = média de todos os intervalos RR normais

Tabela VI: Variabilidade da freqiiéncia cardiaca (FC) avaliada através
dos indices no dominio da freqiiéncia nos animais diabéticos (D) e nio
diabéticos (ND) 45 a 90 dias apés a indugio do Diabetes.

D ND
P1(UA) 63.8+5.7 6211238
P2(UA) 37.7+3.7 39.3+26 -
P3 (UA) 686157 746+6.7
MN (UA) 161.0 £ 29.5 178.6 + 33

UA = unidades arbitrarias.

2.2. Pressdo arterial:
A pressao arterial diastélica também n&o diferiu entre os grupos, como pode

ser observado na tabela IV (p=0.15). No entanto, a pressdo arterial sistélica e
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meédia foram menores no grupo D em comparagdo ao ND (p<0.001 e p=0.01,
respectivamente).

A variabilidade da presséo arterial média, avaliada pelos indices P, P; e MN
do mapa de retorno tri-dimensional e pela média dos desvios padrées da pressao
arterial média foi menor no grupo D versus ND (p=0.001, 0.004, 0.007 e 0.01,
respectivamente). Ndo houve diferenga entre os grupos quanto ao indice P,

(p=0.16) (tabela VH).

Tabela VIi: Variabilidade da pressdo arterial média (PAM) nos animais
diabéticos (D) e ndo diabéticos (ND) 45 a 90 dias apés a indugido do
Diabetes.

D ND
mDPPAM * 57+04 6.9+0.3
P; (UA) 50.7+ 3.9 59.3+25
P, (UA) * 304+1.3 35.7+0.9
P; (UA)* 50.0+ 3.9 66.2+3.5
MN (UA) * 844+ 151 145.8 + 14.2

*p < 0.05 D vs ND. mDPPAM = Média dos desvios padrées da PAM; UA = Unidades
arbitrarias.

2.3. Reflexos comandados pelos pressorreceptores:

Quanto aos reflexos comandados pelos pressorreceptores (bradi e
taquicardia reflexas), observou-se resposta bradicardica a fenilefrina e taquicardica
ao nitroprussiato de sédio semelhantes entre os grupos (figura 15), assim como

quando foram avaliadas apds blogueio simpatico com propranolol (figura 16).

91


















O Diabetes também induziu aumento da carga excretada de albumina, mais

evidente do que no estudo |, quando os animais estavam em melhores condigdes |

metabdlicas (tratados com insulina).
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Estudo III: Material e Métodos

Assim como no anterior, neste experimento os animais diabéticos néo
receberam tratamento com insulina.

Trinta dias ap6s terem recebido estreptozotocina ou tampéo citrato de sédio,
0s animais foram submetidos & desnervagéo renal bilateral (DR) ou cirurgia ficticia,
de forma que constituiram-se 4 grupos experimentais distintos: diabéticos
desnervados (D-DR, n=7), diabéticos ndo desnervados (D, n=6), ndo diabéticos
desnervados (ND-DR, n=5) e ndo diabéticos ndo desnervados (ND, n=8).

Os animais foram avaliados quanto as condicbes metabdlicas e carga
excretada de albumina antes e 15 dias ap6s a desnervagéo renal (30 e 45 dias de
Diabetes). No dia seguinte foram sacrificados para a retirada dos rins, onde foram
determinadas as proteinas GLUT 1 e 2 em c6rtex e medula.

Em relacdo a escolha de tempo de desnervagdo renal de 15 dias para
avaliar seu efeito sobre as variaveis estudadas, foi baseada em dados de literatura,
que sugerem a possibilidade de reinervagdo apés este periodo (Kline e Mercer,
1980).

1. Avaliagdo geral e metabélica:

Os animais foram avaliados quanto aos pesos semanaimente. Amostras de
urina de 24h para medida de diurese e determinag&o de glicose foram obtidas aos
30 e 45 dias apds a injecdo de estreptozotocina ou tampdo citrato de sédio.
Previamente ao sacrificio dos animais (45 dias de Diabetes), fc')‘i coletada amostra
de sangue venoso para a determinagéo de glicose plasmatica.

2. Desnervagéo renal:

Este procedimento foi realizado conforme Oliveira e cols., 1992 e Greenberg

e Osborn (1994), com modificagbes. Ap6s anestesiados com éter etilico, foi
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realizada uma incisdo transversal no flanco, paralela as costelas, cortando-se a
pele e a musculatura. Com o auxilio de afastadores (confeccionados com fio
metalico recoberto de um tubo de polietileno), foi visualizado o tecido adiposo que
recobre o rim (situado na regido dorsal do animal). Utilizando-se uma pinga
delicada, levantou-se o tecido adiposo e isolou-se o rim, sempre manipulando o
tecido adiposo, de forma a ndo manusear diretamente o rim: ainda desta forma,
colocou-se, com cuidado, um afastador que tracionava o rim para a regido ventral
do animal, sem obstruir o fluxo sangiineo por artéria e veia renais. Com auxilio de
lupa (modelo M90, d.f. Vasconcellos, com aumento de 1 x 16), visualizou-se a
artéria renal, fazendo-se a retirada mecanica da adventicia (e inervagdo) que
envolve a artéria renal da sua origem, na aorta abdominal, até o hilo; o0 mesmo
procedimento foi feito com a veia renal. Seguiu-se a desnervagdo quimica,
passando-se sobre a artéria um pequeno pedago de algoddo previamente
embebido em fenol 20% diluido em etanol. O mesmo procedimento foi realizado no
outro rim. Ao término destes procedimentos, realizou-se a sutura da musculatura e
da pele, colocando-se o animal sob fonte de calor até seu total restabelecimento.

3. Avaliagdo da carga excretada de albumina:

Foi realizada nas amostras de urina de 24h coletadas aos 30 e 45 dias apods
a indugdo do Diabetes.

4. Avaliagéo da efetividade da simpatectomia cinirgica:

A quantificagdo de catecolaminas renais reflete uma medida direta de
liberagdo destas pelos nervos renais. Uma amostra dos anim;is trabalhados foi
utilizada para a quantificagdo de noradrenalina, a partir de partes de tecido. Para
tanto, foram estudados 5 animais ND e 7 animais ND-DR, 15 dias apés a cirurgia
de desnervagdo renal ou ficticia. Estes animais foram sacrificados por

desnucamento cervical, e imediatamente retirados os rins. A capsula renal foi
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5. Retirada dos rins para determinacgio dos transportadores de glicose:

Quinze dias ap6s o procedimento cirirgico de desnervar;éo renal ou cirurgia
ficticia, os animais foram anestesiados com tiopental (diluido na proporcéo de 1g
para 40 ml de solugdo fisiolégica estéril), EV, na dose de 20 mg/kg. Os animais
eram entdo posicionados em decubito ventral, sendo entlo realizada uma ampla
incisdo retangular incluindo em profundidade o peritdnio. Ao rebater a pele para
cima, o interior do abdémen ficava totalmente exposto, sendo possivel dissecar a
aorta num segmento inferior, abaixo da saida das artérias renais, e num segmento
superior, acima da saida das mesmas artérias. Ambos os segmentos foram
reparados com 2 fios de algoddo cada. Foi entdo utilizado um oclusor
confeccionado com os mesmos materiais que os afastadores descritos
previamente, para ocluir temporariamente o segmento superior da aorta.
Rapidamente voltava-se ao segmento inferior, era realizado um pequeno corte na
parede anterior da artéria e introduzida uma canula de polietileno de didmetro PE-
50, a qual era fixada nesta posicdo com o outro fio de algodéo. O oclusor do
segmento superior era temporariamente aberto, para evitar isquemia renal
prolongada, e realizado um corte na veia cava inferior. Procedia-se 3 obstrugdo
definitiva do fluxo sanglineo acima da saida das artérias renais com a ligadura do
fio de algoddo desta regido, inciando-se entdo a perfusio renal com solucdo de
Hanks (100-150 ml), a qual era injetada lentamente pelo catéter colocado no
segmento inferior da aorta, circulava pelos rins e era eliminad; pela abertura na
veia cava inferior. O término da perfus3o era determinado pelo branqueamento dos
rins. Seguia-se a retirada de ambos o0s rins, retirada de suas capsulas, separagio e
pesagem de cdértex e medula através de manipulagdo com pinga e tesoura

delicadas, com manutengdo em embalagens separadas de cada uma destas
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por¢des em freezer -70°C (Bio Freezer-modelo 8425, Forma Scientific Inc., USA)
até o processamento da analise dos transportadores de glicose.

