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RESUMO

A utilizacao de técnicas de perfusao renal tem se mostrado vantajosa, ao permitir o
avanc¢o no entendimento dos mecanismos tubulares de reabsorcédo de ions no sistema
renal de diversas espécies animais. Por conta disso, o sistema vascular renal é alvo de
inmeros estudos cientificos, acerca das caracteristicas vasoativas e reativas a
substancias que modulam algumas fisiopatologias. Nesse sentido, foram utilizados
coelhos Califérnia, provenientes da Cunicultura do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceara, com o intuito de avaliar os efeitos renovasculares e a
estimulacdo alfa adrenérgica, em animais normoglicémicos, produzidos por agentes
hipoglicemiantes orais utilizados clinicamente no controle de alteragdes glicémicas da
diabetes mellitus. O projeto foi iniciado apds aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) sob o niumero 9768280219
e 0s experimentos foram conduzidos de acordo com a legislagdo brasileira que
regulamenta o uso de animis em experimentacdes cientificas, conforme a Lei Arouca
11974 de 2008. Todas as substancias antidiabéticas orais utilizadas foram preparadas,
diluidas e adicionadas a solugéo de KH, para posterior infusdo renal, através do sistema
de perfusédo. Varios parametros fisioldgicos foram avaliados com o intuito de avaliar os
efeitos desses antidiabéticos orais em coelhos normais, no rim perfundido, durante a
interacédo vascular a-adrenérgica. Em relacdo a pressao de perfuséo todos os grupos
apresentaram pico pressorico superior ao grupo controle com adicao de PHE,
comprovando a interferéncia dos antidiabéticos orais nos niveis pressaricos do sistema
de perfusé@o renal. Todavia, apenas o grupo com adicdo de empaglifozina foi capaz de
demonstrar a presenca do efeito taquifilatico, semelhante ao apresentado pelo grupo
controle, exibindo uma queda dos valores presséricos maximos ao longo de todo o
experimento Todos os grupos de hipoglicemiantes orais demonstraram valor de
resisténcia vascular maior do que a do grupo controle com adi¢cdo de PHE, sendo os de
maiores resisténcias os grupos empaglifozina e glimepirida, estando este resultado
atrelado aos valores da pressao de perfuséo e ao fluxo do perfusato, devido a férmula
utilizada para a realizagdo do calculo desta medida. Em contrapartida, o grupo com
adicdo de gliclasida foi o Unico grupo capaz de superar os resultados apresentados pelo
grupo controle com infusdo de PHE, em relagdo ao RFG. Além do ritmo de filtracdo
glomerular, a gliclasida demonstrou ainda relevancia significativa em relagdo ao
clearance osmolar e ao clearance de agua livre.

Palavras-chave: Incretinas; antidiabéticos orais, perfusdo renal.




ABSTRACT

Renal effects of oral hypoglycemic agents derived from sulfonamides, incretins and
SGLT2 inhibitors, in renovascular escape and alpha adrenergic stimulation in rabbits

The use of renal perfusion techniques has been shown to be advantageous, as it allows
advances in the understanding of the tubular mechanisms of ion resorption in the renal
system of several animal species. Because of this, the renal vascular system is the target
of countless scientific studies about the vasoactive and reactive characteristics of
substances that modulate some pathophysiology. In this sense, California rabbits, from
the Cuniculture Department of Zootechnics of the Federal University of Ceara, were used
in order to assess the renovascular effects and alpha adrenergic stimulation in
normoglycemic animals, produced by oral hypoglycemic agents used clinically to control
changes glucose levels of diabetes mellitus. The project was initiated after approval by
the Ethics Committee on the Use of Animals of the Federal University of Ceara (CEUA-
UFC) under number 9768280219 and the experiments were conducted according to the
Brazilian legislation that regulates the use of animis in scientific experiments, as the
Arouca Law 11974 of 2008. All oral antidiabetic substances used were prepared, diluted
and added to the KH solution, for subsequent renal infusion, through the perfusion
system. Several physiological parameters were evaluated in order to evaluate the effects
of these oral antidiabetics in normal rabbits, in the perfused kidney, during a-adrenergic
vascular interaction. Regarding the perfusion pressure, all groups showed a peak
pressure higher than the control group with the addition of PHE, proving the interference
of oral antidiabetics in the pressure levels of the renal perfusion system. However, only
the group with the addition of empaglifozin was able to demonstrate the presence of the
tachyphilatic effect, similar to that presented by the control group, exhibiting a drop in
maximum blood pressure values throughout the entire experiment. All groups of oral
hypoglycemic agents demonstrated vascular resistance greater than that of the control
group with the addition of PHE, with the greatest resistance being the empaglifozin and
glimepiride groups, this result being linked to the values of perfusion pressure and
perfusate flow, due to the formula used to perform the calculation of this measure . On
the other hand, the group with addition of gluclaside was the only group capable of
overcoming the results presented by the control group with PHE infusion, in relation to
the RFG. In addition to the glomerular filtration rate, gluclaside also demonstrated

significant relevance in relation to osmolar clearance and free water clearance.

Keywords: Incretins; oral antidiabetics, renal perfusion.
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1. INTRODUCAO

O caréter epidémico global do diabetes é crescente, a tendéncia é que o nUmero
de pessoas com diabetes aumente dos 425 milhdes em 2017 para 629 milhdes em
2045. Além disso, estima-se que cerca de 175 milh6es dos casos ainda nao tenham
sido diagnosticados, com isso uma vasta quantidade de pessoas esta progredindo para
complicacdes inconscientes. (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2018)

O diabetes estd aumentando em todo 0 mundo e os paises estdo lutando para
acompanhar o ritmo de crescimento da doenca. O conceito errébneo de que o diabetes
€ "uma doenca dos ricos" ainda é defendido por alguns, porém as evidéncias publicadas
refutam essa ilusdo, mostrando que 80% da populacdo diabética vive em paises de
baixa e média renda e os menos favorecidos em qualquer pais sdo 0s mais vulneraveis
a doenca (BEAGLEY, GUARIGUATA, WEIL, MOTALA, 2014).

O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking dos paises com maior popula¢cdo com
DM, precedido da China, india e Estados Unidos, com 14,5 milhdes de pessoas, ou seja,
8,7% da populacédo entre 18 e 99 anos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2018).

Pelo fato de o diabetes estar associado a maiores taxas de hospitalizacdes,
maior utilizacdo dos servicos de saude, bem como maior incidéncia de doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, insuficiéncia renal e amputacdes nao
traumaticas de membros inferiores, pode-se prever a carga que iSso representara nos
proximos anos para os sistemas de salde de todos os paises. Em termos humanos e
financeiros, o 6nus do diabetes é enorme, provocando 5,1 milhdes de mortes e
consumindo US$ 548 bilhdes em gastos com saude, 11% do total gasto em todo o
mundo, em 2013 (ROSA et al., 2007; BAHIA et al., 2011; INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2018).

Tradicionalmente, as complicacbes do diabetes sdo categorizadas como
distarbios microvasculares e macrovasculares, que resultam em retinopatia, nefropatia,
neuropatia, doenca coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica
(GREGG, SATTAR, ALI, 2016).

A doenca renal (nefropatia), por exemplo, € muito mais comum em pessoas com
diabetes, estando presente em cerca de 30- 40% dos casos de diabetes mellitus do tipo
1 e 20% dos casos de diabetes mellitus do tipo 2. Além disso, a diabetes é uma das

principais causas de doenca renal cronica, sendo associada a danos ocasionados aos
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pequenos vasos sanguineos, o que pode fazer com que os rins sejam menos eficientes
ou falhem por completo (O'MEARA, BRADY, BRENNER, 2001).

Desde o inicio notava-se que havia casos mais brandos de pessoas com
diabetes. A partir da descoberta da insulina tornou-se cada vez mais claro que muitos
individuos talvez nem necessitassem dela para alcancar um controle metabdlico
razoavel (ELIASCHEWITZ, 2006). A partir dai, comegou-se a pensar no
desenvolvimento de drogas orais para o tratamento do diabetes, tais drogas teriam a
finalidade de baixar a glicemia e manté-la dentro da taxa de normalidade
(jejum<100mg/dL e pos-prandial<140mg/ dL), todavia os testes com a insulina oral

foram um fracasso, ja que sua absorcao enteral é extremamente baixa (AHREN, 2006).

Em 1944, Loubatiéres constatou que inimeros pacientes que vinham sendo
tratados para febre tifoide com o derivado sulfonamidico isopropiltiadiazol iam a ébito,
apos hipoglicemia prolongada, com essa observacdo o campo dos hipoglicemiantes
avancou e em 1955 foi langada a primeira sulfoniluréia, que atua potencializando a
secrec¢do pancredtica de insulina (ELIASCHEWITZ, 2006; CHEHADE, 2000; KRENTZ,
2005).

Na década de 1960, a metformina foi introduzida como tratamento para a
diabetes e devido sua eficicia passou a ser cada vez mais utilizada, sendo hoje a droga
de eleicéo de todos os protocolos mundiais de tratamento do diabetes (ELIASCHEWITZ,
2006; KRENTZ, 2005; AGRAWAL, 2013).

Na primeira década do século XXI surgiram os inibidores do DPP-4, as gliptinas,
hoje com varios representantes no mercado (vildagliptina, sitagliptina, saxagliptina,
linagliptina), tais drogas atuam aumentando o efeito de um hormdnio intestinal, o GLP-
1, produzido nas células neuroendécrinas do intestino delgado, e com isso
incrementando a liberagdo da insulina endbégena, praticamente sem provocarem
hipoglicemia, pois tém efeito de modo glicose-dependente (ELIASCHEWITZ, 2006;
MOORE, 1906; BAYLISS, STARLING, 1902; CREUTZFELDT, 2005).

Recentemente uma verdadeira revolucdo estd se desenhando no arsenal
terapéutico dos antidiabéticos orais, com o surgimento de uma nova classe de
medicamentos, os inibidores dos transportadores de sédio-glicose (i-SGLT2). A partir
da evidéncia de que os pacientes com DM2 tém um aumento da reabsor¢ao tubular
renal de glicose, passou-se a pesquisar essa molécula (SGLT2), que € expressa
praticamente apenas no rim, sendo a responsavel pela reabsor¢éo da glicose no tubulo

renal. Inibindo-se o SGLT2 aumenta-se a excrecdo renal de glicose. Portanto a
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glicosuria, parametro ha séculos utilizado como indicador de descompensac¢édo do
diabetes, sera utilizada para o tratamento do diabetes. A Empaglifozina e a

Canagliflozina, sdo exemplos de medicacfes desse grupo (ELIASCHEWITZ, 2006).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia e fisiologia renal em humanos

O Sistema renal é formado por dois érgdos denominados de rins, que tem como
objetivos principais realizar a maior parte das funcdes de excrecao, filtrando o sangue e
recolhendo deste os residuos metabdlicos de todas as células do nosso corpo (DI DIO,
1999; GARDNER, 1998; MOORE, 2007).

Os rins sao estruturas retroperitoniais, localizados na regido abdominal, ao lado
da coluna vertebral, entre as duas Ultimas vértebras toracicas e as trés primeiras
vértebras lombares. Sua coloragcdo € um marrom escuro; possui um formato de grao de
feijdo; mede aproximadamente 12 cm de altura, de 5 a 7,5 cm de largura e 2,5 cm de
espessura; seu peso varia entre 125 a 170 gramas no homem adulto, e 115 a 155
gramas na mulher adulta (DI DIO, 1999; GARDNER, 1998; MOORE, 2007; GRAY,
1988).

A artéria renal leva cerca de 25% do débito cardiaco para os dois rins,
equivalente a 1,25 L/min. Considerando que o peso do rim corresponde somente a 0,5%
do peso corporal, é essencial que haja uma ramificacdo da artéria renal em diversas
arteriolas e vascularizagédo de todo o tecido renal, além de uma eficiéncia maxima nos

processos de filtrac&o, reabsorcao, secregéo e excrecdo. (KOEPEN; STANTON, 2018).

A subdivisdo progressiva em artérias interlobar, artéria arqueada, artéria
interlobular e arteriola aferente promove o suprimento de sangue aos capilares
presentes no glomérulo. As extremidades desses capilares posteriormente unem-se
para formar a arteriola eferente, conduzindo a uma segunda rede capilar, os capilares
peritubulares, circundando os tubulos renais, e suprindo sangue as unidades
morfofuncionais dos rins, os néfrons (KOEPEN; STANTON, 2018).

A unidade morfofuncional basica do rim é o néfron. Toda a urina resulta da
filtragem do sangue que passa por estes néfrons, no qual se calcula que existam cerca
de 6 a 12 x10° néfrons. No humano, cerca de 80% dos néfrons séo localizados no cortex
e 0 restante na medula (AIRES, 1999; DOUGLAS, 2002; GUYTON, 2002;
DELAMARCHE, 2006).
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Ha muitos anos, a capacidade do rim em controlar o fluxo urinario e a excrecao
de sbdio em resposta a alteracées agudas da pressao de perfuséo renal sdo alvo de
estudos de pesquisadores (SELKURT et al., 1949; SHIPLEY et al., 1951; THOMPSON
et al., 1951)

Alteracdes na excrecdo de sddio, em resposta a variagdes na pressdo de
perfusdo se da devido a alteracfes na reabsor¢ao tubular de sddio, uma vez que o ritmo
de filtracdo glomerular e a carga excretada de sodio sdo geralmente bem
autorregulados, sendo assim, um decréscimo da pressao de perfusao renal resulta em
um aumento na reabsorc¢ao tubular de sédio e uma diminuicdo na excrecado de sdédio.
Em contrapartida, o aumento da pressao de perfusdo renal leva a uma diminuicdo da
reabsorcao tubular de sodio e aumento na excrecdo de sodio, este fendbmeno é

conhecido como natriurese pressoérica (GRANGER et al., 2002).

Em suma sédo muitas as funcgfes renais, porém a que tem maior importancia é a
manutencéo da homeostase do meio interno proporcionada pelo sistema renal a partir
da controle de agua corpérea; manutencao da osmolaridade extracelular; manutencao
da concentracao de eletrdlitos; manutencédo da concentracdo de ions hidrogénio (pH),
manutencdo da concentracdo de metabdlitos e de catabdlitos, contribuindo de forma
importante para a manutencdo e controle da presséo arterial, sendo o produto final
resultante deste intenso trabalho renal a urina (AIRES, 1999; DOUGLAS, 2002;
GUYTON, 2002).

2.2. Anatomia e fisiologia renal em coelhos

O aparelho urinario do coelho é relativamente simples, resumindo-se a dois
6rgaos, 0s rins, com seus respectivos canais excretores, 0s ureteres, a bexiga e a uretra
(DUARTE & CARVALHO, 1979).

O coelho apresenta um rim simples unipapilar, onde uma papila e um calice
entram no ureter diretamente, tornando a pelve renal uma extensédo direta do ureter,
com um bacinete pouco diverticulado, localizado de modo retro peritoneal (DUARTE &
CARVALHO, 1979).

O rim direito do coelho encontra-se entre a 13° vértebra toracica e a 2° vértebra
lombar, havendo contato com o lobo caudal do figado, porém sem tocar a parede
abdominal. Ja o rim esquerdo, posiciona-se entre a 3° e 5° vértebras lombares e

permanece de modo ventro caudal ao rim direito, onde sua lateral também nao faz
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contato com a parede abdominal esquerda (HRISTOV; KOSTOV; VLADOVA, 2006;
BREWER, 2006; DIMITROV et al., 2012; DUARTE & CARVALHO, 1979).

O coelho é um modelo animal util para o estudo da fisiologia tubular renal, por
ser o Unico no qual a membrana basal das células do tubulo contorcido proximal e distal

do rim pode ser separada dos tubulos em fatias (BREWER, 2006).

Um dos principais diferenciais entre o coelho e demais mamiferos é o nimero
de néfrons. O camundongo tem cerca de 12.400 néfrons por rim, o rato 30.000 a 40.000,
e o0 coelho 230.000 (RYTAND, 1938; KNEPPER, 1977). O nimero de glomérulos nos
coelhos aumenta depois do nascimento, diferentemente de outros mamiferos, como
caes e humanos, (SMITH, 1951).

2.3. Agentes Antidiabéticos orais
2.3.1. Sulfonilureias

Anteriormente utilizada como tratamento para a febre tifoide, a sulfonamida
passou a ser vista como um agente hipoglicemiante, apds a observacgéo de hipoglicemia
produzida por um de seus derivados. (BEREZIN, 2016).

Figura 1. Estrutura molecular da gliclazida
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Fonte: LEAO, 2016

Seu mecanismo de acao consiste na estimulacdo da secrecao pancreatica de
insulina pela ligagdo a uma proteina reguladora (chamada de receptor da sulfoniluréia),
encontrada na superficie da célula beta pancreatica. A ligacao desses receptores resulta

no fechamento dos canais de adenosina trifosfato de potassio dependentes de voltagem
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(KATP), influenciando a despolarizagdo da membrana celular e o influxo de célcio na
célula. Em virtude disso, a insulina é secretada e liberada em niveis mais baixos de
glicose que o normal. O aumento da concentracdo de insulina circulante, mesmo na
presenca de resisténcia a insulina, resulta numa diminuicdo dos niveis de glicose no
sangue (MUNDEN; WILLIAMS; WILKINS, 2007).

‘\S"\N/“\ J::r

Figura 2. Estrutura molecular da glimepirida
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Fonte: SONG & ASHCROFT, 2001

Os canais de potassio regulam o potencial de membrana do musculo liso que
controla a entrada de calcio através de canais de calcio voltagem-dependentes e assim,
a contratilidade é modificada através do calcio intracelular. O canal de K*ATP é
composto por membros de genes de canal retificador interno (Kir6) e receptores
proteicos de sulfonilureias. Os canais de KYATP s&o inibidos por drogas
hipoglicemiantes orais (QUAST & COOK, 1989).

As sulfonilureias séo absorvidas por via oral, circulando ligadas a albumina
plasmética, posteriormente sdo metabolizadas no figado e, por fim, eliminadas por via
renal. Em caso de haver alteracdo da funcéo renal, seu uso leva a obrigatoriedade de
um cuidado redobrado, pelo perigo de acumulacéo e hipoglicemia grave (ALLEN, 1985;
ASMAL & MARBLE, 1984).

Quando nado se consegue um bom equilibrio glicémico metabdlico apenas com
0 exercicio fisico e o regime alimentar adequado, as sulfonilureias podem ser utilizadas
em pacientes diabéticos ndo insulino dependentes. A gliclazida e a glimepirida, sdo dois
exemplos de medicacBes desse grupo (ASMAL & MARBLE, 1984).

Além de apresentar efeito hipoglicemiante, comum as sulfonilureias, a gliclazida
tem a particularidade de ter uma acdo antiagregante plaquetaria, o que é de grande
interesse, dado que a diabetes é uma situacdo que se acompanha de graves alteragées

hematoldgicas, por conta disso, tal droga é proposta na prevencdo da microangiopatia
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diabética, que afeta essencialmente os vasos da retina (retinopatia) e dos rins
(nefropatia) (CALDEIRA, 1975).

2.3.2. Incretinas

No inicio do século 20, a histéria do efeito da incretina comecgou a ser escrita,
desde entdo o interesse clinico e cientifico em torno dela vem aumentando. Em 1906,
pesquisadores fizeram uso de extratos da mucosa do intestino delgado de porcos, como
um tratamento para diabetes com resultados satisfatérios, surgiu a hipétese de que a
secrec¢ao pancredtica poderia ser estimulada por um horménio produzido pela mucosa
duodenal. J& na década de 30, o termo “incrétine” (“iNtestin seCRETion insulIN”), foi
utilizado pela primeira vez com o intuito de descrever uma substancia que possuia a
capacidade de promover o aumento da secrecao pancreatica endécrina (MOORE, 1906;
BAYLISS; STARLING, 1902; CREUTZFELDT, 2005).

As incretinas foram reconhecidas como horménios insulinotrépicos, somente na
década de 60. Em 1986, estudos demonstraram que essas substancias eram originadas
no intestino, ja que a administracédo de glicose por via oral mostrou-se capaz de causar
uma resposta na quantidade de insulina maior do que a observada com a infuséo de
glicose por via endovenosa (EV), apesar dos niveis sanguineos de glicose se
apresentarem mais elevados em consequéncia da administracdo EV (NAUCK et al.,
1986).

Devido a sua capacidade de potencializar a secre¢cdo de insulina e,
consequentemente, levar a uma diminuicdo do glucagon, as incretinas tem um
importante papel na modulacdo da resposta das células das ilhotas pancreéticas. Elas
sdo capazes de diminuir as taxas de glicose no sangue, principalmente ap6s as
refeicbes (pos-prandial), quando esses niveis tendem a ser mais altos. Além disso,
acredita-se que as incretinas sejam responsaveis por cerca de 50-70% da secrecdo total
de insulina, em resposta a glicose oral. (LEON et al., 2006; DOYLE, EGAN, 2007;
NELSON, COX, 2014).

Existem dois principais tipos de incretinas: peptideo 1 tipo glucagon (GLP-1) e
polipeptideo inibitério gastrico (GIP), os quais pertencem a classe dos receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) e a familia do peptideo glucagon. As incretinas
fornecem um sinal a partir do trato gastrintestinal para as ilhotas pancreaticas,
moderando a elevacédo antecipada da glicose plasmatica pés-prandial (CHACRA, 2006;
GUPTA, 2012).
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2.3.2.1. Peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1)

O Glucagon é um hormonio produzido pelas células a pancreaticas e age
estimulando o figado e os musculos a fazerem a quebra do glicogénio e liberar glicose,
sua secrecao esta estritamente correlacionada com os niveis de glicose no sangue:
baixos niveis de glicose no sangue em jejum determinam secrecado de glucagon e inibem
a secrecdo de insulina. A secrecdo de glucagon restaura os niveis de glicose através da
glicogendlise hepatica e da neoglicogénese, em conjunto com a inibi¢cdo da glicogénese.
Além disso, o glucagon diminui a sintese de colesterol pelo figado, inibe a reabsorcéo
de sédio pelos rins, aumenta sensivelmente o débito cardiaco, regula o apetite e diminui
o nivel de aminoacidos (GODOY-MATOS, 2014; HABBEGER et. al, 2010).

O GLP-1 é um peptideo de 36 aminoacidos, derivada do produto da transcrigao
do gene de pro-glucagon, produzido pelas células L enteroenddcrinas, encontradas
principalmente no ileo e no coélon do intestino, e secretado na corrente sanguinea
(FULURIJA, 2008; GAUTIER et al., 2005).

Além de estimular a secrecdo da insulina, o GLP-1, inibe a liberacdo de
glucagon, aumentando a concentragao das células 3, diminuindo a resisténcia a insulina
e retardando o esvaziamento gastrico, o que leva a uma reducdo da ingestdo de
alimentos, devido a manutencdo da saciedade por mais tempo (CHACRA, 2006;
GUPTA, 2012).

Durante o estado de jejum, a concentracdo plasméatica de GLP-1 é baixa,
aumentando rapidamente apés a ingestdo de alimentos. E vélido ressaltar que
individuos obesos ou que receberam o diagndstico de diabetes tipo Il, possuem uma
diminuicdo na secre¢édo de GLP-1 (ORSKOV et al., 1994; VILSBOLL et al. 2001).

Receptores especificos acoplados a uma proteina G transmembranar medeiam
os efeitos das incretinas. O receptor para a molécula GLP-1 (GLP-1R) encontra-se nas
ilhotas pancreéticas (principalmente células B), figado, rins, pulmdes, coragao, trato
gastrointestinal e em multiplas regides do Sistema Nervoso Central e Periférico
(BAGGIO & DRUCKER, 2007).

Quando o receptor GLP-1R é acionado, forma-se um complexo GLP-1/GLP-1R
que ativa a adenilato ciclase, promovendo a imediata produ¢do de AMPc (3’ 5’-
monofosfato ciclico de adenosina) (THORENS, 1992). Ap6és a producdo de AMPc,
ocorre um estimulo para a liberacdo de insulina, cujos mecanismos séo a ativacao dos

canais de calcio e inibicdo de canais de potassio, o0 aumento da despolarizacdo da
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membrana celular e da sintese de ATP mitocondrial, resultando em maior influxo de
calcio nas células, levando a uma exocitose dos granulos de insulina (BAGGIO &
DRUCKER, 2007; EGAN et al., 1994).

O tempo de meia vida do GLP-1 é de 2-5 minutos, sendo este tempo menor em
sua forma ativa e maior em seu metabdlito renal. A responsavel pela sua degradacéo é
a enzima dipeptil peptidase (DPP), que esta presente na corrente sanguinea e
membranas celulares. Uma droga cujo foco € inibir a acdo dessa enzima é a linagliptina,
que age blogueando a acdo da DPP, ligando-se de forma reversivel e eficaz, originando
assim uma elevacao sustentada dos niveis de incretinas e um prolongamento de sua
atividade. (BAGGIO & DRUCKER, 2004)

A farmacocinética da linagliptina foi avaliada em pacientes com varios graus de
disfuncdo renal cronica, comparando-os com voluntarios que apresentavam funcao
renal normal. O estudo incluiu pacientes com disfuncao renal classificada de acordo com
a depuragcdo de creatinina como leve (50 a <80 mL/minuto), moderada (30 a <50
mL/minuto) e grave (<30 mL/minuto) ( BERGMAN, 2007; CHAN et al, 2008;
LINNEBJERG et al,2007; YOUNG, 2014; BUTLER, 2013).

Sob condi¢des de estado de equilibrio, a exposigéo a linagliptina em pacientes
com insuficiéncia renal leve foi comparavel aquela nos individuos sadios. Na
insuficiéncia renal moderada, um aumento moderado na exposi¢do, de cerca de 1,7
vezes, foi observado em comparagdo ao controle. A exposicdo em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 com insuficiéncia renal grave foi aumentada em cerca de 1,4
vezes comparada a pacientes com diabetes mellitus tipo 2 com funcdo renal normal (
BERGMAN, 2007; CHAN et al, 2008; LINNEBJERG et al,2007; YOUNG, 2014,
BUTLER, 2013).

Figura 3. Estrutura molecular da linagliptina.
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Fonte: CONCEICAO; SILVA; BARBOSA, 2017

As propriedades diuréticas e natriuréticas que resultaram da infus@o sistémica
de doses farmacoldgicas de GLP-1 e de seus analogos foram comprovadas em diversos
estudos realizados, tanto em animais de experimentag¢ao quanto em humanos (FARAH,
2015; GUTZWILLER, 2004; CRAJOINAS, 2011; MORENO, 2002; RIEG, 2012). A
infusd@o intravenosa continua de GLP-1 em individuos saudaveis e obesos é capaz de
aumentar o fluxo urinario, a excrecao de sodio e reduzir a secrecdo de hidrogénio,
levando a crer que suas ac¢les diuréticas e natriuréticas, podem ser mediadas pela
inibicdo da isoforma 3 do trocador NA*/H* (NHE3) em tabulo proximal renal. (THOMSON
et. al., 2013; FARAH, 2015)

O NHES3 esta presente nos tubulos proximais de mamiferos, sendo tal isoforma
a mais abundante na membrana apical, o qual é responsavel pela reabsor¢éo de grande
parte do cloreto de sédio (NaCl) e do bicarbonato de s6dio (NaHCOs) filtrados nos
glomérulos, apresentando portanto, grande importancia na homeostase de volume e
acido-base e na determinacao dos niveis de pressao arterial sistémica (SCHULTHEIS
et al., 1998).

O GLP-1, quando infundido promove alteragbes hemodinamicas renais,
aumentando o fluxo plasmético e o ritmo de filtracdo glomerular. Tais efeitos estdo
ligados a sua acao vasodilatadora sobre a vasculatura renal e independe do endotélio,

ja que a remocao destas células nédo bloqueia o relaxamento (FARAH, 2015).

Estudos recentes demonstraram que o receptor de GLP-1 é expresso na
vasculatura renal, incluindo a artéria aferente e que sua ativagdo aguda diminui a
eficiéncia de auto regulacgédo renal, reduzindo assim capacidade da arteriola aferente de
controlar o ritmo de filtragdo glomerular e o fluxo plasmatico renal, consequentemente,
a manutengdo da homeostase de Na*e a prote¢cdo dos capilares glomerulares poderia
ser reduzida (FARAH, 2015; JENSEN et al., 2014).