6. Avaliagdo dos transportadores de glicose no rim (GLUT 1 e GLUT 2):

A quantificacdo dos transportadores de glicose GLUT 1 e GLUT 2 foi
realizada por “Western blotting”, como descrito por Timmons e Dunbar em 1990, o
primeiro em medula e cértex, e o segundo em cértex dos rins dos 4 grupos de
animais descritos. O método envolve os seguintes passos:

6.1. Preparo das amostras:

As amostras foram homogeneizadas em tampio que consistiu de TRIS (10
mM), EDTA (1mM) e sacarose (250 mM) na propor¢do peso:volume de 1:6,
utilizando-se Polytron. Posteriormente o homogeneizado foi centrifugado a 2000 x g
por 15 min. O sobrenadante separado foi entao recentrifugado (12000 x g, 20 min)
e 0 precipitado final ressuspenso no tampao, sendo considerada uma fragao
enriquecida em fragmentos de membrana plasmatica.

6.2. “SDS-PAGE” (“Sodium Dodecil Sulfate-Polyacrylamide  Gel
Electrophoresis”):

O primeiro passo do “Western Blotting” consistiu em submeter as amostras
a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Através deste método, foi possivel
separar proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que as unidades
protéicas fossem perdidas, o que permitiu estudos posteriores nestas fra¢des
protéicas. O método utilizado foi desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin,
1990. O mesmo envolve um sistema descontinuo de dois gé'i’s contiguos, mas
diferentes: o gel de resolugdo (stacking gel 8% T, 2.7% C) e o gel de separacgdo
(10% T, 2.7 % C). Amostras de fragdes de membranas (20-40 mg de proteina/poco,
dependendo da amostra) foram solubilizadas em tampéo de Laemmli (Tris 0.5 M

pH 7.5; SDS 9%; glicerol 15%: bromofenol blue 0.05%; 2-mercaptoetanol 6%) e
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entdo, submetidas a fervura durante 2 minutos para posterior aplicagdo no sistema
de corrida. A constituicdo do gel de resolugdo foi: acrilamida 5.8%, bisacrilamida
0.16%, Tris HCl 150 mM pH 6.8, EDTA 2.5 mM, SDS 0.1%, TEMED 0.05% e
persulfato de amoénio 0.06%. A constituicdo do gel de separagao foi: acrilamida
9.7%, bisacrilamida 0.3%, Tris HCI 375 mM pH 8.9, EDTA 2.0 mM, SDS 0.125%,
TEMED 0.05% e persulfato de aménio 0.05%. A eletroforese foi realizada sob
corrente constante de 60 mA, durante cerca de 5 horas, utilizando-se como
tamp&o de corrida Tris HCI 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1%, EDTA 2 mM, pH
8.3. Com o objetivo de localizar a proteina desejada para o estudo, juntamente com
as amostras sempre foi colocado um padrio de proteinas de conhecidos pesos
moleculares (marcadores).

6.3. “Eletrophoretic transfer”:

Apos a separagdo das fragdes protéicas em gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética destas fragdes para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (Amersham ®, Pure NC, Supported). A transferéncia foi realizada
sob corrente constante de 25 mA, ‘overnight’a 4°C, utilizando-se como tampao de
tranferéncia Tris HCI 12.5 mM, glicina 95 mM, metanol 20%, pH 8.3. A qualidade da
transferéncia foi avaliada corando-se o gel pés-transferéncia com azul brilhante de
Coomasie. Esta metodologia & baseada em Timmons e Dunbar (1990).

6.4. “lImmunoblotting”:

Apos a transferéncia eletroforética, iniciou-se o processo de imunodetecgdo
de proteinas especificas, conforme o anticorpo utilizado. A membrana de
nitrocelulose foi primeiramente incubada na presenga de PBS pH 7.2 (NaCl 0.8%,
Na;HPO,.(12H,0) 0.115%, KCI 0.02%, KH.PO,4 0.02%) acrescido de BSA 6%
durante 30 minutos & temperatura ambiente, em agitagdo constante e, entdo, foi

incubada na presenga de um primeiro anticorpo, anti-GLUT 1, em estufa a 37°C
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durante 2 horas. O anticorpo anti-GLUT 1 utilizado foi um soro de coelho “New
Zealand” imunizado com um peptideo sintético de 12 amino4cidos correspondente
a seqUéncia carboxi-terminal da proteina transportadora GLUT 1 de ratos. Este
anticorpo ja foi previamente utilizado, tendo sido demonstrada alta reatividade
(Machado e cols, 1994). Posteriormente, foram realizadas cinco lavagens da
membrana de nitrocelulose cada uma com 100 mL de tampao PBS, durante 15
minutos. A membrana foi entdo incubada durante 2 horas com proteina A marcada
com 1'® (Affinity Purified Protein A-I'® 38 mCi/mg, obtido do Amersham
International Buckinghamshire, England) sendo utilizados 1.5 mCi/50 mL de PBS
adicionado de BSA 6%. A proteina A- I'® liga-se especificamente a regides FC de
imunoglobulinas, marcando as moléculas de anticorpo anti-GLUT 1. Novamente,
foram realizadas 5 lavagens da membrana de nitrocelulose cada uma com 100 mL
de PBS acrescido de TRITON X 100 1%, com duragdo de cinco minutos cada
lavagem.

Por fim, a membrana de nitrocelulose foi exposta a Hyperfim ® (High
Performance Radiography Film-Amersham), durante 5 dias, a -70°C. O filme foi
revelado com solugdo reveladora e reforgadora GBX (KODAK BRASILEIRA-
Companhia e Indistria Ltda.), sendo na revelagao evidenciados os “blots”
correspondentes a proteina transportadora GLUT 1. A quantificagdo da proteina
transportadora foi realizada através da analise densitométrica dos “blots” da
autorradiografia, e os resultados expressos em Unidades Arbitrarias/ug de proteina
submetida a eletroforese.

Os mesmos procedimentos foram realizados para avaliagdo do GLUT 2,
utilizando-se anticorpo especifico desenvolvido a partir de imunizagado de coelho
“New Zealand” com o decapeptideo sintético correspondente a seqléncia carboxi-

terminal do GLUT 2 de rato.
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A isoforma GLUT 2 foi avaliada em amostras de cortex renal, devido a sua
ocorréncia especifica em segmento S1 do tubulo proximal. A isoforma GLUT 1 foi
avaliada em amostras de cortex e medula renais, devido a sua ocorréncia
especifica nas células mesangiais e em segmentos S3 do tubulo proximal.

Para que o GLUT 1 fosse detectavel em cértex renal foram utilizadas
maiores quantidades das amostras de tecido cortical (200 pg), e ao final os
resultados foram corrigidos para a quantidade de amostra utilizada no experimento

relatado anteriormente para a mesma proteina, mas em medula renal (100 pg).
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Discussdo

1) Modelo Experimental utilizado:

O Diabetes experimental foi induzido pela injecéio de estreptozotocina, o que
foi confirmado pela glicose plasmatica maior do que 300 mg% 48h ap6s a indugso.
Menor peso corporal, maior glicose plasmatica, maiores diurese e glicosuria de 24h
mensais confirmaram a manutengdo do estado diabético no decorrer dos
experimentos realizados. A partir dos protocolos descritos, obteve-se as respostas
cardiovasculares dos animais estudados com 14, 30 e 120 dias de duragdo de
Diabetes ap6s tratamento com insulina e com 7 e 45 a 90 dias no curso do
Diabetes de animais n&o tratados com insulina.

No grupo tratado com insulina, os pesos nao diferiram entre os animais do
grupo D versus ND apés 30 dias da injegdo de estreptozotocina, e houve tendéncia
a diminuicdo das taxas de glicostria, bem como diurese de 24h naqueles animais,
sem contudo sequer aproximé-las dos valores encontrados nos animais ND, exceto
quanto a diurese aos 120 dias de Diabetes, que foi semelhante entre os grupos.