2.3.2.2. Polipeptideo inibitorio gastrico (GIP)

O GIP é um peptideo de 42 aminoacidos, produzido pelas células K
enteroenddcrinas, encontradas principalmente no intestino proximal. Este hormdnio age
rapidamente sobre células B-pancreaticas para estimular a liberacdo de insulina, e
assim, garantir a rapida absorcéo de glicose pelos tecidos. Além disso, o GIP promove
a remocao de triglicerideos da circulacdo, mediado pela sua capacidade de estimular a

atividade da lipase lipoprotéica, que é uma enzima conversora de triglicerideos em
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acidos graxos, permitindo sua captacdo pelos tecidos periféricos. Em doses
farmacologicas, também apresenta a capacidade de inibir a secrecao do acido gastrico.
(FULURIJA et al., 2008; GUPTA, 2012; GAUTIER et al., 2005).

O receptor para o GIP (GIP-R) foi identificado nas células B pancreaticas, tecido
adiposo, cortex adrenal, coracdo, cérebro e rins. O GIP, assim como o GLP, aumenta
os niveis de AMPc e calcio dentro da célula, entretanto, diferentemente do GLP, o GIP
nao apresenta influéncia sob a secrec¢ao de glucagon nas células a pancreéticas e nem
interfere no esvaziamento gastrico (DING & GROMADA, 1997).

O GIP possui a capacidade de regular o metabolismo dos adipdcitos, ja que os
seus receptores estdo presentes nessas células, sendo capaz de estimular a liberagéo
de insulina através da incorporacao de acidos graxos em triglicerideos, estimulagéo de
acidos graxos e da lipase protéica. O fato de o GIP ser estimulado pela gordura, explica
0 porqué dele se encontrar aumentado em pessoas obesas (BAGGIO & DRUCKER,
2007).

A meia vida do polipeptideo inibitério gastrico, seja exdgeno ou enddgeno, é
muito curta, em torno de 7 minutos, sendo degradados em condi¢gbes normais pela

enzima DPP, na posicdo N-terminal de sua cadeia. (DEACON et al., 2000)

O sistema renal ndo é o mais importantes para a degradacéo inicial da GIP e
GLP-1, porém a extracdo dos metabdlitos de ambos depende principalmente da fungéo
renal (MEIER et al., 2004)

2.3.3. Inibidor de SGLT2

A glicosuria tem sido estudada por mais de 150 anos, usando o extrato botanico
florizina, encontrado em diversas arvores frutiferas, que foi posteriormente identificado
como um inibidor inespecifico das proteinas do cotransportador sddio-glicose (SGLT),
localizadas no tubulo proximal renal e na mucosa do intestino delgado. Observou-se
gue a inibicao dessas proteinas resulta em mudancas que melhoram favoravelmente o
metabolismo dos carboidratos, tornando-se um conceito atraente para o tratamento do
diabetes (EHRENKRANZ, 2005; MUDALIAR, 2014; SCHEEN, 2015; SHUBROOK,
2015).

A grande maioria da glicose filtrada € reabsorvida no primeiro segmento do
tubulo contorcido proximal dos rins pelo transportador SGLT2. Decorrente disso, esses
transportadores sdo alvos para o tratamento do diabetes, pois sdo responsaveis por

cerca de 90% da reabsorcao da glicose filtrada. O SGLT2 é um transportador de baixa
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afinidade, mas de alta capacidade (SCHEEN; SHUBROOK; TRIPLIT; FIORETTO,
2015). Sua agao ¢é independente da fungao das células B e da secrecao de insulina.
Portanto, eles podem ser utilizados em pacientes com diabetes de longa duracao, desde

que a funcéo renal esteja preservada (DESOUZA, 2015).

Figura 4. Estrutura molecular da empaglifozina.

OH cl 0

0
HO Q
HO

OH

Fonte: CONCEICAO; SILVA; BARBOSA, 2017

A glicose filtrada remanescente (10%) € removida pelo SGLT1 na regido distal
do tdbulo contorcido proximal. O SGLT1 é um transportador de alta afinidade e baixa
capacidade. Ele € expresso no intestino delgado e ajuda a regular a absorc¢éo de glicose
e galactose no rim. As pessoas que nao expressam SGLT1 em funcionamento sofrerdo
de complicacbes gastrointestinais (Gl) significativas, incluindo diarreia grave, enquanto
aguelas sem SGLT2 funcional parecem viver vidas normais, apesar do aumento da
glicosuria (WRIGHT, 2011).

O limiar renal normal para reabsorcdo de glicose corresponde a uma
concentracéo sérica de glicose de 180 mg/dL, porém em pacientes com diabetes tipo 2,
esse limiar pode aumentar e a expresséo do SGLT2 pode ser supra regulada, causando
uma resposta maior do que o normal, levando a hiperglicemia. A inibicdo seletiva dos
inibidores de SGLT2 pode reduzir esse limiar para 40 a 120 mg/dL (MOSES, 2014;
DESOUZA, 2015).

A empaglifozina (inibidor de alta seletividade para o cotransportador de sodio e
glicose do tipo 2) € um dos representantes da classe dos inibidores do SGLT2, tal
farmaco foi capaz de reduzir o risco de mortalidade cardiovascular, infarto néo fatal e
AVC/derrame nédo fatal em 14% quando associado ao tratamento padrdo em paciente
com diabetes do tipo 2. Além disso, o tratamento com este medicamento resultou em
um menor risco de mortalidade por todas as causas (reducéo de 32%) e hospitalizacdo
por insuficiéncia cardiaca (reducdo de 35%) (NWANERI, 2013; MORRISH, 2001;
ZINMAN, 2015).
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A eficacia dos inibidores do SGLT2 depende da funcao renal, por isso 0 seu uso
nao é recomendado em pacientes com filtracdo glomerular menor que 45 ml/min/1.73
m2, além disso, a diurese osmoética que esta atrelada a glicosuria terapéutica pode
ocasionar uma reducdo na pressao arterial, por isso recomenda-se cautela ao utilizar

esta medicacdo em pacientes que apresentem esse risco (BIP, 2015).

Além de seus efeitos sobre 0 metabolismo da glicose, a florizina tem sido
relatada como tendo uma variedade de efeitos no sistema nervoso central,
paradoxalmente, constatou-se que a florizina melhora a meméria, efeito esse que
parece ser independente dos niveis glicémicos no sangue ou da captacédo de glicose no
cérebro (EHRENKRANZ, 2005; YANG, 1999; BETZ, 1975).

2.4. Taquifilaxia

A taquifilaxia & a exposi¢do continua ou repetida a uma droga que pode levar a
uma diminuicdo da resposta farmacolégica. 1Isso é uma consequéncia da sensibilidade
diminuida do receptor em resposta a estimulagdo continua por um agonista do farmaco,

produzindo uma resposta farmacologica diminuida (WOLVERTON, 2015).

Este processo de dessensibilizacdo pode ser uma consequéncia de uma
diminuicdo no numero de receptores ou de uma atenuacao da resposta, devido a uma
liberacdo de neurotransmissores em excesso respondendo a presenca do farmaco,

promovida pela producédo pré-sinaptica. (BRUNTON, 2005)

Em nivel celular, a estimulacé@o adrenérgica estimula a ativacao da enzima adenil
ciclase, levando a um aumento abrupto nas concentragdes intracelulares do segundo
mensageiro, a adenosina monofostato ciclico (AMPc). Porém em muitas células essa
capacidade de ativar a adenil ciclase diminui com o tempo, levando a uma diminui¢cdo
nas concentracées de AMPc intracelulares, reduzindo as respostas farmacolégicas que
dependem desse transportador (WHALEN, 1999; BILLINGTON et. al., 2013).

Um segundo mecanismo para esse evento envolve a retroalimentacdo de
segundos mensageiros que podem levar a dessensibilizacdo ndo apenas de receptores
ativados por agonistas, mas também de diferentes classes de receptores expressos na
mesma célula. Essa forma de taquifilaxia foi determinada sendo do tipo “heterdloga”,
uma vez que a funcdo de varios tipos de receptores pode ocorrer simultaneamente apds

a ativacdo de apenas um tipo de receptor (TRAVIS et. al., 1997).
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2.5. Escape Vascular (EV)

7

O tdnus vascular é mediado pela interacdo de fatores regulatérios locais,
influéncias corporais e agentes transportados pelo sangue. A vasoconstricdo induzida
por nervos simpaticos e norepinefrina produz reducbes bem conservadas ha
condutancia vascular em muitos érgados; entretanto, muitos outros leitos vasculares

respondem a vasoconstricdo com escape vascular caracteristico. (FOLKOW et al.1964)

Ha aproximadamente 43 anos, este fendmeno tem sido abordado em varias
publicacbes, desde sua primeira descricdo, inUmeros trabalhos demonstraram a
ocorréncia deste fenbmeno adaptativo em diversos sitios vasculares. Os resultados
apresentados nessas investigagfes se correlacionam com a ocorréncia do escape
induzido por noradrenalina a liberagdo de mediadores vasoativos secundarios,
localmente produzidos pelo endotélio, ou mesmo tecidos neurais, tais como
prostaglandinas, fator de ativacao de plaquetas (PAF) e de 6xido nitrico endégeno
(ERDF) (FONTELES & FERREIRA, 1994; FONTELES et al.,1974).

O EV é o fenbmeno pelo qual ocorre uma taquifilaxia na vasoconstricdo de uma
arteriola a uma constante estimulacdo simpéatica, sendo definido como a incapacidade
do musculo liso arterial em manter-se contraido quando sobre ele incide um estimulo
vasoconstritor constante, como o que ocorre durante a infusdo de agonistas
adrenérgicos (noradrenalina, fenilefrina, etc.) ou quando o tronco simpéatico sofre algum
tipo de estimulo elétrico. O escape parece ter um significado especial como mecanismo
protetor frente as variagfes subitas e frequentes da tonicidade vascular e por isso tem
merecido especial ateng¢édo desde suas primeiras descricdes (FONTELES & FERREIRA,
1994; D'Almeida, 1992; MENEZES, 2017).

As reacdes de escape vascular no rim isolado e perfundido comegam a ocorrer
entre 5-7 minutos apds o inicio da infusdo de noradrenalina, requerendo infusbes
prolongadas de agentes vasoconstritores, sugerindo que a vasoconstricdo necessita de
um determinado periodo de tempo para iniciar a reatividade vascular reversa. Durante
esse periodo, fibras musculares lisas contraidas passam a receber sinalizagdo oposta
para sinalizar a producdo subjacente de substancias vasoativas, capazes de tornar o
vaso momentaneamente refratario ao efeito vasoconstrictor ou promover a liberacéo de
fatores vasodilatadores, e com isso, preservar a integridade hemodindmica de
determinado territério vascular (FONTELES & DE LIMA E FORTI, 1993).

Outro fator apontado na participacdo da vasodilatacdo observada no EV é o pH

tecidual, que é expresso pela concentracdo plasmatica de ions H*, onde um acumulo
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de metabdlitos acidos levaria a uma vasodilatacdo inicial induzida pelo agente
vasopressor, ocasionando uma acidose local, promovendo uma inibicdo dos receptores
az pés-sinapticos e, consequentemente, uma reducéo na eficacia da noradrenalina em
deflagrar a contracdo do musculo liso vascular. Por essa razao, os niveis de pressao

iniciais ndo poderiam ser mantidos, resultando no escape vascular (CHEN, 1991).

3. JUSTIFICATIVA

A utilizacao de técnicas de perfusdo renal tem se mostrado vantajosa, ao permitir
0 avanco no entendimento dos mecanismos tubulares de reabsor¢ao de ions no sistema
renal de diversas espécies animais. Por conta disso, o sistema vascular renal € alvo de
inUmeros estudos cientificos, acerca das caracteristicas vasoativas e reativas a

substancias que modulam algumas fisiopatologias.

Entretanto, quando se pesquisa acerca dos efeitos renovasculares e estimulacao
alfa adrenérgica em animais normoglicémicos produzidos por agentes hipoglicemiantes
utilizados clinicamente no controle de alteracdes glicémicas da diabetes mellitus, o

conteldo é escasso.

7

A compreensdo mais detalhada desses mecanismos € Util para uma maior
percepcdo de parametros renais envolvidos nas alteracées vasculares que podem
influenciar na fisiopatologia de diversas doencas relacionadas ao diabetes, tal como a

hipertenséo arterial, nefropatia, cardiopatia, entre outras.

Portanto, novas abordagens terapéuticas que possam atenuar, reverter e/ou
lentificar o aparecimento destas complicagfes terdo grande impacto na qualidade de
vida e na sobrevida dos pacientes, além do grande impacto no custo operacional do

sistema de saude do pais.

Estes dados nos estimulam ao estudo do potencial destes medicamentos em
prevenir ou atenuar lesGes estruturais e funcionais associadas a alteragbes nos
parametros renais, como por exemplo, as mudangas que ocorrem na pressdo de
perfusdo renal, fluxo de perfusato, fluxo urinario, resisténcia vascular e o clearance
renal, visando a utilizacdo dessas sustancias em patologias que dependam do sistema

renal.

4. OBJETIVOS
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4.1. Geral

Avaliar os efeitos renovasculares e a estimulacdo alfa adrenérgica em animais
normoglicémicos produzidos por agentes hipoglicemiantes orais utilizados clinicamente

no controle de altera¢des glicEmicas da Diabetes Mellitus.
4.2. Especificos

4.2.1. Estudar as varia¢cGes pressoricas, durante a perfusdo renal, em animais

sob o efeito da fenilefrina, medindo o escape renovascular e a taquifilaxia.

4.2.2. Avaliar os efeitos da linagliptina, glimepirida, gliclasida e empaglifozina
em coelhos normais, no rim perfundido, durante a interagdo vascular a-

adrenérgica.

4.2.3. Analisar os parametros renais dos hipoglicemiantes orais nos rins
isolados, como fluxo de perfusato, fluxo urinario, resisténcia vascular e

clearance renal.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais Experimentais

Foram utilizados coelhos Califérnia para a pesquisa, de ambos 0s sexos,
provenientes da Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do
Ceara, pesando, em média, entre 700g e 1500g. Os animais foram mantidos em jejum
alimentar, em gaiolas de aco, com livre ingestdo de agua nas 12 horas prévias aos
experimentos realizados no Laboratério de Farmacologia Renal e Metabdlica da

Unidade de Pesquisas Clinicas da Faculdade de Medicina da UFC.

O projeto foi iniciado ap6s aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) sob o numero 9768280219 e os
experimentos foram conduzidos de acordo com a legislacdo brasileira que regulamenta

0 uso de animis em experimentacdes cientificas, conforme a Lei Arouca 11974 de 2008.

5.2. Procedimento Cirargico

Os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de uretana
(1200 mg/kg) e pentobarbital (30 mg/kg) administrado por inje¢éo intramuscular num
membro inferior. Por meio de uma incisédo abdominal mediana, indo do processo xifoide

a regido pubica, obteve-se 0 acesso ao interior da cavidade abdominal. Uma vez
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expostas, as visceras foram rebatidas para a direita, expondo o rim esquerdo, 0 primeiro

a ser removido e pesado.

Apés limpeza cuidadosa da gordura perirrenal, foram expostos e identificados os
vasos renais, umedecendo as visceras com salina em gaze. A seguir, artéria e veia

renais foram, em conjunto, bloqueadas com pinca hemostética.

Antes da remocdo do 6rgao, verificou-se, cuidadosamente, se as suturas
estavam adequadas e que ndo havia nenhum ponto de hemorragia que pudesse
comprometer a perfusao tecidual das regides ainda ndo utilizadas. Para remover o rim,
seccionou-se a veia renal junto a pelve renal e o ureter, em seu terco- médio. O rim foi
entdo colocado em uma placa de Petri, contendo solugdo de Krebs-Henseleit (KH)
(KREBS & HENSELEIT, 1932) e procedeu-se a canulagdo arterial com tubo de
polietileno PE 50. Antes de conectar o rim ao sistema de perfuséo, realizou-se uma
lavagem rapida com solucéo salina a 37°C e a cavidade abdominal ficou protegida com
gaze embebida da solucéo a fim de evitar desidratacdo das visceras.

Iniciou-se, de imediato, a infusdo com solucdo de KH, previamente oxigenado
com carbogénio (95% de O; e 5% de CO,), a0 mesmo tempo em que o ureter foi também
canulado com tubo de polietileno 50 estirado. Na sequéncia, o érgao foi levado ao
sistema onde recebeu solugdo de KH com pH ajustado entre 7,35 e 7,40, permanecendo
aerado com mistura de carbogénio, com temperatura média de 37°C, em média, 5

minutos desde a canulacédo da artéria renal.

Apoés cada experimento, o rim foi pesado e expresso em gramas (g) a fim de ser
usado nos calculos dos parametros fisiolégicos de fluxo de perfusato, fluxo urinario e

resisténcia vascular.

O animal foi mantido aquecido por uma manta térmica e com as visceras
umedecidas até o término do procedimento, para que pudéssemos prosseguir com a

retirada do outro rim e iniciagdo do mesmo processo de canulagéo.

5.3. Solucéo para Perfuséo

A solugdo empregada no sistema de perfusdo € uma modificagdo da solucéo de
Krebs-Henseleit modificada, Sua composicdo (mM) - NaHCO3 25, Glicose 5,5,
CaCl2H20 2,79, Creatinina 0,5 NaCl 117,7, KCI 4,29, K2H2PO4 0,93, MgS047H20
1,13, Uréia 8,3. Para cada litro da solucao foram ainda adicionados. O PH final da solucéo

foi sempre ajustado para 7,3.
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5.4. Reagentes e ferramentas farmacoldgicas

A. Solucéo de Krebs-Henseleit.

B. Reagentes utilizados no preparo da solucdo vasoconstrictora, fenilefrina a
dose de 10ug/mL (SIGMA).

C. Anestésicos: uretana (1,2 g/Kg) e pentobarbital sodico (30 mg/Kg).

D. Linagliptina 5 mg. Cada comprimido da droga foi dissolvido em solugéao de
Krebs-Henseleit na razdo de 5 mg/1000 mL, onde se chegou a concentracdo de 0,005
mg/mL.

E. Gliclasida 30mg. Cada comprimido da droga foi dissolvido em solucdo de
Krebs-Henseleit na razdo de 30mg/1000mL, onde se chegou & concentracdo de
0,03mg/mL.

G. Glimepirida 2 mg. Preparou-se a partir de um comprimido de glimepirida,
pulverizado em um becker e ressuspenso em 1,0 L de solu¢éo de KH, perfazendo, pois,

uma concentragao de 2 pg/mL.

H. Empaglifozina 25 mg. Cada comprimido foi dissolvido em 10 mL de agua
destilada, retirado 5 mL e rediluido em 1,0 L de solu¢cdo de KH, chegando a uma

concentracéo de 0,0125 mg/mL
5.5. Sistema de Perfuséao

A principal caracteristica do sistema de perfusdo adotado é a de ser um sistema
aberto, utilizando o perfusato sem recirculacdo. O sistema €é composto,

esguematicamente, por:

a) Sistema de aguecimento composto por termostato com temperatura mantida em
37 £ 1°C;

b) Bomba peristaltica marca Watson-Marlow, previamente calibrada para perfuséao,
flutuando entre 4,0 a 12,0 mL/minuto;

c) Reservatério de perfusdo, contendo a solucéo a ser perfundida;

d) Sistema para captacéo de bolhas (FONTELES et al., 1973);

e) Bomba de Infus&o Imbracrios®, calibrada para infusdo de 0,2 a 0,8mL/minuto;

f) Manbmetro para registro das variagdes na presséo de perfusdo, em mmHg;
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g) Sistema de borbulhamento em oxigenador especifico de fabricagdo artesanal,
acoplada a bomba de perfuséo e por onde circula o perfusato oxigenado, com
pH final entre 7,2 - 7,4;

h) Canula arterial, tubo de polietileno PE50;

i) Coletor de perfusato;

i) Coletor de urina.

O sistema de perfusdo que foi adotado € uma modificacdo do utilizado em
trabalhos anteriores em nosso laboratério, que ja possui vasta experiéncia sobre o
assunto, portanto esta bem equipado para a realizacdo deste arcabougo experimental
(COSTA —E - FORTI & FONTELES, 1977; 1979).

Figura 5. Foto do sistema de perfusdo aberta em rim isolado de coelho

5.6. Protocolo de perfuséo

Logo apds a colocacédo no sistema, o rim foi perfundido com solugcao KH, tendo
0s tempos experimentais sido divididos em:

A. Periodo de Controle (20 minutos): este primeiro periodo foi dividido em dois
tempos de 10 minutos cada, onde o primeiro antecedeu o inicio do procedimento e teve
como intuito a lavagem do leito vascular renal, eliminacdo de sangue remanescente e
estabilizacdo da pressao de perfusdo e o segundo onde se marcou os primeiros 10
minutos de inicio do procedimento registrando-se os parametros;
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B. Periodos de Infusdo de fenilefrina (20 minutos cada): compostos de trés
etapas de infusdo de PHE a uma vazdo de 1 mL/min, a primeira foi iniciada

imediatamente apés o periodo de controle realizado.

C. Periodos de Lavagem (10 minutos cada): lavagem com liquido de perfusato,

intercalada aos periodos de infusdo de PHE, repetidos em trés ciclos de 10 minutos.

Todas as substancias antidiabéticas orais utilizadas foram preparadas, diluidas
e adicionadas a solucao de KH, para posterior infusdo no sistema. A cada 10 minutos,
foram coletadas amostras de perfusato e urina para a realizacdo da dosagem do

clearance renal. A primeira coleta foi realizada, apenas apés o periodo de controle.

Figura 6. Protocolo experimental e periodos de coleta de perfusato e urina
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5.7. Grupos de estudo

Os grupos de estudo foram divididos de acordo com o protocolo de infusdo com
ou sem a substancia vasoconstritora (grupo controle). Considerou-se 0 n o nimero de

rins perfundidos em cada experimento.
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A. Grupo controle (n=3) com infuséo apenas de solucéo de Krebs-Henseleit para

a validacao da pressao arterial média.

B. Animais perfundidos (n=6) com infusdo de solucdo de Krebs-Henseleit e
fenilefrina (PHE).

C. Animais perfundidos (n=6) com infusdo de solucdo de Krebs- Henseleit e

glimepirida (GLIM), em infusdes com fenilefrina.

D. Animais perfundidos (n=6) com infusdo de solucdo de Krebs- Henseleit e

gliclazida, em infusGes com fenilefrina.

E. Animais perfundidos (n=6) com infusdo de solucdo de Krebs- Henseleit e

linagliptina, em infusdes com fenilefrina.

F. Animais perfundidos (n=6) com infusdo de solugdo de Krebs- Henseleit e

empaglifozina, em infus6es com fenilefrina.
5.8. Medidas Fisioldgicas
Os seguintes parametros fisiologicos foram avaliados durante este experimento:

5.8.1. Peso do rim

O peso dos rins utilizados nos protocolos experimentais foi determinado apés o
encerramento de cada perfusdo, sendo utilizado para a determinacdo do fluxo de
perfusato, fluxo urinario e calculo da resisténcia vascular, sendo expresso em gramas
(9). O perfusato e a urina foram coletados a cada 10 minutos e medidos em cilindros

graduados.

5.8.2. Fluxo de perfusato

O fluxo de perfusato foi calculado dividindo-se o volume pelo intervalo de tempo
e pelo peso renal corrigido, isto €, mediante a subtracdo de agua ganha durante a
perfusdo, registrado a cada 10 minutos, com coletas de amostras de perfusato. O

resultado € expresso em mL/g/min.

5.8.3. Fluxo urinario

O fluxo de urina foi calculado, dividindo-se o volume pelo intervalo de tempo (10

minutos) e pelo peso do rim corrigido.
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vV = Volume (mL)

Tempo (min)
Os resultados dos fluxos serdo expressos em ml/g/min.
5.8.4. Resisténcia Vascular
A resisténcia vascular foi calculada de acordo com a expressao:

R = PAM
Fx

onde:

R - é a resisténcia periférica

PAM - é a presséao de perfusdo média em mm/Hg
Fx- € o fluxo de perfusato em mL/g/min.

O uso de pressdo média (PM) deve-se ao carater semipulsatil da bomba de perfusao.
A PM que é calculada segundo a formula (LITTLE, 1981):

PAM = PD + 1/3PP
onde:
PAM - é a presséo média
PD - é a presséo diastdlica
PP - é a pressao de pulso.
5.8.5. Escape Renovascular

Durante o estudo do efeito vasoconstritor, foi medida a variacdo da pressdo de
perfusdo do seu pico maximo a sua estabilizacdo. O decremento deste valor maximo,
durante o registro da pressdo de perfusdo, expresso percentualmente, corresponde a
medida do escape renovascular (FONTELES & JESKE; 1980).

O escape foi calculado de acordo com a férmula abaixo (FONTELES, et al., 1974):
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% EV= (EMAX — PMlN) . 100
Pmax - Pi

Onde:

Pméx.- presséo de perfusdo maxima obtida apos a infusdo da substancia
vasoconstritora, antes do escape;

Pmin. - pressdo de perfusdo minima observada durante a infuséo de PHE, apos o
escape;

Pi - pressao de perfusao registrada imediatamente antes da infusdo do a-agonista.

5.8.6. Tagquifilaxia

As curvas de infusdo de PHE caracterizam-se por uma tendéncia a queda dos
valores pressoéricos maximos, ao longo de todo o experimento. Assim, a observacao de trés
curvas de infusdo de PHE, intercaladas por periodos de lavagem de 10 minutos da
preparacdo, mostra uma tendéncia ao decaimento dos niveis pressoricos nas diferentes

curvas.

Nao ha expressbes matematicas para a medida da taquifilaxia, portanto, considerada
adimensional. Sendo medida, pela comparacdo entre 0os pontos maximos das diferentes
curvas nos grupos estudados, calculando as diferencas entre as pressées que compdem as
curvas de infusdo nos grupos com infuséo de fenilefrina. Calculou-se a diferenca entre a
pressao de base da curva e as pressdes seguintes antes da lavagem do sistema. Percebeu-
se o fenbmeno da taquifilaxia quando as curvas posteriores ndo tiveram resposta igual as

iniciais.
5.8.7. Clearance osmolar e clearance de agua livre

As determinagbes de osmolaridade da urina e plasma foram realizadas
utilizando-se um osmémetro (Osmette, Mitchell Foutz). Os resultados obtidos foram
usados para calcular o clearance osmolar e o clearance de agua livre. O clearance
osmolar (Cosm) foi determinado ao multiplicar a concentracdo osmolar da urina (Ugsm)
pelo v e dividindo pela concentracdo osmolar do plasma (Posm) € 0 clearance de agua

livre (Chz0) através da subtracédo do V pelo Cosm.

Cosm= Uosm_. V Chz0 =V - Cosm
Posm
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Os resultados foram expressos em mL/g/min.

5.8.8. Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG)

Para avaliar o RFG, foram medidas as concentracdes de creatinina plasmatica
(Pcr) e urinaria (Ucr), posteriormente estes valores foram usados para calcular o
clearance de creatinina como estimativa do RFG. O fluxo urinario (V) foi determinado

dividindo o volume urindrio pelo tempo de coleta.

V = Volume (mL) RFG = Uin.V
Tempo (min) Pin

O ritmo de filtracdo glomerular foi expresso através do clearance de creatinina

em ml/g/min.
5.8.9. Sdédio Filtrado (FNa*)

O sadio filtrado foi obtido pelo produto do RFG e da concentragéo de sédio no

perfusato (PNa*).
FNa" = RFG x PNa*
O sadio filtrado foi expresso em uEg/g/min.
5.8.10.Sdédio Transportado (TNa*)

O sdédio transportado foi obtido da diferenga entre o sédio filtrado (FNa*) e o sodio
excretado (ENa+).

TNa* = FNa* - ENa*
O sadio transportado foi expresso em uEg/g/min.
5.8.11.Sdédio Excretado (ENa*)

O sadio excretado foi calculado a partir do produto do fluxo urinario (V) pela

concentracdo de sédio na urina (UNa").
ENa* = Vv x UNa*

O sddio transportado foi expresso em uEg.
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5.8.12.Potéssio Filtrado (FK+)

O potassio filtrado foi obtido pelo produto do RFG e da concentracao de potassio
no perfusato (PK*).