Quando os animais foram avaliados 45 a 90 dias apés a injegdo de
estreptozotocina e n3o tratados com insulina, os pesos mantiveram-se sempre
menores neste grupo versus seus controles, assim como ndo se observou queda
nas altas quantidades de glicose excretada na urina ou no volume urindrio no curso
dos experimentos, indicando que os animais mantiveram-se em estado de
descompensagéo metabdlica por todo o periodo de estudo.

N&o houve efeito da desnervagdo renal sobre os niveis glicémicos e peso
corporal dos animais, sugerindo que a mesma n&o tenha determinado modificagdes

na gravidade do Diabetes. Portanto, foi possivel avaliar no modelo experimental de
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desnervagdo e Diabetes os efeitos das alteragSes metabdlicas secundarias ao
Diabetes.

A efetividade da desnervagdo renal cirdrgica foi confirmada através da
medida dos niveis de noradrenalina no tecido renal de uma amostra de animais nao
diabéticos, a qual apresentou-se definitivamente diminuida dentre aqueles que
sofreram o procedimento. A medida de catecolaminas teciduais tem sido utilizada
por outros autores como método na avaliagdo da desnervacdo de um determinado
orgdo ou tecido (Bello-Reuss e cols., 1975, Kline e Mercer, 1980 e Nakashima e

cols., 1996).

ll) Efeitos cardiovasculares do Diabetes por estreptozotocina
neste modelo:

O Diabetes experimental tem sido descrito como determinando
anormalidades das respostas da freqliéncia cardiaca e presséo arterial, tanto a
estimulos fisioldgicos, como farmacolégicos (Jackson e Carrier, 1983, Chang e
Lund, 1986, Hebden e cols., 1987 e Tomlinson e cols., 1990a). Estas
anormalidades se devem a déficits cardiovasculares diretos (por exemplo,
alteragSes cardiacas e vasculares independentes de defeitos neurais) e/ou
decorrem de neuropatia autonémica afetando o sistema cardiovascular (Oztiirk, Y.
e cols., 1996).

1) Sobre a freqiiéncia cardiaca:

No presente estudo, observamos que os ratos com 14 a 30 dias de
evolugdo do Diabetes, tratados com insulina apresentavam menor freqiiéncia
cardiaca basal e ap6s bloqueio simpatico e parassimpatico. Esta menor freqliéncia
cardiaca intrinseca também ocorreu no grupo néo tratado com insulina, 45 a 90

dias ap6s a inje¢éo de estreptozotocina.
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A persisténcia de menor freqiiéncia cardiaca intrinseca até 90 dias de
Diabetes descompensado metabolicamente, mas ndo aos 120 dias em animais
com a doenga melhor controlada sugere que ela decorra de alteragdes no
metabolismo do nervo relacionadas & descompensagdo metabdlica, sendo
reversivel apés o tratamento com insulina. Estes achados estdo de acordo com os
descritos por Hebden, em 1987, Tomlinson, em 1990 (a) e Maeda, em 1995 (b).

Hebden e cols., no mesmo modelo experimental, com 21 dias de duragdo do
Diabetes, também demonstrou menor freqiiéncia cardiaca intrinseca, obtida apés o
uso do bloqueador ganglionar pentolinio, assim como a reversdo desta
anormalidade no grupo diabético tratado com insulina (Hebden e cols., 1987).

Utilizando ratos Long Evans tornados diabéticos por estreptozotocina 28
dias antes, outros autores também demonstraram menor freqiiéncia cardiaca de
marca-passo nestes animais, também utilizando pentolinio para avalia-la
(Tomlinson e cols., 1990a).

Além disto, também o Diabetes experimental de curta duragdo (5 dias)
parece estar associado & esta anormalidade, quando a frequéncia cardiaca foi
medida apds duplo bloqueio farmacol6gico com propranolol e atropina (Maeda e
cols., 1995b).

A diferenca do que foi encontrado por Tomlinson e cols. em relagdo a
nossos resultados aos 30 dias de Diabetes tratado com insulina pode se déver a
n&o obtengdo de um bom controle metabdlico em nosso experimento neste
periodo, j& que utilizamos menor dose de insulina (1 Ul diaria versus 4 a 17 Ul
diarias) o que determinou, ainda neste momento, menor peso, maior diurese e
glicosuria dos animais do grupo D em relag&o a seus controles.

Modificagdes intrinsecas do nd sino-atrial, determinadas por distirbios

metabolicos e/ou elétricos podem contribuir para a menor frequéncia cardiaca de
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marca-passo. Apesar de diferenca quanto ao modelo experimental utilizado, o
Diabetes por aloxano em coelhos determinou, conforme dados de Senges, em
1980, menor freqliéncia cardiaca, prolongamento no tempo de recuperacdo pos-
estimulo do né sino-atrial, condugo atrial heterogénea e bloqueio atrio-ventricular,
alteragdes eletrofisioldgicas que foram associadas a alteragdes ultra-estruturais.

A menor frequéncia cardiaca intrinseca provaveimente contribui para a
bradicardia de repouso observada nestes animais. Outros autores também
demonstraram bradicardia pelo Diabetes experimental de varios tempos de duragédo
em ratos de diferentes ragas (Tomlinson e cols., 1990b, Maeda e cols., 1995b,
Dall’Ago e cols., 1997 a e b e Van Buren e cols., 1998b) e sua normalizagdo com o
uso de insulina (Chang e Lund, 1986, Tomlinson e cols., 1990a e Litwin e cols.,
1990)

No presente estudo, 7 dias de Diabetes determinou bradicardia, que
provavelmente é decorréncia de diminui¢éo da frequéncia cardiaca intrinseca, ja
que nao foi observada alteragéo no ténus simpatico e parassimpatico em condicdes
similares (Maeda e cols., 1995b).

No periodo de 45 a 90 dias de Diabetes houve permanéncia da bradicardia
descrita. No entanto, nesta fase ela foi associada a ambas, diminuicdo da
frequéncia cardiaca intrinseca e menor efeito simpatico, ndo se podendo definir
qual mecanismo influenciou de forma mais preponderante as alteragdes deécritas.
Certamente o tonus vagal diminuido encontrado nesta fase ndo deve ter papel
importante, ja que observa-se como efeito final bradicardia.

Existem na literatura varias sugestdes de que modificagdes no ténus
simpatico e vagal poderiam contribuir para a presenca de bradicardia neste modelo

experimental (Chang e Lund, 1986, Tomlinson e cols., 1992 e Lund e cols., 1992).
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Lund e cols. demonstraram, a partir de 4 semanas da indug&o de Diabetes
por estreptozotocina em ratos, diminuicdo do contelido cardiaco da enzima colina
acetil-transferase, cuja atividade é indice de inervagdio colinérgica cardiaca. No
entanto, os mesmos animais ndo apresentavam modificagdes histoldgicas de fibras
parassimpaticas do tronco vagal e ndo foram realizadas avaliagbes
cardiovasculares, a fim de correlaciona-las com os achados bioquimicos citados
(Lund e cols., 1992).

Ja o estudo de Maeda, em 1995, demonstrou menor ténus e efeito vagal 5
dias ap6s a indugéo do Diabetes experimental em animais que n&o foram tratados
com insulina, assim como ténus e efeito simpatico inalterados nos mesmos animais
(Maeda e cols., 1995b). Refor¢gando este ponto de vista foi observado, no estudo
de Van Buren e cols., em 1998, que o uso de agentes com agdes neurotréficas e
neuroprotetoras sobre o sistema nervosos autbnomo ndo afetou a bradicardia,
portanto, sendo sugerido pelos autores que esta alteragdo dependa de dano
neuronal (Van Buren e cols., 1998b).

Alteragbes na fungdo intrinseca cardiaca poderiam ser decorrentes, no
Diabetes, de alteragées das proprias fibras miocardicas. Neste sentido, tem sido
descrita a possibilidade de o Diabetes levar & disfungéo miocérdica também por
distirbios metabdlicos, representados por uma maior utilizagdo de &cidos graxos
e/ou diminuigdo na utilizag&o de glicose pelo musculo cardiaco. Estudo em cdrag:éo
isolado de ratos com Diabetes por estreptozotocina de 6 semanas de evolugdo
demonstrou disfun¢éo cardiaca (bradicardia, menor produto fréqiiéncia cardiaca-
pico de presséo sistolica @ menor presséo ventricular esquerda); a funcdo cardiaca
foi restaurada a normalidade quando os coragbes foram perfundidos com &cido

dicloroacético, potente estimulante da oxidagdo da glicose. Portanto, a menor
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oxidagdo da glicose no coragdo diabético parece ser fator importante na disfungéo
cardiaca observada neste modelo experimental (Nicholl e cols., 1991).

Além disto, foi demonstrado, em membranas sarcoplasmaticas de coragdes
de ratos que foram injetados com estreptozotocina 8 semanas antes, disfung¢édo na
bomba de caicio do sarcolema dos cardiomidcitos. E possivel que estas alteragbes
gerem modificagdes no transporte de calcio para estas células, contribuindo para a
disfungdo miocérdica observada neste modelo experimental (Heyliger e cols.,
1987).

A diferenga dos pesos dos animais estudados, levantada como possivel
causa de modificagdes autonémicas neste modelo experimental (Maeda e cols.,
1995b) e em humanos (Hirsh e cols., 1991) ndo parece afetar os resultados, tendo
em vista que outros autores, utilizando como controles ratos desnutridos, e portanto
com pesos semelhantes aos diabéticos, demonstraram que aqueles animais
apresentavam frequéncia cardiaca semelhante a dos animais n3o diabéticos, ou
seja, maior do que a dos diabéticos (Chang e Lund, 1986 e Van Buren e cols.,
1998b)

A possibilidade da bradicardia se dever a enrijecimento miocardico sugerida
por Chang e Lund, em 1986 foi descartada por Litwin e cols., em 1990, ja que neste
estudo os animais diabéticos apresentavam bradicardia de repouso sem
modificagdes na rigidez miocardica. |

Menor nimero efou sensibilidade dos B-adrenoceptores miocardicos
(Sundaresan e cols., 1984 e Gotzsche, 1983), modificagdés das proteinas
contrateis secundarias a menores quantidades de horménio tireoideo (Dilimann,
1982) e maior sensibilidade aos efeitos cronotrdpicos de agentes colinérgicos
(Vadlamuti e cols., 1983) também s&o hipéteses sugeridas por outros autores para

explicar a bradicardia no Diabetes por estreptozotocina.
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2) Sobre a presséo arterial:

Em relagdo a press@o arterial, nossos resultados demonstraram que a
pressdo arterial sistolica e média foram menores nos animais diabéticos ndo
tratados com insulina na avaliagéo realizada 45 a 90 dias ap6s a injecdo de
estreptozotocina. Outros autores também demonstraram menor pressdo arterial
sistolica no Diabetes de 1 a 3 meses de duragdo (Tomlinson e cols., 1990a,
Homma e cols., 1993). Menor press&o arterial média foi observada no Diabetes de
curta duragéo (5 a 15 dias) por Maeda e cols., 1995b e Jackson e Carrier, 1983, o
mesmo ocorrendo com a pressdo arterial diastélica (Dal’Ago e cols., 1997a).
Quando a press&o arterial foi avaliada a mais longo prazo (6 e 12 meses) no curso
do Diabetes n&o tratado com insulina, ndo observou-se redugdo em relagdo as
medidas dos controles (Chang e Lund, 1986).

No grupo tratado com insulina, todas as medidas de pressdo arterial dos
animais diabéticos foram semelhantes as de seus controles. Estes resultados estdo
de acordo com os observados por Chang e Lund em 1986, e sugerem que a
hipotens&o neste modelo se deva & hipovolemia secundaria & diurese osmética que
os animais n&o tratados com insulina apresentam (Hebden e cols., 1986) ou
mesmo a disfungdo miocardica, reversivel com a melhora do quadro metabélico
(Litwin e cols., 1990).

Outras possibilidades, tais como menores respostas a vasopressina e ou a
angiotensina ou mesmo menor reatividade vascular a estes agentes, todas
reversiveis com o tratamento dos animais diabéticos com insulina, foram levantadas
por Hebden e cols., em 1987. As sugestdes de que a hipotensdo neste modelo
experimental poderia se dever a diminuigdo de tdnus parassimpético, causando
vasodilatagdo e menor resisténcia vascular periférica, ou menor tonus simpatico,

provavelmente ndo procedem, porque na realidade o ténus parassimpatico esta
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diminuido, pelo menos aos 5 (Maeda e cols., 1995b) e 45 a 90 dias de Diabetes
n&o tratado com insulina (presente estudo) e o efeito simpatico inalterado (Maeda e
cols., 1995b) ou diminuido (presente estudo).

3) Sobre os reflexos pressoreceptores:

A sensibilidade do baroreflexo, indice autonémico fidedigno em animais e
humanos (Coleman, 1980 e Bennett e cols., 1978) foi avaliada por nés no Diabetes
experimental ndo tratado com insulina 45 a 90 dias apos sua indugdo. Esta
avaliagdo foi realizada através de indices dividindo a freqiiéncia cardiaca apés e
antes da injecéo da droga sobre as diferencas de pressio arterial média apés e
antes da injecdo da droga. O componente parassimpatico dos reflexos
baroreceptores pbde ser avaliado medindo os mesmos indices apés a injecdo de
propranolol. As respostas dos baroreceptores as drogas injetadas foram
semelhantes entre os grupos, e o bloqueio simpatico com propranolol ndo
modificou estas respostas.

De acordo com nossos resultados, alguns autores encontraram semelhante
resposta bradicardica a fenilefrina quando comparados ratos diabéticos e seus
controles: Maeda e cols., 1995a, em ratos injetados com estreptozotocina 5 dias
antes, Tomlinson e cols., 1990 e Dall' Ago e cols., 1997, em ratos injetados com
estreptozotocina 30 dias antes e Krizsan-Agbas e Bufiag, 1991, em ratos com
Diabetes esponténeo de 27 semanas de duragéo. |

Da mesma forma, resposta taquicardica a diminuicdes da pressdo arterial
semelhante entre ratos diabéticos e n&o diabéticos foi observada por nés e outros
autores: Tomlinson e cols., 1990, em ratos injetados com estreptozotocina 28 dias
antes e Fazan e cols., 1997, em ratos com Diabetes por estreptozotocina de 12 a

18 semanas de duragdo.
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Hipersensibilidade baroreflexa as injegdes de fenilefrina foi observada por
Chang e Lund em animais diabéticos e desnutridos, com 12 semanas de Diabetes,
alteragéo que foi corrigida no primeiro grupo através do tratamento com insulina
(Chang e Lund, 1986). Por outro lado, outros autores demonstraram menor
bradicardia reflexa com o mesmo tempo de Diabetes experimental, a qual ndo foi
completamente restaurada com o uso de agentes neurotréficos, o que pode
implicar em causas cardiovasculares intrinsecas ndo neuronais para as alteragdes
Estes mesmos autores ndo obtiveram respostas taquicardicas as quedas de
presséo arterial induzidas por agentes depressores em diabéticos e nao diabéticos
(Van Buren e cols., 1998a), 0 que pode decorrer do fato dos experimentos terem
sido realizados sob vigéncia de anestesia com uretano (Stornetta e cols., 1987).

No entanto, menor taquicardia reflexa foi observada por Maeda e cols.
(1995b) e Dall’Ago e cols. (1997a e b) quando avaliados animais com Diabetes de 5
a 30 dias de evolugdo. Ja em ratos BB, com Diabetes espontaneo, foi observado
aumento na taquicardia reflexa em resposta ao nitroprussiato de sédio com 27
semanas de Diabetes (Krizsan-Agbas e Bufiag, 1991).

O estudo da resposta bradicardica a aumentos de pressdo arterial
fenilefrina-induzidos ap6s bloqueio simpatico com atenolol e parassimpatico com
atropina em ratos normais demonstrou que existe um forte componente
parassimpatico controlando estas respostas. Ja& a resposta taquicérdica a
diminuigdes de presséo arterial nitroprussiato de sédio-induzidas se deve a um
balango entre os dois sistemas, simpético e parassimpatico, o primeiro contribuindo
de forma preponderante na vigéncia de maiores respostas da freqliéncia cardiaca
(Stornetta e cols., 1987).