FK* = RFG x PK*
O potéssio filtrado foi expresso em uEqg/g/min.
5.8.13.Potéassio Transportado (TK+)

O potassio transportado foi obtido da diferenca entre o potassio filtrado (FK*) e 0

potassio excretado (EK+).
TK* = FK* - EK*
O potéssio transportado foi expresso em uEg/g/min.
5.8.14.Potassio Excretado (EK+)

O potassio excretado foi calculado a partir do produto do fluxo urinario (V) pela

concentracdo de potassio na urina (UK®).
EK* = v x UK*
O sddio transportado foi expresso em uEg.
5.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos utilizando média + erro padrdo. Os dados foram
testados utilizando andlise de variancia (ANOVA) e pos teste de Bonferroni para
comparacgdes entre grupos e o Teste-t pareado para comparagdes intra grupo. Valores

de p<0,05 foram considerados para a analise, como negac¢éo da hipotese nula.
6. RESULTADOS

6.1. Presséo de perfuséo e fluxo renal de cada grupo

6.1.1. Grupo controle com infusédo de solucdo de Krebs-Henseleit, sem a
infusdo de fenilefrina

Os resultados mostraram que a perfuséo renal, apenas com solucéo de Krebs-
Henseleit (n=3), ndo alterou significativamente as pressdes ao longo da duracdo dos

experimentos, ndo obtendo, portanto, alterages estatisticas significantes (Figura 7).
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Figura 7. Presséo de perfusdo de rins de coelhos normais (n=3), perfundidos com
solucéo de Krebs-Henseleit

1004

w
=1
[l

Presséo de Perfuséo
{mmHg)

50 L J L J L} L] L} L] L | L J LJ L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tempo(min)

6.1.2. Grupo controle com infusédo de solugdo de Krebs-Henseleit, com a
infuséo de fenilefrina (10 pg/mL)

Neste grupo procedeu-se com a infusdo de fenilefrina (10 yg/mL) nos rins
isolados em trés ciclos de infusdes, a fim de se estudar o comportamento pressoérico
renal. Salienta-se que essa mesma dose também foi utilizada nos experimentos dos
grupos subsequentes, onde foram adicionados a solu¢do de Krebs os antidiabéticos
orais supracitados e realizadas infusées com fenilefrina, de acordo com o protocolo de

perfusao.

Os aspectos gerais das pressoes verificadas podem ser observados através das
vérias alteragbes nas linhas das curvas graficas plotadas na figura 7, onde,
primeiramente, ha um periodo de estabilizagdo das pressdes logo apds a nefrectomia e
acomodacao do rim no sistema de perfusdo. Em seguida a injecéo de fenilefrina, vé-se
uma subita e acentuada elevagédo na pressédo de perfusdo, seguido de um trecho em
gue o incremento pressorico diminui, tendendo a um periodo estavel e, finalmente,

ocorre uma reducéo da pressdo, mesmo mantida a infusdo do agente vasoconstritor.

As curvas de pressdo de perfusdo foram decrescentes, onde apos a primeira
infusdo, uma significante diferenca foi observada desde o minuto 5’ (76,17 + 4,64
mmHg) até o minuto 20 (136,67 + 17,80 mmHg). Na segunda infusé@o de fenilefrina, as
pressdes também variaram: tempo 50°=116,67 + 2,36 mmHg e tempo 70'=58,00 + 7,54

mmHg; na terceira infuséo, os valores foram de 110,67 + 4,50 mmHg (tempo de 80’) e
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103,33 + 2,05 mmHg (tempo de 90’). Até a ultima infus&o, as médias de pressao foram

significativas, porém em valores absolutos menores, evidenciando o notério e

proporcional efeito taquifilatico (Figura 7).

Figura 8. Presséo de perfusdo de rins de coelhos normais (n=6), perfundidos com solugéo de

Krebs-Henseleit, com a infuséo de fenilefrina (10 pg/mL)
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Ao observar os valores expostos no Quadro 1, é possivel perceber que as

médias de fluxo de perfusato, fluxo urinario e resisténcia vascular se mantém

praticamente constantes, havendo variagdo estatisticamente significativa, apenas nos

tempo 60’ e 70’, em relagdo ao tempo 10’ (tempo controle, onde ainda ndo houve a

infusdo de fenilefrina), quando se trata do fluxo urinario, demonstrando um p<0,05, apés

a realizacdo do teste t pareado.

Quadro 1. Efeito da fenilefrina na perfusdo de rins de coelhos normais,
perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit

Tempo Fluxo do Perfusato Fluxo Urinario Resisténcia
(minutos) Vascular
10 19,04 £1,70 0,10+ 0,01 5,09 + 0,53
20 19,34 £ 1,65 0,11+ 0,01 8,28 + 1,46
30 18,29 + 2,02 0,13+ 0,02 8,31+1,75
40 17,39+ 1,54 0,12 + 0,01 4,56 + 0,60
50 18,72 + 1,62 0,13+0,01 7,12 +1,27
60 20,29+ 2,21 0,16 + 0,02** 6,37 + 0,63
70 19,26 £ 1,95 0,15 + 0,01** 4,14+ 0,78
80 16,39 + 2,51 0,14+ 0,01 6,97 £ 1,10
90 19,01 £ 2,05 0,11 + 0,02 6,85 + 1,33

Valores de fluxo de perfusato e fluxo urinério referidos em médiaterro padréo e
expressos em unidades de ml/g/min. A resisténcia vascular referida em médiaterro
padrdo e expressa em unidades de mmHg/mL.g*. min?
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**p<0,05. Na andlise do fluxo urinério, houve significAncia entre as médias nos tempos
de 60’ e 70’ em relag&o ao tempo 10’ (teste t pareado).

6.1.3. Grupo de rins perfundidos com infusdo de solucéo de Krebs-
Henseleit e linagliptina (0,005mg/mL), com a infusédo de fenilefrina
(10pg/mL)

Neste outro grupo, foi adicionado a solu¢éo de Krebs- Henseleit, o antidiabético

oral linagliptina, com a infus&o do agonista a-adrenérgico (fenilefrina).

Através das alteragBes nas linhas das curvas graficas plotadas na figura 8,
podemos observar os aspectos gerais das pressdes verificadas, onde, primeiramente,
h& um periodo de estabilizacdo das pressdes logo apds a nefrectomia e acomodacgao
do rim no sistema de perfusdo, assim como no grupo anterior. Logo ap6s a injecao de
fenilefrina, vé-se uma subita e acentuada elevagao na pressao de perfusdo, seguido de
um trecho em que o incremento pressoérico diminui, mesmo mantendo-se a infusdo do

agente vasoconstritor.

Quando comparadas entre si, observamos que a primeira curva atinge a média
de presséao de 196,67 + 8,50 mmHg (tempo 20’), a segunda curva a média de 180,00 +
20,14 mmHg (tempo 55’) e a terceira curva a média de 190,00 + 24,83 mmHg (tempo
85’). As curvas de pressao de perfusdo foram decrescentes, quando comparamos a
primeira e a segunda, onde fica evidenciado o efeito taquifilatico, porém o mesmo nao
ocorreu com a terceira curva que apresentou taquifilaxia em rela¢éo a primeira curva de

presséo, todavia demonstrou média pressérica maior do que a segunda curva.

Apés a primeira infusdo do agonista uma significante diferenca foi observada
desde o minuto 5 (72,17 + 2,45 mmHg) até o minuto 20 (196,67 + 8,50 mmHg). Na
segunda infusdo de fenilefrina, as pressdes também variaram: tempo 50'=173,33 *
16,50 mmHg e tempo 70'=106,67 + 21,60 mmHg; na terceira infusédo, os valores foram
de 188,33 + 23,57 mmHg (tempo de 80’) e 185,00 + 25,93 mmHg (tempo de 90’)
(Figura8).

Em relacdo ao grupo controle, com a infusdo de fenilefrina, as médias deste
grupo (linagliptina + PHE), podem ser consideradas significativas, ja que o pico maximo
de pressao do grupo Krebs com a infusédo de fenilefrina atingiu apenas 136,67 + 17,80

mmHg.
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Figura 9. Presséo de perfuséo de rins de coelhos normais, perfundidos com solucao de Krebs-
Henseleit e linagliptina (0,005 mg/mL), com a infuséo de fenilefrina (10 pg/mL)
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Em relagdo aos valores expostos no Quadro 2, ndo houve diferenca significativa
em relacdo ao fluxo de perfusato e fluxo urinario que se mantiveram praticamente
constantes, todavia, em relacao a resisténcia vascular os tempos 20’, 30’, 50’, 60’, 80’ e
90’ comparados ao tempo 10’, demonstraram significante diferencga estatistica com um
p<0,05.

Quadro 2. Efeito da fenilefrina na perfuséo de rins de coelhos normais, perfundidos com

solucdo de Krebs-Henseleit e linagliptina (0,005 mg/mL)

& PHE + Linagliptina

Tempo Fluxo do Perfusato Fluxo Urinério Resisténcia
(minutos) Vascular

10 17,67 +0,6 0,05+ 0,01 4,06 +£ 0,49
20 19,11 + 0,55 0,05+ 0,01 10,11 + 0,63**
30 18,03 + 0,70 0,06 + 0,009 9,28 + 0,33**
40 16,98 + 0,71 0,08 +0,009 4,13+0,52
50 17,62 + 0,39 0,06 + 0,007 9,07 £ 0,14**
60 17,43+0,71 0,07 £ 0,01 9,00 + 0,53**
70 18,50 + 0,44 0,09+ 0,01 4,83+0,51
80 18,80+ 0,4 0,08 + 0,008 9,10 £ 0,51**
90 17,36 £ 0,44 0,08 £ 0,01 9,78 £ 0,42**

Valores de fluxo de perfusato e fluxo urinério referidos em médiaterro padréo e
expressos em unidades de ml/g/min. A resisténcia vascular referida em médiaterro
padrdo e expressa em unidades de mmHg/mL.g*. min?

**p<0,05. Na andlise da resisténcia vascular houve significante diferenca entre as
médias nos tempos de 20, 30°, 50’, 60’, 80’ e 90’ comparados ao tempo 10’ (teste t
pareado).
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6.1.4. Grupo de rins perfundidos com infusdo de solugdo de Krebs-
Henseleit e glimepirida (2ug/mL), com a infusdo de fenilefrina
(10pug/mL)

Seguindo o protocolo de infusdo renal com fenilefrina fez-se também a adicdo
de glimepirida, onde se observou um aumento de pressdo significante a primeira

administracdo do agonista adrenérgico.

A partir dai, nas seguintes infusfes de fenilefrina, os aumentos de pressao foram
menores, mas significantes quando comparados ao primeiro, demonstrando taquifilaxia
ao compararmos a primeira curva com a segunda e a primeira curva com a terceira,
todavia se compararmos a segunda curva com a terceira houve a manutencao do pico
de pressao: tempo 5=77,50 £ 7,64 mmHg; tempo 20’=177,50 + 10,41mmHg; tempo
50’=167,50 £ 23,63 mmHg; tempo 70'=72,50 + 10,41; tempo 80’=160,00 £ 16,07 mmHg;
tempo 90’=167,50 + 16,07mmHg (Figura 9), diferindo do grupo controle que apresenta

visivel taquifilaxia nas 3 curvas.

Quando comparado ao grupo controle, com a infusao de fenilefrina, as médias
deste grupo (glimepirida + PHE), podem ser consideradas significativas
estatisticamente, j4 que o pico maximo de pressao do grupo Krebs com a infuséo de
fenilefrina atingiu apenas 136,67 + 17,80 mmHg, j& o pico maximo atingido neste grupo
foide 177,50 + 10,41 mmHg (tempo 20’).

Figura 10. Presséo de perfuséo de rins de coelhos normais (n=6), perfundidos com solucéo de

Krebs-Henseleit e glimepirida (2ug/mL), com a infuséo de fenilefrina (10 pg/mL)
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Em relacdo aos valores de fluxo de perfusato e fluxo urinario, ndo houve
diferenca estatistica significativa, porém na analise da resisténcia vascular, ocorreu
significante diferenca nos tempos de 20’, 30’, 50, 60’, 80’ e 90’, quando comparados ao

tempo 10’, apds a realizacao do teste t pareado.

Quadro 3. Efeito da fenilefrina na perfusdo de rins de coelhos normais,

perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit e glimepirida (2 pg/mL)

Tempo Fluxo do Perfusato Fluxo Urinério Resisténcia
(minutos) Vascular

10 11,66 + 0,66 0,07 £ 0,02 6,90 £ 0,73
20 11,32 + 0,92 0,06 £ 0,01 15,32 + 1,95*
30 11,73+ 0,78 0,07 £ 0,02 15,28 + 1,43*
40 11,81+1,31 0,07+ 0,01 6,25 + 1,40
50 10,08 + 1,26 0,06 + 0,01 17,21 + 2,58*
60 10,90 + 1,32 0,07 £0,01 15,88 + 1,97*
70 10,67+ 1,17 0,07 £ 0,02 9,30+ 2,75
80 10,79 +1,28 0,06 £ 0,01 15,65 + 2,05*
90 10,75+ 1,37 0,08 £ 0,02 16,67 + 2,39*

Valores de fluxo de perfusato e fluxo urinério referidos em médiaterro padrdo e
expressos em unidades de ml/g/min. A resisténcia vascular referida em médiaterro
padrdo e expressa em unidades de mmHg/mL.g*. Min?t
*p<0,0001. Na andlise da resisténcia vascular houve significante diferenca entre as
médias nos tempos de 20’, 30°, 50’, 60’, 80’ e 90’ comparados ao tempo 10’ (teste t
pareado).

6.1.5. Grupo derins perfundidos com infuséo de solugéo de Krebs-

Henseleit e gliclasida (0,03mg/mL), com a infuséo de fenilefrina

(10pg/mL)

Neste grupo fez-se a adi¢do de gliclasida a solucdo de Krebs, além da infuséo

da fenilefrina nos tempos determinados, de acordo com o protocolo de perfusao.

Apos a primeira administracdo do agonista, houve um pico de presséo, a partir
dai, nas infusdes seguintes, os aumentos de pressdo foram menores, mas significantes
quando comparados ao primeiro. E possivel observar a taquifilaxia ao compararmos a
primeira curva com a segunda e com a terceira, jA se compararmos a segunda curva
com a terceira houve um aumento do pico de presséo, ndo demonstrando taquifilaxia:
tempo 5=78,67 £ 6,24mmHg; tempo 20"= 181,33 + 10,96mmHg; tempo 50’=157,33 +
12,25mmHg; tempo 70’= 81,67 = 31,89; tempo 80'=163,33 + 27,18; tempo 90'=166,00
* 29,53mmHg (Figura 10).

Em relacdo ao grupo controle, com a infusdo de fenilefrina, as médias deste

grupo (gliclasida + PHE), podem ser consideradas significativas, ja que o0 pico maximo
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de presséo do grupo Krebs com a infuséo de fenilefrina atingiu apenas 136,67 *

17,80mmHg, sendo o pico maximo deste grupo de 181,33 + 10,96, no tempo 20'.

Figura 11. Pressao de perfusao de rins de coelhos normais (n=6), perfundidos com
solugéo de Krebs-Henseleit e gliclasida (0,03 mg/mL), com a infusdo de fenilefrina (10

pg/mL)
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Em relagdo aos valores de fluxo de perfusato e fluxo urinério, ndo houve

diferenca estatistica significativa, porém na andlise da resisténcia vascular, ocorreu

significante diferenga nos tempos de 20’, 30’, 50’, 60’, 80’ e 90’, quando comparados ao

tempo 10’, com p<0,05.

Quadro 4. Efeito da fenilefrina na perfuséo de rins de coelhos normais, perfundidos com solugéo

de Krebs-Henseleit e gliclasida (0,03mg/mL)

Tempo Fluxo do Perfusato Fluxo Urinério Resisténcia
(minutos) Vascular

10 17,57 £ 1,77 0,11+0,01 6,18 + 0,76
20 20,16 + 1,57 0,11 £ 0,01 13,02 + 1,49**
30 18,52 + 1,55 0,09 £ 0,01 13,46 + 0,92**
40 17,31 +1,49 0,14+ 0,01 6,14 £ 0,80
50 18,20 + 1,30 0,13+ 0,02 12,19 + 0,64**
60 18,54 +1,18 0,11 £ 0,01 12,13 + 0,65**
70 18,38 + 1,39 0,14 £ 0,02 588+ 1,18
80 18,46 + 1,79 0,12 +£ 0,02 13,25 + 1,54**
90 19,05 + 1,06 0,11 £ 0,01 12,25 + 1,30**

Valores de fluxo de perfusato e fluxo urinério referidos em médiaterro padrdo e
expressos em unidades de mL/g/min. A resisténcia vascular referida em médiaterro
padrdo e expressa em unidades de mmHg/mL.gt.mint
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**p<0,05. Na andlise da resisténcia vascular houve significante diferenca entre as
médias nos tempos de 20’, 30°, 50’, 60°, 80’ e 90’ comparados ao tempo 10’ (teste t
pareado).

6.1.6. Grupo de rins perfundidos com infusdo de solucdo de Krebs-
Henseleit e empaglifozina (0,0125mg/mL), com ainfuséo de fenilefrina
(10pug/mL)

O Jdltimo grupo foi perfundido com solucdo de Krebs com adicdo da

empaglifozina em sua mistura, com a infusao de fenilefrina, de acordo com o protocolo.

Quando comparadas entre si, observamos que a primeira curva atinge a média
de pressao de 215,00 + 14,14 mmHg (tempo 20’), a segunda curva a média de 183,33
+ 8,16 mmHg (tempo 50’) e a terceira curva a média de 175,00 + 2,36mmHg (tempo
80’). As curvas de pressao de perfusdo foram decrescentes, fato este que fica ainda
mais evidenciado quando comparamos 0s picos de presséo atingidos, onde é possivel

observar gue ocorre uma taquifilaxia significativa.

Apés a primeira infusdo do agonista ocorre uma diferenca que pbde ser
observada desde o minuto 5 (95,00 + 8,16 mmHg) até o minuto 20 (215,00 + 14,14
mmHg). Na segunda infusdo de fenilefrina, as pressdes também variaram: tempo
50’=183,33 = 8,16 mmHg e tempo 70'=98,33 + 8,50 mmHg; na terceira infuséo, os
valores foram de 175,00 + 2,36 mmHg (tempo de 80’) e 160,00 * 6,24 mmHg (tempo de
90’). Até a ultima infusdo as médias de presséo foram também significantes, porém em
valores absolutos menores, evidenciando o notério e proporcional efeito taquifilatico
(Figura 11).

Figura 12. Presséo de perfuséo de rins de coelhos normais (n=6), perfundidos com solucdo de

Krebs-Henseleit e empaglifozina (0,0125 mg/mL), com a infusdo de fenilefrina (10 pg/mL)
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Observou-se que ndo houve diferenga estatistica de nenhum dos parametros
renais avaliados intragrupo no Quadro 5, porém quando analisamos a resisténcia
vascular deste grupo € possivel notar que os valores sdo consideravelmente maiores
do que os do grupo controle com a infuséo de fenilefrina, onde o valor maximo atingido
foi no tempo 30’ = 8,31 + 1,75 mmHg/mL.g.min-* e o grupo com empaglifozina mesmo
guando comparada ao tempo 10’ (11,40 + 0,83 mmHg/mL.gt.min-!), onde ainda néo

houve infusado de fenilefrina, demonstra maior resisténcia vascular.

Quadro 5. Efeito da fenilefrina na perfuséo de rins de coelhos normais, perfundidos com solugéo
de Krebs-Henseleit e empaglifozina (0,0125 mg/mL)

Tempo Fluxo do Perfusato Fluxo Urinério Resisténcia
(minutos) Vascular
10 11,40 + 0,83 0,06 + 0,01 11,40 £ 0,83
20 12,19+ 1,29 0,06 + 0,01 12,19+ 1,29
30 11,58 + 1,27 0,06 + 0,008 11,58 + 1,27
40 11,32 +1,23 0,07 £ 0,009 11,32 +1,23
50 12,45+1,19 0,08 + 0,01 12,45+ 1,19
60 12,01 + 0,87 0,08 + 0,008 12,01 £ 0,87
70 11,87 + 1,26 0,12 + 0,02 11,87 £1,26
80 1191+1,24 0,10+ 0,01 1191+1,24
90 12,27 £ 0,94 0,10+ 0,01 12,27 + 0,94

Valores de fluxo de perfusato e fluxo urinario referidos em médiaterro padrdo e
expressos em unidades de ml/g/min. A resisténcia vascular referida em médiaterro
padrdo e expressa em unidades de mmHg/mL.g2. min?

N&o houve diferenga estatistica na avaliagdo dos pardmetros estudados.
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6.2. Fluxo de perfusato renal

Como dito anteriormente, o fluxo de perfusato foi calculado dividindo-se o volume
coletado durante a perfuséo, pelo intervalo de tempo e pelo peso renal corrigido, isto €,

mediante a subtracdo de 4gua ganha durante a perfusao.

O grupo Krebs com a infusdo de fenilefrina manteve um fluxo de perfusdo
estavel, com uma variagdo nao significativa, quando comparado nos tempos 30’ (16,19
+ 0,99 mL/g/min), 60’ (16,11 + 1,02 mL/g/min) e 90’ (15,61 £+ 1,22 mL/g/min), porém
quando observamos seu desempenho em relacdo aos grupos onde foi adicionado
glimepirida e a empaglifozina é possivel constatar relevancia estatistica em sua

resposta.

Quando o foco se torna o grupo perfundido com gliclasida, a resposta € similar
a do grupo anterior, que continha apenas fenilefrina, se mostrando estatisticamente
relevante quando comparado com aos grupos perfundidos com glimepirida e

empaglifozina, grupos estes, que se encontram bem abaixo da média.

O grande destaque, no quesito fluxo de perfuséo deve ser dado ao grupo Krebs
com adicao de linagliptina que foi o grupo que superou a média, em relacao aos demais,
mantendo uma resposta estavel quando comparado entre si, nos tempos 30’ (18,13 +
0,36 mL/g/min), 60’ (17,31 + 0,34 mL/g/min) e 90’ (18,08 + 0,27mL/g/min).

Apos a realizagdo do ANOVA, onde o p<0,0001, constatou-se que, a Figura 13
mostra que o grupo PHE + glimepirida (2 pg/mL), diminuiram significativamente o fluxo
de perfusato renal, em relagédo ao grupo controle, nos tempos 30’e 60’, ja o grupo PHE
+ empaglifozina (0,0125 mg/mL), apresentou essa diminuicdo estatisticamente
significativa no tempo 30’. O grupo PHE + linagliptina (0,005 mg/mL), demonstrou
diferenca significante quando comparada ao grupo controle (PHE) e PHE + gliclasida
(0,03 mg/mL).

Figura 13. Fluxo de perfusato renal de coelhos de todos os grupos estudados, com a infusédo de

fenilefrina (10pg/mL)

Pagina 35



Fluxo de Perfusato Renal

20.01 ol
. S E8 PHE
- B B3 PHE + Gliclasida
=10 HH - ||* B PHE + Glimepirida
E 12.51 I 1 B3 PHE + Linagliptina
D 10.04 = Ea PHE + Empaglifozina
TE' 7.5- =
~ 5.0 g
2.5- =
0.0- r
30

Tempo(min)
*p<0,0001 em relagdo ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)
#p<0,0001 em relacéo ao grupo glimepirida, nos tempos 30’ e 60’ (teste ANOVA)
“p<0,0001 em relacao ao grupo empaglifozina (teste ANOVA)
Pp<0,0001 em relacéo aos grupos linagliptina (teste ANOVA)

6.3. Fluxo urinéario

O fluxo de urina foi calculado, dividindo-se o volume coletado durante a perfuséo,

pelo intervalo de tempo e pelo peso do rim corrigido, como j& citado.

Em relacdo ao fluxo urinario nota-se que, quando se trata do grupo perfundido
com Krebs e infusdo de fenilefrina ocorre um aumento crescente, em relagédo ao tempo,
aonde no tempo 30’ o fluxo chega a 0,11 mL/g/min, chegando a mais de 0,15 mL/g/min

no tempo 90’, atingindo inclusive, 0 maior valor quando comparado aos outros grupos.

Os outros grupos seguem basicamente a mesma dindmica, quanto ao aumento

crescente do fluxo urinario, em relagdo ao tempo, mesmo que em menor escala.

Apenas o grupo perfundido com a gliclasida difere dos demais, demonstrando
um aumento crescente quando comparamos o tempo 30° com o 60°, porém quando

analisamos o tempo 60’ e 0 90’ é possivel observar um decréscimo no fluxo.

Apoés a realizagdo do ANOVA, onde o p<0,0001, constatou-se que, a Figura 13
mostra que os grupos PHE + glimepirida (2 pg/mL), PHE + linagliptina (0,005 mg/mL) e
PHE + empaglifozina (0,0125 mg/mL), diminuiram significativamente o fluxo urinario, em

relagéo ao grupo controle (PHE), nos tempos 30’°, 60’ e 90’.
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Figura 14. Fluxo urinario de coelhos de todos os grupos estudados, com a infusdo de fenilefrina
(20 pg/mL)
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*p<0,0001 em relagdo ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)

#p<0,0001 em relacéo ao grupo empaglifozina no tempo 90’ (teste ANOVA)
6.4. Resisténcia vascular

Conforme mencionado anteriormente, a resisténcia vascular foi calculada

dividindo-se a presséo de perfusdo média pelo fluxo de perfusato.

Em relagéo a resisténcia vascular o grupo que atingiu posicdo de destaque, em
relacdo aos outros grupos, foi a glimepirida, atingindo o maior valor no tempo 90’ (13,87
+ 1,43 mmHg/mL/min), ap6s aumentar de forma crescente.

Os grupos controle com infuséo de PHE e gliclasida demonstram um decréscimo
estatisticamente irrelevante, quando observamos os tempos 60’ (6,02 + 0,6
mmHg/mL/min; 10,15 + 0,86 mmHg/mL/min) e 90’ (5,98 £ 0,73 mmHg/mL/min; 10,46 +
1,17 mmHg/mL/min), em relacdo ao tempo 30’ (7,23 £ 0,89 mmHg/mL/min; 10,89 + 1,10

mmHg/mL/min).

Ao examinar o gréfico de resisténcia vascular renal dos grupos perfundidos com
a empaglifozina e com a linagliptina, € possivel notar que a resisténcia apresenta certa
estabilidade, mantendo-se praticamente igual, com diferenca estatistica irrelevante, em
relacdo ao tempo, porém quando se compara com linagliptina, a empaglifozina
apresenta significancia estatistica.
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A menor resisténcia foi alcancada pelo grupo perfundido apenas com Krebs e
infusd@o de fenilefrina e a maior resisténcia foi atingida pelo grupo perfundido com Krebs

com a adicdo de glimepirida e a infusdo de fenilefrina.

Apbs a realizacdo do ANOVA, onde o p<0,0001, constatou-se que a, Figura 15
mostra que o grupo PHE + glimepirida (2 pg/mL), aumentou significativamente a
resisténcia vascular, em relacao ao grupo controle, nos tempos 30’, 60’ e 90, ja o grupo
PHE + gliclasida (0,03 mg/mL), aumentou a resisténcia vascular, em relacdo ao grupo

controle, nos tempos 60’ e 90’

Figura 15. Resisténcia vascular renal de coelhos de todos os grupos estudados, com a infusédo
de fenilefrina (10 pg/mL)
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*p<0,0001 em relagdo ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)
“p<0,0001 em relacdo ao grupo glimepirida, nas 3 curvas e gliclasida nos tempo 60’ e
90’ (teste ANOVA)

Pp<0,0001 em relacdo ao grupo linagliptina (teste ANOVA)

6.5. Clearance osmolar (Cosm)

Como mencionado, o clearance osmolar resulta do produto da relacdo da
osmolaridade urinaria (Uosm) pelo fluxo urinario (v), dividido pela osmolaridade do

perfusato (Posm) € 0 seu resultado é dado em ml/g/min.
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Quando se trata de clearance osmolar, o grupo controle, perfundido com
fenilefrina demonstrou um aumento quando comparamos o tempo 30’ ao tempo 90’,

porém nao apresentou relevancia estatistica em relacdo aos demais.