Em humanos com Diabetes Mellitus do tipo 1 e 2, com longa duragdo da

doenga, o controle baroreflexo da frequéncia cardiaca foi avaliado, demonstrando-
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se menor bradicardia reflexa em resposta a aumentos da pressdo arterial induzidos
por fenilefrina. Esta menor resposta demonstrou boa correlagdo com as respostas
obtidas com o teste de Valsalva e com medidas da variabilidade da freqiiéncia
cardiaca no dominio do tempo, utilizados habitualmente no diagnéstico de
neuropatia autonémica em diabéticos (Eckberg e cols., 1986 e Bennett e cols.,
1976).

Ja a taquicardia reflexa parece n3o estar alterada em humanos diabéticos,
apesar dos pacientes estudados apresentarem outras alteragbes sugestivas de
disfuncdo autondmica, tais como menor variabilidade da freqliéncia cardiaca,
menores respostas pressoras a fenilefina e menor resposta bradicardica a
elevagdes da presséo arterial (Eckberg e cols., 1986).

4) Sobre a reatividade vascular:

A reatividade vascular, avaliada pelas resposta pressora a fenilefrina e
depressora ao nitroprussiato de sédio, ndo diferiu entre os grupos D e ND em todos
as avaliagbes realizadas, também ndo se modificando apés bloqueio farmacolégico
com propranolol.

Poucos estudos avaliaram a reatividade vascular neste modelo
experimental, observando-se resposta depressora ao nitroprussiato de so6dio
normal nos ratos diabéticos (semelhante aos nossos achados) e menor resposta
pressora em resposta a fenilefrina (Maeda e cols., 1995a) e 3 norepinefn‘na e
angiotensina (Jackson e Carrier, 1983) no Diabetes de curta duragdo. A
possibilidade destas alteragbes terem sido revertidas com o curéo da doenga ndo
pode ser descartada, j4 que nosso estudo foi realizado com 45 a 90 dias de
Diabetes. Um estudo demonstrou menores resposta pressora e depressora em
ratos com Diabetes por estreptozotocina em todas as avaliagdes cardiovasculares

realizadas, a partir da primeira, com 2 semanas de duragdo do Diabetes (Van
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Buren e cols., 1998a). No entanto, os animais foram anestesiados, o que traz
duvidas quanto a validade dos resultados apresentados (Stornetta e cols., 1987).

Aparentemente os resultados obtidos na avaliagdo do controle baroreflexo
da frequéncia cardiaca e reatividade vascular em humanos ndo sido facilimente
reprodutiveis em ratos com Diabetes espontédneo ou por estreptozotocina.
Baseados em estudo dos baroreflexos antes e apés bloqueio simpatico com
propranolol, em que foi observada menor resposta bradicardica as injegbes de
fenilefrina, a qual se deveu a um defeito parassimpatico, além de preservacdo da
resposta taquicardica as inje¢des de nitroprussiato de sédio, outros autores
sugeriram, recentemente, que o coelho com Diabetes por aloxano se assemelharia
mais ao Diabetes em humanos no que tange a estas alterages do sistema nervoso
autdénomo (McDowell e cols., 1994).

5) Sobre as variabilidades da freqiiéncia cardiaca e pressido arterial
média:

A variabilidade da freqiiéncia cardiaca avaliada através do indice no
dominio do tempo RRMED foi maior nos animais do grupo D aos 7 dias de
evolugéo, o que ndo ocorreu quando os animais foram tratados com insulina nos
14, 30 e 120 dias subsequentes. No entanto, 45 a 90 dias apds a indugdo, os
animais D n&o tratados com insulina apresentaram diminui¢&o da variabilidade da
freqliéncia cardiaca quando da avaliagdo pelos indices no dominio do témpo
RRMED e RMSSD, além de terem apresentado uma tendéncia a menor SDNN. A
avaliagcdo obtida atraves do dominio da frequéncia, pelos indi¢es derivados do
mapa de retorno tri-dimensional, foi realizada somente nos animais com 45 a 90
dias de Diabetes nao tratado com insulina, sendo observados resultados

semelhantes entre os grupos estudados.
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Apesar dos métodos que avaliam a variabilidade da freqiiéncia cardiaca
serem extensamente utilizados na avaliagdo da neuropatia autonémica diabética
em humanos (Spallone e cols., 1993 e Spallone e Menzinger, 1997), poucos
resultados se obtém da literatura quanto 3 sua utilizagdo em ratos diabéticos. Em
animais ndo diabéticos alguns estudos foram realizados avaliando indices no
dominio do tempo e da frequéncia como forma de analise da variabilidade da
frequéncia cardiaca, utilizando telemetria como forma de obter as séries de
intervalos R-R (Sgoifo e cols. 1997, Mansier e cols. 1996 e Malliani e cols., 1991).

Ratos com Diabetes espontaneo apresentaram menor variabilidade da
frequéncia cardiaca avaliada através de um método estatistico computadorizado
para medidas dos intervalos R-R a partir de 8 semanas de evolugéo da doencga, o
que o autor atribuiu & neuropatia autonémica neste modelo experimental. As
medidas de RRMED e SDNN foram semelhantes entre os animais diabéticos e
seus controles até 24 semanas de Diabetes, a partir das quais os autores
demonstraram também menor variabilidade da freqiiéncia cardiaca por este tipo de
avaliagéo (McEwen e Sima, 1987). No estudo citado, a inovagdio na metodologia
empregada na andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca pode ser a
responsavel pela deteccdo de um indice alterado mais precocemente que os
demais.

No entanto, avaliando o mesmo modelo experimental que o pér nés
utilizado, Fazan e cols., em 1997, observaram menor SDNN dentre ratos diabéticos
12 a 18 semanas apds a inje¢do de estreptozotocina. Em cénjunto, os dados
sugerem que o Diabetes experimental, espontdneo ou induzido por
estreptozotocina, leva & menor variabilidade da freqiiéncia cardiaca, possivelmente
por disfungéo autondmica incipiente. Se considerarmos que estas alteragdes sdo

decorrentes de neuropatia autondémica, que s&o precoces, e que necessitam de um
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determinado periodo de Diabetes para que ocorram, provavelmente ndo se deva
atribuir @ ela a bradicardia, hipotensdo arterial e menor freqiéncia cardiaca
intrinseca apresentadas por estes animais mais precocemente (desde os 5 dias da
indugdo) no curso do Diabetes.

Quando a variabilidade da press&o arterial média, avaliada pelos indices do
mapa de retorno tri-dimensional, foi comparada entre animais D e ND, ela foi menor
nos grupos diabéticos sem uso de insulina aos 7 dias (menores P1, P2 € MN) e aos
45 a 90 dias (menores P, P;, MN e média dos desvios padres da pressdo arterial
média) ap6s o inicio do Diabetes, o que ndo foi observado nés animais tratados
com insulina.

Conforme ja descrito em material e métodos, a regulacdo da pressio arterial
depende, diferentemente da freqiiéncia cardiaca, do sistema nervoso auténomo
mas também de outros fatores, que sdo a atividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, o6xido nitrico, efeitos mecanicos da respiracdo e
vasopressina. A simpatectomia quimica por 6-hidroxidopamina e guanetidina e
tambem o bloqueio farmacol6gico dos sistemas simpatico e parassimpatico em
ratos ndo abolem completamente a variabilidade da pressdo arterial. Portanto,
alteragbes da variabilidade da pressdo arterial ndo podem ser consideradas
diagnésticas de disfungdo autonémica. (Japundzic-Zigon, 1998).