O grupo adicionado de gliclasida manteve uma tendéncia a estabilidade e
demonstrou diferenca estatistica, quando comparado aos outros grupos, apresentando
p<0,0001. Destacou-se tendo atingido o maior valor de clearance osmolar, chegando a
0,114mL/g/min.

Ao observar o gréfico de Clearance osmolar € possivel notar que 0s grupos
perfundidos com glimepirida e linagliptina possuem diferenca estatistica, demonstrando
um p<0,0001. Além disso, verifica-se que ha um decréscimo do clearance quando se
compara o tempo 30’ e o tempo 90, no grupo glimepirida. Porém quando se trata da
linagliptina, ocorre o inverso, havendo um aumento no tempo 90’ em relagao ao tempo
30'.

Em relagdo a empaglifozina, houve um aumento crescente, onde nos tempos 60’

e 90’ este grupo passa a ter significancia estatistica.

Apoés a realizagdo do ANOVA, onde o p<0,0001, constatou-se que, a Figura 16
mostra que o grupo PHE + gliclasida (0,03 mg/mL), aumentou significativamente o
Clearance osmolar, em relagdo ao grupo controle, nos tempos 30’, 60’ e 90’. Os grupos
PHE + glimepirida (2 pg/mL) e PHE + Linagliptina (0,005 mg/mL) diminuiram o

Clearance osmolar, em relacdo ao grupo PHE + gliclasida (0,03 mg/mL), nas 3 curvas.

Figura 16. Clearance osmolar de coelhos de todos os grupos estudados, com a infusdo de

fenilefrina (10 pg/mL)
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*p<0,0001 em relacdo ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)
#p<0,0001 em relacéo ao grupo gliclasida (teste ANOVA)
“p<0,0001 em relacdo aos grupos glimepirida e linagliptina, nas 3 curvas (teste ANOVA)

Pp<0,0001 em relacéo ao grupo empaglifozina, no tempo 90’ (teste ANOVA)

6.6. Clearance de agua livre (Chzo)

O Clearance de agua livre foi calculado através da subtracdo do fluxo urinario
(V) pelo clearance osmolar (Cosm), cCOMo supracitado.

Ao analisar o grafico em relacdo ao clearance de agua livre, o grupo controle
com infusdo de PHE, demonstrou um aumento quando comparamos o tempo 30’ (-
0.0064 + 0.004) aos tempos 60’ (0.0021+ 0.0006) e 90’ (0.0017 + 0.0005). J& no grupo
perfundido com gliclasida, o tempo 30’ (0.0045 £ 0.001) mostra-se maior do que 0s
tempos 60’ (-0.0003 + 0.001) e 90’ (0.004 + 0.001).

Diferentemente do grupo controle, os grupos com a infusdo de glimepirida e
linagliptina demonstraram aumento do clearance de agua livre em relagéo ao tempo,
apresentando no tempo 30’ (0.00035 £ 0.0007; -0.000035 + 0.0002) valor inferior aos
tempos 60’ (0.0025 + 0.007; 0.0015 + 0.0007) e 90’ (0.0041 + 0.006; 0.0017 + 0.0007).

O grupo perfundido com empaglifozina apresentou valores negativos no decorrer
de todo o processo, além disso, é possivel notar decréscimo dos valores do Chzo em
relagdo ao tempo, onde no tempo 30’ o valor é de -0.0010 + 0.002, alcancando o valor
de -0.0058 £ 0.004 no tempo 90'.

Na analise intergrupo, apds a realizacdo do ANOVA, onde o p<0,0001 é possivel
identificar que o grupo PHE, no tempo 60’ apresentou um valor estatisticamente maior
do que os grupos PHE + glimepirida (2 pg/mL), PHE + linagliptina (0,005 mg/mL) e PHE
+ empaglifozina (0,0125 mg/mL). Além disso, observa-se que o grupo PHE + gliclasida

(0,03 mg/mL) é estatisticamente significativo quando comparado ao grupo PHE.

Figura 17. Clearance de &agua livre (Ch20) de coelhos de todos os grupos estudados, com a

infuséo de fenilefrina (10 pg/mL)
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*p<0,001 em relag&o ao grupo controle com infusé&o de PHE, nos tempos 30’ e 60’ (teste

ANOVA)
#p<0,001 em relacdo ao grupo controle com adicéo de PHE (teste ANOVA)

6.7. Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG)

Como dito anteriormente, o ritmo de filtracdo glomerular foi calculado a partir das
medidas das concentracdes de creatinina plasmatica (Pcr) e urinaria (Ucr), que
posteriormente foram usadas para calcular o clearance de creatinina como estimativa
do RFG.

Quando se trata do ritmo de filtracdo glomerular, o grupo controle com infusdo
de PHE demonstrou um aumento quando comparamos o tempo 30’ (0.049 + 0.01
mL/g/min) aos tempos 60’ (0.072 £ 0.02 mL/g/min) e 90’ (0.092 + 0.02 mL/g/min). Assim
como no grupo controle com infusdo de PHE, o grupo perfundido com gliclasida,
também apresenta um aumento do RFG no decorrer do tempo, alcan¢cando o valor de

0.13 + 0.007 no tempo 90’.

Diferentemente do grupo controle, o grupo com a infusdo de glimepirida
demonstrou um aumento do RFG quando comparamos o tempo 30’ (0.053 + 0.009
mL/g/min) ao tempo 60’ (0.06 £+ 0.01 mL/g/min), porém apresentou um decréscimo

quando comparado ao tempo 90’ (0.04 £ 0.006 mL/g/min).

Os grupos perfundidos com linagliptina e empaglifozina apresentaram uma
diminuicdo ao comparar o tempo 30’ (0.07 + 0.01 mL/g/min; 0.10 £ 0.01 mL/g/min) com
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Ritmo de Filtracao Glomerular

o tempo 60’ (0.06 + 0.007 mL/g/min; 0.09 + 0.01 mL/g/min), seguido de um aumento no
tempo 90’ (0.08 = 0.007 mL/g/min; 0.13 + 0.02 mL/g/min).

Na analise intergrupo, apds a realizacdo do ANOVA, onde o p<0,0001 é possivel
identificar que os grupos PHE (tempo 90’) e PHE + gliclasida (0,03 mg/mL), nos tempos
60’ e 90’ apresentam relevancia estatistica em relacéo aos grupos PHE + glimepirida (2
pg/mL), PHE + linagliptina (0,005 mg/mL).

Figura 18. Ritmo de filtracéo glomerular de coelhos de todos os grupos estudados, com a infusdo

de fenilefrina (10 pug/mL)
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*p<0,001 em relac&o ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)
#p<0,001 em relacdo ao grupo gliclasida (teste ANOVA)

6.8. Sédio Filtrado (FNa*)

O sodio filtrado (ENa*) foi calculado a partir do produto do RFG e da

concentracdo de soédio no perfusato (PNa+).

Ao analisar os dados é possivel constatar que o grupo PHE demonstra uma
elevacgéo da filtragdo de soédio ao longo do experimento quando comparamos 0s tempos
30’ (6,04 £ 0,64 uEg/g/min), 60’ (8,94 £ 0,67 uEg/g/min) e 90’ (11,56 + 0,94 uEqg/g/min).

Os demais grupos ndo apresentaram diferenca estatistica relevante na anélise

intragrupo.

Quando se trata da andlise intergrupo, a gliclasida demonstrou valores de sodio
filtrado maiores e estatisticamente relevantes, em relacdo ao grupo controle, nos tempos
30’ (13,56 * 1,27 uEqg/g/min) e 60’ (13,18 + 0,86 uEg/g/min), além disso foi o Unico que

apresentou valor maior que 0s outros grupos
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Em relacdo aos grupos glimepirida e linagliptina, os valores de filtracdo séo
estatisticamente menores do que o grupo controle nos tempos 30° (5,41 + 1,10
uEg/g/min; 6,13 = 1,19 uEg/g/min), 60’ (6,20 + 0,84 uEqg/g/min; 7,63 + 0,87 uEg/g/min)
e 90’ (4,83 + 1,61 uEg/g/min; 8,96 + 1,04 uEg/g/min), ja o grupo com adicdo de
empaglifozina demonstra relevancia estatistica apenas no tempo 60’ (6,13 = 1,18

uEg/g/min), com valor menor do que o grupo controle.

Figura 19. Sédio filtrado de coelhos de todos os grupos estudados com a infusdo de fenilefrina
(10 pug/mL)
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*p<0,001 em relag&o ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)

#p<0,001 em relacdo ao grupo gliclasida (teste ANOVA)

6.9. Sédio Transportado (TNa*)

Como dito anteriormente, o sédio transportado foi obtido da diferenca entre o

sédio filtrado (FNa+) e o sédio excretado (ENa+).

Os grupos linagliptina e empaglifozina foram os Gnicos capazes de demonstrar
valores de transporte de sodio estatisticamente significativos, em relacdo a andlise
intragrupo. Todavia, enquanto o primeiro demonstra um crescimento da taxa de sédio
transportado ao longo do tempo (30’: 1,36 + 0,26 uEg/g/min, 60’: 2,05 + 0,25 uEg/g/min;
e 90: 2,64 + 0,41 uEg/g/min), o segundo apresenta um decréscimo (30”: 2,00 + 1,35
uEg/g/min; 60’: 0,37 + 0,96 uEg/g/min e 90’: -0.93 £ 0,97 uEg/g/min).

Na andlise intergrupo, apos a realizacdo do ANOVA, onde o p<0,0001 é possivel

identificar que nenhum dos grupos foi capaz de superar o transporte de sédio realizado
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pelo grupo controle com adicdo de PHE. Além disso, o grupo empaglifozina apresentou

valores negativos em relacdo a este parametro, no tempo 90’ (-0,93 + 0,97 uEg/g/min).

Figura 20. Sédio transportado de coelhos de todos os grupos estudados com a infuséo de
fenilefrina (10 pg/mL)

B PHE

E PHE + Gliclasida

E PHE + Glimepirida
B8 PHE + Linagliptina
PHE + Empaglifozina

Sadio transportado
uEg/g/min
<

1
N
N

1
=9

30 60 90
Tempo(min)

*p<0,001 em relag&o ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)

#p<0,001 em relacdo aos grupos glimepirida e empaglifozina, no tempo 60’ (teste
ANOVA)

“p<0,001 em relacdo aos grupos glimepirida e linagliptina no tempo 30’ (teste ANOVA)
Pp<0,001 em relacéo ao grupo linagliptina no tempo 60’ (teste ANOVA)

6.10. Sddio Excretado (ENa‘)

O sbédio excretado foi calculado a partir do produto do fluxo urinario (V) pela

concentracdo de sodio na urina (UNa+).

Ao realizar a analise intragrupo, foi possivel constatar que o grupo controle com
adicdo de PHE apresentou um aumento na excrecdo do sodio, de acordo com a
evolugao do experimento (30: 6,25 + 0,44 uEq; 60: 6,35 + 0.48 uEq e 90’: 8,65 + 0,84
uEQ). O Unico grupo que apresentou resposta semelhante ao grupo controle, em relacéo
a este parametro, foi o grupo linagliptina (30’: 2,43 £+ 0,33 ukq; 60’: 4,31 + 0,29 uEq e
90’: 6,27 + 0,58 UEQ)

Quando se trata da andlise intergrupo, apds a realizacao do ANOVA, onde o
p<0,0001, o grupo gliclasida foi o Unico capaz de superar a resposta do grupo controle
com adi¢cado de PHE, ao longo de todo o experimento (30’: 10,07 £ 0,93 uEq; 60’: 9,99 +
0,99 uEq e 90’: 11,41 + 0,72 UEQ).
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Figura 21. Sadio excretado de coelhos de todos os grupos estudados com a infusdo de fenilefrina
(10 pg/mL)
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*p<0,001 em relag&o ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)
#p<0,001 em relacdo ao grupo gliclasida (teste ANOVA)
“p<0,001 em relagdo aos grupos glimepirida e empaglifozina (teste ANOVA)

6.11. Potassio Filtrado (FK*)
O potéssio filtrado (EK*) foi calculado a partir do produto do RFG e da

concentracao de potassio no perfusato (PKY).

Quando se trata do potassio filtrado, o grupo controle com infusdo de PHE
demonstrou um aumento relevante estatisticamente, na andlise intragrupo, quando
comparamos o tempo 30’ (0,26 + 0,02 uEg/g/min), aos tempos 60’ (0,38 + 0,03
uEqg/g/min) e 90’ (0,49 + 0,04 uEg/g/min).

Na andlise intergrupo nenhum dos experimentos obteve uma quantidade de
potéassio filtrado que fosse de relevancia estatistica, em relagdo ao grupo controle com
infusdo de PHE.

Figura 22. Potassio filtrado de coelhos de todos os grupos estudados com a infusdo de fenilefrina
(10 pyg/mL)
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#p<0,001 em relacdo ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)

6.12. Potassio Transportado (TK")

Como dito anteriormente, o potassio transportado foi obtido da diferenca entre o
potéassio filtrado (FK*) e o potassio excretado (EK™).

Ao realizar a andlise intragrupo, foi possivel constatar que o grupo controle com
adicdo de PHE apresentou um aumento no transporte de sédio, de acordo com a
evolugao do experimento, quando comparamos o tempo 30’ (0,08 £ 0,01 uEg/g/min),
aos tempos 60’ (0,09 + 0,01 uEg/g/min) e 90’ (0,08 = 0,01 uEg/g/min).

Em relacdo a analise intergrupo, apds a realizacao do ANOVA, onde o p<0,0001
constatamos que o grupo gliclasida foi o Unico capaz de superar a resposta do grupo
controle com adi¢do de PHE ao longo do experimento, quando comparamos o tempo
30’ (0,24 + 0,04 uEg/g/min), aos tempos 60’ (0,19 £ 0,03 uEg/g/min) e 90’ (0,25 + 0,03
uEg/g/min).

De acordo com a Figura 23, é possivel ainda visualizar que o grupo
empaglifozina mostra valores negativos nos tempos 60’ (-0,004 + 0,02 uEg/g/min) e 90’

(-0,07 + 0,04 uEg/g/min), em relagéo a este parametro.