Como a deprivagdo de agua em ratos normais é um dos fatorés que
influenciam a variabilidade da press&o arterial média, no caso, causando sua
diminuigéo (Japundzic Zigon e cols., 1997), ndo se exclui que a desidratacdo seja
uma das causas dos resultados por nés encontrados, especialmente porque eles
ocorreram nos periodos de avaliagdo de maior descompensacéo metabdlica (7, 45

e 90 dias de Diabetes nio tratado).
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O fato de ratos com Diabetes por estreptozotocina apresentarem menor
retencdo de "'C-HE em porgdes distais do ventriculo esquerdo (locais em que foi
observado menor contelido de fator de crescimento do nervo) apenas apds 6 a 9
meses da injecdo da droga (Schmid e cols., 1999), bem como achados anatomo-
patologicos que demonstraram lesdes definitivas em nervos do sistema nervoso
auténomo 6 meses apds a inje¢do de estreptozotocina (Schmidt e Sharp, 1982) ou
com 6 a 8 meses de Diabetes espontaneo (Yagiashi e cols., 1985 e 1986) sugerem
que alteragbes autondmicas anatémicas s6 ocorrem tardiamente. AlteragOes
funcionais, como as encontradas no presente estudo, reversiveis pelo tratamento
com insulina, poderiam estar presentes em fases mais precoces.

Esta situacdo seria semelhante a que ocorre na neuropatia diabética
somatica, em que menores velocidades de conducgdo nervosa e menores potenciais
evocados musculares relacionam-se a anormalidades metabdlicas antes da

demonstragéo de defeitos estruturais (Greene e cols., 1984 e Sima, 1985).

) Correlagdo entre as variaveis cardiovasculares e indices de
controle metabdlico:

A presenca de correlagéo inversa entre glicose urinaria de 24h e freqiiéncia
cardiaca, indices de variabilidade de press&o arterial média P> @ MN aos 7 dias de
Diabetes reforca mais nossa hipétese de que as modificagdes cardiovasculares
encontradas relacionam-se diretamente ao grau de descontrole metabdlico
apresentado por estes animais, especialmente porque este momento de avaliagédo
foi aquele em que maiores valores de glicostria foram observados. Apesar de
outros autores ndo terem correlacionado as varidveis metabdlicas as
cardiovasculares, o fato de observarem normalizagdo de alguns parametros

cardiovasculares com a melhora da glicemia através do uso de insulina neste
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modelo experimental estd de acordo com os resultados por nés encontrados

(Chang e Lund, 1986 e Tomlinson e cols., 1990).

IV) Efeitos do Diabetes experimental sobre a excrecao urinaria de
albumina:

Maior carga excretada de albumina foi observada nos grupo D versus ND
nos animais tratados com insulina aos 30 e 120 dias de evolugdo. No grupo niao
tratado com insulina, a intensidade da microalbumindria foi maior no grupo
diabético, ocorrendo aos 7 dias e dos 30 até 90 dias. Os resultados em animais
tratados com insulina estdo de acordo com os encontrados por Bertoluci e cols., os
quais observaram, utilizando o mesmo tipo de ensaio, microalbumindria
desenvolvendo-se persistentemente a partir de 16 semanas do uso de
estreptozotocina. A possibilidade de glomeruloesclerose difusa ao estudo
morfolégico dos rins destes animais foi avaliada a partir de 24 semanas de
Diabetes, estando inequivocamente presente (Bertoluci e cols., 1996).

Por outro lado, outros autores demonstraram inicio e persisténcia de
microalbuminuria neste modelo experimental somente a partir de 5 (Zatz e cols.,
1986) e 7 meses da indugdo do Diabetes (Daniels e Hostetter, 1989), talvez por
terem obtido melhor controle metabdlico dos animais no decorrer dos estudos, o
que estaria retardando a progressdo da doenca renal nestes animais. Outros
autores demonstraram aumento da excregdo urinaria de albumina precocemente no
curso do Diabetes experimental (2 a 4 semanas) e sua equipa'r'agéo aos valores
encontrados nos animais ndo diabéticos através do uso de insulina (Ellis e cols.,
1984, Kaneda e cols., 1992 e Ha e cols., 1994).

Para estas elevagdes tdo precoces da excre¢do urinaria de albumina

observada por nés e por estes autores neste modelo experimental poderiam estar
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contribuindo tanto lesdo glomerular como tubular induzidas pelo Diabetes, bem
como efeito toxico da estreptozotocina. Os resultados da avaliagdo histolégica e
imunolocalizagdo para TGFB1 dos ratos diabéticos no estudo de Bertoluci e cols.
sugerem que o modelo do rato com Diabetes por estreptozotocina apresenta lesdes
glomerulares progressivas que cursam com aumento da excrecdo urinaria de
albumina e certamente poderiam ocorrer mais precocemente na auséncia de
tratamento com insulina (Bertoluci e cols., 1996).

Por outro lado, parte da excrecdo urinaria de albumina relacionada ao
Diabetes Mellitus no rato pode ser decorrente de les&o tubular relacionada ao
Diabetes (Tucker e cols., 1993), podendo ser revertida pelo tratamento com insulina

(Ha e cols., 1994).

V) Efeitos da desnervagdo renal bilateral sobre a excregio
urinéria de albumina e expressio dos transportadores de glicose no rim
de ratos normais e com Diabetes experimental:

O objetivo principal do presente estudo consistia na investigagdo da
influéncia de alteragdes autonémicas sobre o desenvolvimento de nefropatia neste
modelo experimental. Como a neuropatia autonémica em ratos com Diabetes por
estreptozotocina desenvolve-se a partir de vérios meses (6 a 13) da injeg_:éo da
droga (Schmidt e Sharp, 1982, Kniel e cols., 1986 e Schmid e cols., 1999), a
manutengéo destes animais a longo prazo é dificil, e a inervagdo renal neste
modelo ndo esta bem definida (hiperinervag:éo/desnervagéo?j' idealizou-se um
modelo em que seria induzida experimentalmente desnervaggo.

A idéia da desnervagdo renal cirlrgica surgiu de vérias descrices
favoraveis da literatura (Bello-Reuss e cols., 1975 e Piryova e cols., 1980), além de

ampla experiéncia com este procedimento em nosso laboratério (Lacchini, 1996).
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Tomoda e cols. estudaram o efeito da desnervagéo renal em ratos com hipertenséo
esponténea apds 4 semanas do procedimento cirurgico, demonstrando que o
conteido de noradrenalina renal era 5% do observado nos rins dos animais nao
desnervados neste periodo (Tomoda e cols., 1997). Outros autores, avaliando ratos
normais, submetidos & desnervagéo renal cirurgica seguida da aplicagdo de alcool
absoluto no hilo renal, e avaliando modificagbes na pressdo de perfusdo durante
estimulo elétrico (1-10Hz) e quimico (administragdo de norepinefrina 1-50 ng intra-
arterial) relataram reinervacdo definitiva 8 semanas ap6s o procedimento.
Descreveram, no entanto, que este processo comeca a ocorrer a partir de 14 a 24
dias de desnervagcdo. Quando do processo de reinervacdo a resposta de
vasoconstriccdo renal ao estimulo dos nervos renais retorna ao normal antes da
normalizagéo do conteddo tecidual de noradrenalina, portanto, a reinervagédo
funcional precede e ndo é refletida adequadamente pelas medidas bioquimicas de
conteudo tecidual renal de catecolaminas (Kline e Mercer, 1980). Por este motivo,
escolhemos por estudar os animais apds 2 semanas de desnervagéo.

No rim, a glicose é liviemente filtrada nos glomérulos e depois quase
completamente extraida da urina pelas células dos tabulos proximais, retornando
ao sangue. Aproximadamente 90% da glicose é reabsorvida nas células do
segmento S1 ou porgéo contorcida do tdbulo proximal. A pequena fragdo restante é
entdo completamente reabsorvida no segmento S3, ou por¢do reta do tubulo
proximal. O transporte de glicose através do bordo em escova das células epiteliais
renais &€ um processo ativo que requer a presenga de um gradiente de Na entre o
exterior e o interior das celulas. A baixa concentragdo intra-celular de sédio &
mantida pela extrusdo constante deste ion determinada por uma enzima, a Na-K-
adenosina-trifosfatase, localizada na membrana baso-lateral destas células.