Figura 23. Potassio transportado de coelhos de todos os grupos estudados com a infusédo de

fenilefrina (10 pg/mL)
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*p<0,001 em relac&o ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)
#p<0,001 em relacdo ao grupo gliclasida (teste ANOVA)

“p<0,001 em relacdo aos grupos glimepirida e linagliptina (teste ANOVA)
Pp<0,001 em relacdo ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)

6.13. Potassio Excretado (EK™)

O potéassio excretado foi calculado a partir do produto do fluxo urinario (V) pela

concentracdo de potassio na urina (UK").

Na andlise intragrupo, o grupo controle com adicao de PHE e o grupo linagliptina
mantiveram um padrdo de aumento da excrecao de sddio ao longo do experimento,
guando comparamos os tempos 30’ (0,30 + 0,05 uEq; 0,13 + 0,02 uEq), 60’ (0,30 + 0,03
uEq; 0,30 £ 0,01 uEg/g/min) e 90’ (0,26 £+ 0,02 uEq; 0,27 £ 0,02 uEg/g/min).

Quando se trata da analise intergrupo, nenhum dos grupos apresentou valores
estatisticamente relevantes que fossem capazes de superar a excrecao de sodio

realizada pelo grupo controle com adi¢do de PHE.

Figura 24. Potassio excretado de coelhos de todos os grupos estudados com a infusdo de

fenilefrina (10 pg/mL)
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*p<0,001 em relac&o ao grupo controle com infusdo de PHE (teste ANOVA)
#p<0,001 em relacdo aos grupos glimepirida e gliclasida (teste ANOVA)

6.14. Escape Vascular (EV)

Apds a conclusao de todos 0s grupos experimentais, foram feitos os calculos dos
escapes vasculares, considerando-se como grupo controle os rins perfundidos com

solucdo de Krebs-Henseleit, de trés curvas com a infusdo de fenilefrina (PHE).

No grupo controle, houve um decréscimo do escape vascular quando
comparamos C1 (27,33%) e C2 (13,68%), porém houve um aumento ao comparar as
duas primeiras curvas com C3 (38,52%). Ja no grupo com gliclasida e glimepirida, as

trés curvas sofrem um decréscimo.

Em relacdo ao grupo perfundido com linagliptina, sofre um decréscimo quando
comparamos C1 (11,00%) e C2, neste ultimo ndo existe curva, porém ela volta a
aumentar em C3 (12,91%)).

Ao analisar o grupo perfundido com empaglifozina, é possivel observar um

decréscimo de C2, em relagdo a C1, entretanto em C3 a curva volta a aumentar.

Na analise intergrupo os dados ndo foram estatisticamente relevantes, néo

apresentando diferenca estatistica na avaliacdo do escape vascular.

Figura 25. Comparativo entre os escapes vasculares dos grupos de rins perfundidos com Krebs
Henseleit com infus@o de fenilefrina e KH com adicdo de antidiabéticos orais e infusdo de
fenilefrina (10 pg/mL)
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N&o houve diferenca estatistica na avaliagdo dos parametros estudados.

7. DISCUSSAO

O presente trabalho se deteve a estudar alguns aspectos da dinamica
renovascular, explorando respostas de agentes hipoglicemiantes orais utilizados
clinicamente no controle de alteracdes glicémicas da Diabetes Mellitus e como eles
reagem no tocante a reatividade a-adrenérgica, em animais normoglicémicos, em um

modelo de rim isolado e perfundido de coelho.

Um grupo com solucdo perfusora (Krebs-Henseleit), sem a presenca de
fenilefrina, foi utilizado para dar inicio & experimentagcdo, com o intuito de verificar os
efeitos da auséncia de PHE nos paradmetros da funcdo renal do coelho, para se
prospectar curvas de dose-resposta, permitindo a posterior comparagdo com 0s grupos
com a infusdo de PHE e as alteracdes causadas nos niveis pressoricos renais, apos
sua adi¢cdo (FONTELES & FORTI, 1993).

Como esperado, o grupo controle sem a infusdo de PHE, ndo apresentou
alteracdes pressoricas significativas, além de ndo ser possivel a visualizacdo de
taquifilaxia e escape renovascular, ja que tais efeitos dependem da presenca de uma
substancia vasoconstritora, de maneira constante. Essas respostas musculares (efeito
taquifilatico e escape renovascular) tem o intuito de preservar o leito do vaso e manté-
lo protegido de subitas variacdes de tonicidade (FONTELES & FERREIRA, 1994;
D’ALMEIDA, 1992; MENEZES, 2017).

Apoés a realizagdo da curva dose resposta sem a utilizagdo de PHE, foi realizada

a administracéo de 10uM de fenilefrina que produziu uma nova resposta contratil e com
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uma clara atividade no escape renovascular e na taquifilaxia, segundo mostrados nas
figuras 8 e 17 em experimentos controles, utilizando protocolos com trés curvas de
infusdo de PHE.

O efeito taquifilatico e o escape renovascular ja eram eventos esperados, quando
se deu a adigdo de uma substancia a-adrenérgica, por serem fendmenos de natureza
vasoativa e compensatoria, além de possuirem uma importancia fisiologica significativa
como mecanismo de prote¢cdo vascular as variagbes subitas de tonicidade arterial
(FERREIRA & FONTELES, 1989).

Em relacéo a pressao de perfusdo todos 0s grupos apresentaram pico pressorico
superior ao grupo controle com adicdo de PHE, comprovando a interferéncia dos
antidiabéticos orais nos niveis presséricos do sistema de perfusdo renal. Todavia,
apenas o grupo com adi¢do de empaglifozina foi capaz de demonstrar a presenca do
efeito taquifilatico, semelhante ao apresentado pelo grupo controle com infusdo de PHE,
exibindo uma queda dos valores presséricos maximos ao longo de todo o experimento,

como observado na Figura 12.

Os demais grupos de hipoglicemiantes orais apresentaram um decréscimo da
média de pressao de perfusdo apenas ao comparar a primeira curva de infusao de PHE
(tempo 30’) a segunda (tempo 60’), porém quando comparada a terceira (tempo 90°)
esse decréscimo ndo se manteve, como demonstrado nas figuras 9, 10 e 11, com isso
€ possivel afirmar que houve efeito taquifilatico entre a primeira e a segunda curva,
porém ocorreu uma compensacdo e adaptacao vascular entre a segunda e a terceira

curva, onde a taquifilaxia ndo ocorre.

O sistema aberto foi utilizado para a execucao da perfusdo renal, com o intuito
de facilitar a medicdo do escape renovascular, tal sistema foi estabelecido em 1977,
sendo utilizado para a realizacao da perfusao de rins isolados de coelhos, apés algumas
modificagbes (COSTA — E — FORTI & FONTELES, 1977; 1979).

O fenbmeno de escape vascular autorregulatério tem sido descrito em varios
leitos vasculares onde a estimulacdo elétrica de nervos simpéticos ou infusdo de uma
substancia a adrenérgica resulta num decréscimo inicial do fluxo sanguineo que tende
a ser revertido, caso a infusdo continue por varios minutos. Ainda que muitos estudos
tenham sido realizados em respostas autbnomas, em apenas um foi reportado o escape
autorregulatério (HANSON, 1972).
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E valido ressaltar que o escape difere da autorregulacéo, pois a segunda é
limitada pela presséo, enquanto a distribuicdo do escape varia com a dose testada e
ocorre em qualquer variacdo de altas pressdes de perfusdo (RICHARDSON &
JOHNSON, 1969).

Ainda que durante a comparacao estatistica intergrupo ndo haja uma diferenca
significativa, em relacéo ao escape vascular, a gliclasida e a empaglifozina, assim como
o grupo controle com adicao de fenilefrina apresentaram EV nas 3 curvas, sendo o grupo
com adicdo de empaglifozina aquele que atingiu o maior escape, depois do grupo
controle (PHE). Além disso, a linagliptina deixou de apresentar escape ha segunda
curva, porém este reapareceu ha terceira curva; ja a empaglifozina, por sua vez,
mostrou-se com 0 maior grau de EV na terceira curva, o que nos leva a supor que haja

uma potencializacdo deste evento gracas a liberacdo de outros fatores endoteliais.

Quando se fala de fluxo de perfusato renal, a gliclasida demonstrou uma
resposta semelhante ao grupo controle com adicdo de PHE, ao observar a glimepirida
e a empaglifozina nota-se que os valores séo estatisticamente menores do que o grupo
controle, ja a linagliptina foi a Gnica a apresentar uma resposta maior do que o0 grupo

controle como apresentado na figura 13.

A linagliptina € um hipoglicemiante oral que tem como foco inibir a agdo da
enzima dipeptil peptidase (DPP), tal enzima tem como func¢do degradar os hormoénios
GIP e GLP-1, porém com sua ac¢déo inibida os indices dessas substancias se manterao
aumentados por mais tempo, elevando desta forma o tempo de meia vida desses
horménios (BAGGIO & DRUCKER, 2004).

Estudos anteriores, que utilizaram a infuséo direta de GLP-1 demonstraram que
seu receptor GLP1-R é expresso na vasculatura renal, por conta disso alteragcdes
hemodinamicas renais ocorreram, como o aumento do fluxo plasmatico e do ritmo de
filtracdo glomerular, estes efeitos acontecem devido a sua agéo vasodilatadora sobre a
vasculatura renal, fato este que independe do endotélio, ja que a remocao das células
endoteliais, quando realizada, ndo bloqueia o relaxamento (FARAH, 2015; JENSEN et
al., 2014).

Diferentemente do que foi exposto anteriormente em pesquisas que utilizaram a
infusdo direta de incretina, neste estudo foi utilizado apenas um inibidor da enzima que
tem como funcdo degradar esses hormonios, aumentando o tempo de acdo dessas
substancias no leito vascular, o que ndo se mostrou eficiente o bastante para exercer

influéncia na resposta do ritmo de filtracdo glomerular, que deveria ter apresentado um
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aumento estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle. Tal resposta deve
estar atrelada ao fato de que o sistema renal ndo € 0 mais importante para a degradacao
inicial da GIP e GLP-1(MEIER et. al., 2004)

Em contrapartida, o grupo com adicdo de gliclasida foi o Unico grupo capaz de
superar os resultados apresentados pelo grupo controle com infusdo de PHE nos tempo
30’, 60’ e 90, em relagdo ao RFG, enquanto que a empaglifozina apresentou valores

significativamente maiores do que o grupo controle apenas na ultima curva (tempo 90°).

As sulfoniluréias (gliclasida e glimepirida) utilizadas neste estudo séo
substancias que quando incubadas em banhos de vidro, ocasionam um aumento
substancial na sensibilizagdo do receptor a-adrenérgico nos vasos renais de rins de
coelho perfundidos. Todavia, surge 0 questionamento do porqué isso ocorre e se essa
sensibilizagdo estd ou nado relacionada com um mecanismo de “upregulation” dos
receptores, ja que a fenilefrina ndo apresenta fendmenos de maior ou menor captagéo

neuronal pés ou pré-sinaptica (MENEZES, 2017).

Além do ritmo de filtragcdo glomerular, a gliclasida demonstrou ainda relevancia

significativa em relagéo ao clearance osmolar e ao clearance de agua livre.

Quando se trata de Cosm, a empaglifozina apresentou valor superior ao grupo
controle com adicdo de PHE, porém este resultado foi considerado estatisticamente
relevante apenas na ultima curva (tempo 90’), enquanto os demais hipoglicemiantes
(glimepirida e linagliptina) apresentaram valores significativamente menores do que

aqueles do grupo controle, em todos os tempos (30, 60’ e 90°).

Ja em relacdo ao fluxo urinario (figura 14), nenhum dos grupos foi capaz de
superar de forma estatisticamente significativa os valores do grupo controle com adigéo
de PHE, porém o hipoglicemiante oral que apresentou melhor resposta em relagéo a
este parametro foi a gliclasida que se manteve estavel durante todo o procedimento de

perfusado, além de ter sido a droga que apresentou o maior valor de V.

No que concerne a resisténcia vascular e outros parametros fisiol0gicos renais,
o bloqueio parcial exercido pelo tratamento com indometacina (inibidor ndo seletivo da
ciclooxigenase) mostrou que as prostaglandinas poderiam ter sido mediadores
importantes dos efeitos renais (CHENG & HARRIS, 2004; SIMONSON, DUNN, 1991).

Todos os grupos de hipoglicemiantes orais demonstraram valor de resisténcia

vascular maior do que a do grupo controle com adi¢cdo de PHE, como apresentado na
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figura 15, sendo os de maiores resisténcias os grupos empaglifozina no tempo 30’ e
glimepirida nos tempos 60’ e 90’, estando este resultado atrelado aos valores da presséo
de perfusédo e ao fluxo do perfusato, devido a férmula utilizada para a realizacdo do

calculo desta medida.

8. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que em relacdo a pressao de perfuséo o efeito
dos antidiabéticos orais ocasionou picos pressoricos maiores e estatisticamente
significativos quando comparados a acdo de uma substancia a adrenérgica isolada,
sem adicdo dessas drogas, 0 que mostra que a presenca dessas substancias afeta os

niveis pressoricos de perfuséo renal.

Em relacdo ao escape renovascular, os hipoglicemiantes ndo apresentaram
relevancia estatistica quando comparado ao grupo controle, entretanto quando se trata
da presenca de efeito taquifilatico o grupo com adicdo de empaglifozina teve resultado
semelhante ao grupo controle com infusdo de PHE, demonstrando este efeito, porém

com curvas presséricas maiores.

A linagliptina apresentou um valor de fluxo de perfusato superior ao do grupo
controle com adicdo de PHE, assim como, todos os grupos foram capazes de
demonstrar valor de resisténcia vascular maior do que a do grupo controle,

comprovando a influéncia dessas substancias neste parametro fisiolégico.

Na presenca da gliclasida o clearance osmolar, o clearance de agua livre e o
ritmo de filtracdo glomerular demonstraram maior resposta quando comparada ao grupo

controle.

Com tudo o que foi exposto, € possivel constatar que existe forte interacdo
fisiofarmacolégica dos antidiabéticos orais infundidos em rins isolados de coelhos
normais, todavia, estudos complementares se fazem necessarios para confirmacéo e

complemento desses achados.
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