Através da ag&o de co-transportadores Na-glicose (SGLTs), presentes no bordo em
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escova das células tubulares, ocorre entdo transporte de glicose para dentro da
célula contra seu gradiente de concentragéo, a favor do gradiente eletroquimico do
ion Na. Segue-se entdo difusdo facilitada da glicose, por ag&o dos transportadores
de glicose GLUTs 1 e 2, que libera glicose através da membrana baso-lateral
destas celulas no intersticio, proximo dos capilares sanguineos (Hediger e Rhoads,
1994),

As celulas que expressam a proteina GLUT 2 sao sobretudo as células
tubulares proximais do segmento S1, presentes no cortex renal (Dominguez e cols.,
1992), envolvidas na reabsorgdo tubular de glicose. Este transportador é de baixa
afinidade e alto K, 0 que permite alta capacidade de transporte, necessaria sob
condicdes fisiolégicas na regido onde este transportador se expressa no rim
(Thorens, 1996 e Gould e Holman, 1993).

Ja o GLUT 1 se expressa nas células tubulares do segmento S1 e S3,
localizados em cortex e na medula renal (Dominguez e cols., 1992), este itimo
segmento envolvido com a reabsorcdo de baixas concentragdes tubulares de
glicose, e portanto suas caracteristicas de maior K., para efluxo do que influxo de
glicose sdo adequadas nesta regido (Thorens, 1996 e Gould e Holman, 1993).

O Diabetes afeta a express@o génica de GLUT 1 e 2 de forma tecido-
especifica. Os mecanismos celulares que conferem esta especificidade n&o sio
conhecidos (Dominguez e cols., 1994). A supressdo da expressdo de GLU;r 1 ndo
é generalizada no Diabetes, o que é indicado pelo aumento de GLUT 1 proteina em
hepatdcitos de ratos diabéticos por estreptozotocina (Tal e cols., 1991). Da mesma
forma, a expressdo de GLUT 2 no péancreas & modificada pelo Diabetes
experimental de forma diferente do que ocorre nos tubulos renais, isto &, ele é

suprimido (Thorens e cols., 1990).
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Nossos resultados demonstraram que o Diabetes experimental determinou
aumento de GLUT 2 proteina no cértex renal e diminuicio de GLUT 1 proteina na
medula, o que vai ao encontro do observado por Dominguez e cols. em 1994,
Asada e cols. em 1997 e Kamram e cols. em 1997. A grande quantidade de glicose
que se apresenta ao tubulo proximal no Diabetes requer aumento correspondente
de seu efluxo, para manter o fluxo de glicose trans-tubular estavel. A
superexpressdo de GLUT 2 nos segmentos iniciais do ttbulo proximal pode
produzir efluxo de glicose de baixa afinidade e alta capacidade, o que ndo é
saturado mesmo em altas concentragdes de glicose. Portanto, as modificagbes
induzidas pelo Diabetes constituiriam adaptagdo para a manutencéo de alto fluxo
trans-tubular de glicose, ja que o gradiente de glicose tubulo-intersticio esta
diminuido em decomréncia da hiperglicemia. Os niveis destas proteinas
transportadoras e de transporte de glicose pelas células tubulares renais sio
restaurados pelo tratamento com insulina e IGF-1 (Dominguez e cols., 1994 e
Asada e cols., 1997), provavelmente devido & correcdo da hiperglicemia nestas
circunstancias.

A desnervagéo renal determinou significativo aumento da excre¢ado urinaria
de glicose nos animais D-DR, sem que ocorressem modificacdes na glicose
plasmatica. Também observou-se maior diurese dentre os animais do grupo D-DR,
0 que ndo ocorreu dentre os animais do grupo ND-DR. |

Pelos motivos que descreveremos a seguir, estes resultados sugerem que a
desnervagdo determinou diminui¢&o da reabsorggo tubular de glicose. Eles estio
de acordo com Piryova e cols., que em 1980, avaliando ratos Wistar ndo diabéticos
submetidos a desnervagdo renal cirirgica e quimica (uso de formol no local)
observou que ela determinou a taxa de reabsorgo tubular de glicose pelo céalculo

diferencial de sua depuragéo em relag&o a da inulina. Nos animais desnervados os
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valores foram de 20 a 25% inferiores, coincidindo com maior excre¢do urinaria de
glicose. As alteragbes induzidas pelo menor ténus simpatico renal podem se dever
a influéncias especificas sobre o transporte de glicose ou serem conseqliéncia da
menor reabsorcdo de sddio, com natriurese decorrente, alteragbes previamente
descritas quando de desnervagdo renal no mesmo modelo experimental e em cies
(Bello-Reuss e cols., 1977 e Szalay e cols., 1977). Como a desnervagdo ndo
causou modificagdes na taxa de filtragdo glomerular, neste e em outros estudos
(Bello-Reuss e cols., 1977 e Szalay e cols., 1977), ndo tém sido atribuidas 3 ela as
modificagdes no transporte da glicose descritas (Piryova e cols., 1980). O
fenémeno de maior diurese pela desnervagdo foi observado por outros autores em
ratos normais, iniciando-se imediatamente ap6s o procedimento e prolongando-se
por algumas semanas (Bencsath e cols., 1979, Wilson e cols., 1979 e Thorup e
cols., 1996).

Quando foi determinada a quantidade de proteina GLUT 2 no cortex renal, o
Diabetes determinou seu aumento em 50%, enquanto que a desnervagéo renal
provocou sua diminuigdo em 25%, tanto em animais ndo diabéticos como
diabéticos. J& a determinagdo de GLUT 1 na medula renal demonstrou que a
desnervagdo ndo alterou significativamente os niveis desta proteina, enquanto o
Diabetes diminuiu em 50% a expressdo da mesma, efeito parciaimente corrigido
pela desnervagéo.

Estes resultados sugerem que as modificagdes de excregdo urinaria de
glicose decorrentes da desnervagéo renal encontradas em nosso e outros estudos
sejam secundarias as modificagées que o Diabetes e a diminuicdo do ténus
simpatico renal provocaram nas proteinas transportadoras GLUT 2 e 1 no cortex e
medula renais, respectivamente. Concomitantemente ao aumento da glicosuria ha

provavelmente diminuicdo da glicose reabsorvida, ou seja, efeito oposto ao
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provocado pelo Diabetes. No entanto, devido as lesdes caracteristicas da
nefropatia diabética serem de origem primariamente glomerular, ndo nos parece
razoavel que as alteragbes descritas tenham alguma influéncia sobre a génese da
nefropatia diabética, mas que simplesmente reflitam uma adaptagdo a grande
quantidade de glicose presente nos tibulos proximais destes animais, conforme ja
comentado.

Considerando apenas o cortex renal e quantidade de GLUT 1 proteina nesta
regiéo, transportador identificado nas células glomerulares e mesangiais (Heilig e
cols., 1995a e b), e portanto, potencialmente ligado a patogénese da nefropatia
diabética, observamos que, tanto o Diabetes, como a desnervagdo renal
isoladamente determinaram aumento significativo desta proteina. Em
conseqiiéncia destas modificages deve associar-se aumento no transporte de
glicose para o interior da célula mesangial. A maior quantidade de glicose intra-
celular poderia causar aumento da proteina quinase C, expressdo de TGF B,
aumento de matriz extracelular e albumindria. Através deste mecanismo certamente
uma desnervagdo poderia determinar uma aceleragdo na velocidade de progresséo
da nefropatia diabética. Além disto, foi demonstrado aumento na quantidade de
GLUT 1 proteina na retina de individuos diabéticos com distribuicdo irregular, o que
sugere que aumentos focais na expressdo desta proteina determinem as lesdes
histopatolégicas focais caracteristicas da retinopatia diabética (Kumagai e cols.,
1996).

No entanto, nossos achados quando da associagdo do estado diabético &
diminuigdo do ténus simpatico renal foram paradoxais: observou-se diminuicdo da
proteina GLUT 1 em cértex renal nesta situagdo, a ponto destes valores
assemelharem-se aos encontrados nos animais do grupo ND. Para explicar este

fendmeno, consideramos os achados de outros experimentos. Em células
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mesangiais e endoteliais da retina cultivadas em meio com excesso de glicose (15
a 20 mmol/L), outros autores observaram aumento na expressdo de mRNA e
proteina GLUT 1, mas aumento significativamente menor da mesma quando a
quantidade de glicose utilizada no meio foi muito alta (25 a 30 mmol/L). No estudo
com células mesangiais ndo houve normalizagdo do GLUT 1 quando as células
foram cultivadas com altas concentragdes de glicose no meio (Wakisaka e cols.,
1995, Heilig e cols., 1997c), mas no estudo com células endoteliais a expressdo de
GLUT 1 ndo aumentou quando o meio de cultura continha 25 mmol/L de glicose
(Knott e cols., 1996).

A possibilidade de “downregulation” na expressdo dos transportadores de
glicose quando de estimulo excessivo (no caso aumento de glicose no meio de
cultura) pode ser levantada, assim como dano celular pelos disturbios metabolicos
ou osméticos decorrentes das altas concentragdes intra e extra-celulares de
glicose. Mesmo que ocorra realmente “downregulation” dos transportadores de
glicose em condigbes de hiperglicemia grave, os efeitos a longo prazo de
hiperglicemia moderada prévia podem ja ter determinado alteragbes celulares
definitivas relacionadas as complicages do Diabetes, de forma que seu efeito
protetor pode ser insuficiente nestas circunstancias.

E possivel que a associagdo dos efeitos determinados pelo estado diabético
e diminuigéo do ténus simpético esgote a possibilidade de aumento de sinfese da
proteina GLUT 1 por mecanismo semelhante ao encontrado por aqueles autores,
causando, ao final, sua redugdo a valores normais, como foi encontrado por Knott e
cols. em células endoteliais da retina. O efeito da hiperglicemia em aumentar a
proteina GLUT 1 é semelhante ao encontrado por outros autores em células em
Cultura, mas o mecanismo exato que determinou este aumento quando da

desnervag&o renal no animal ndo diabético ndo é conhecido.
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Se considerarmos que ha necessidade de maior transporte de glicose para
dentro da célula mesangial para que sejam desencadeadas as alteracdes
caracteristicas da génese da nefropatia diabética, podemos concluir que isto
provavelmente n&o ocorre no momento em que este modelo experimental foi
avaliado, isto é, a desnervagéo renal simpatica ndo esta contribuindo para a
aceleragdo da progressdo da nefropatia diabética em ratos com Diabetes por
estreptozotocina que sofreram desnervacgéo renal cirurgica 14 dias antes. Isto ainda
é reforgado pela auséncia de diferengas entre a carga excretada de albumina de
animais desnervados e ndo desnervados, tanto diabéticos como nio diabéticos,
observada neste estudo, apesar de a albuminuria, relacionada a alteracdes da
matriz mesangial, provavelmente ser uma alteragdo mais tardia do que os eventos
intra-celulares citados.

Mesmo assim néo consideramos descartada a hipétese inicial de influéncias
negativas de alteragbes autonémicas sobre a fungéo renal no Diabetes, tendo em
vista que n&o conhecemos o efeito do Diabetes sobre a inervagdo renal em
humanos ou modelos animais. E possivel que a desnervagado renal ocorra de forma
assimetrica ou simplesmente néo ocorra, de forma que poderiam estar presentes
na neuropatia diabética, em humanos, além de ténus simpético renal diminuido,
tonus simpatico aumentado ou normal, e o modelo experimental utilizado entdo nao
representaria a condi¢do descrita em humanos. No coragéo, por exemplo, taﬁto em
modelos animais como em humanos, a desnervagdo determinada pelo Diabetes
ocorre no miocardio distal, poupando sua por¢des proximais. Além disto, areas de
hiperinervagdo simpatica proximal foram descritas, reforcando a idéia de que o
acometimento do sistema nervoso auténomo é diferente de acordo com o orgéo ou
tecido avaliado (Stevens, M.J. e cols., 1998 e Schmid e cols., 1999). Nossos

resultados caracterizam o efeito da desnervagé&o renal total, ndo sendo possivel, no
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momento, considerando os dados da literatura, definir a presenca de desnervagéo
equivalente como decorréncia do Diabetes experimental em humanos.

Os resultados encontrados por Matsuoka em 1993, utilizando o mesmo
modelo experimental (Diabetes por estreptozotocina associado & desnervagao renal
cirurgica) sdo semelhantes aos por nés encontrados quando da avaliagdo da
excrecdo urinéria de albumina 14 dias ap6s o procedimento cirirgico. No entanto,
nas avaliagbes realizadas 3, 4, 5 e 6 semanas apés a desnervagéo renal, foi
observada microalbumindria significativamente maior nos diabéticos com
desnervagdo renal comparados aos outros grupos. O autor ndo avaliou a
efetividade da simpatectomia cirirgica através de nenhum meétodo. Como é sabido
que a partir de 2 semanas deste procedimento inicia-se reinervagdo, pelo menos
funcional (Kline e Mercer, 1980), seria possivel que as alteragdes encontradas na
excre¢do urinaria de albumina se devessem, no estudo de Matsuoka, ndo 3
desnervagéo, como sugerido pelo autor, mas sim ao inicio da reinervagdo e
aumento do ténus simpatico.

Em acordo com esta hipétese estdo as recentes observagdes realizadas em
humanos, de que pacientes diabéticos que n&o apresentam descenso noturno da
pressdo arterial diastdlica (n&o mergulhadores), provavelmente com ténus
simpatico aumentado (Spallone e cols., 1993), apresentam maior excregéo urindria
de albumina em relagéo a individuos que apresentam descenso noturno da bresséo
arterial (Monteagudo e cols., 1996).

Deste modo, embora uma sugestéo prévia encontrada na literatura seja a
de que a desnervagéo renal determine progressdo da nefropatia diabética, o
presente estudo fornece evidéncias que sugerem a inexisténcia deste efeito. Por
outro lado, os resultados poderiam sugerir que efeitos deletérios sobre o rim

poderiam ser determinados por aumento do tdnus simpético renal, o qual, se
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determinar efeitos opostos a desnervagéo, poderia aumentar a expressdo de GLUT
1 em células mesangiais, com consequente aumento da produgdo de TGF B1 e
progresséo das lesdes glomerulares.

Os resultados do estudo lll permitem concluir:

1) A desnervacéo renal determina significativo aumento da excre¢do urinaria
de glicose, sem alterar significativamente os niveis glicémicos e peso corporal dos
animais;

2) O Diabetes determina aumento significativo da proteina GLUT 2 no cortex
renal, alteragdo que facilita um aumento do fluxo de glicose trans-tubular,
favorecendo a reabsorgdo proximal da glicose;

3) A desnervagéo renal determina significativa diminuicdo da proteina GLUT
2 no cortex renal, alteragbes que facilitam um menor fluxo de glicose trans-tubular,
favorecendo uma menor reabsorgéo tubular de glicose e maior glicosuria;

4) Tanto a desnervagdo renal, como o Diabetes determinam aumento da
proteina GLUT 1 no cortex renal, os quais poderiam favorecer um aumento da
entrada e metabolismo da glicose intra-celular, o que poderia levar a aumento da
proteina quinase C, maior express&o de TGF B1, aumento da matriz extra-celular e
albumindria;

5) A desnervagdo simpatica renal de ratos diabéticos, no entanto, determina
diminui¢&o da proteina GLUT 1 no cértex renal, o que tenderia a reverter oé efeitos

deletérios do Diabetes sobre o glomérulo.
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Conclusées

Em conjunto, resumidamente, os resultados apresentados nesta tese
permitem concluir;

1) Uma maior carga excretada de albumina é observada no Diabetes por
estreptozotocina logo nos primeiros dias apds a indugdo, aumentando
significativamente durante a evolug&o:

2) Evidéncias de disfungdo autonémica, tanto parassimpatica como
simpatica, podem ser observadas com 45 a 90 dias de Diabetes induzido por
estreptozotocina;

3) O tratamento com insulina previne a deterioracdo da fungsio autondmica
no Diabetes experimental;

4) Embora a desnervacdo simpatica renal e o Diabetes independentemente
determinem aumento da proteina GLUT 1 no cortex renal, o efeito da desnervacdo
renal no Diabetes é de reduzir a proteina GLUT 1 nesta regido, ndo havendo
efeitos da menor estimulagéo simpética sobre a excrecao urinaria de albumina;

Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que uma diminuicgo do tonus

simpatico renal ndo determina progressao da disfungdo renal no Diabetes.
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