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5 e 95. (*) Estatistica: p < 0,005.
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elétron-micrografias) e diabéticos (4 animais, 136 elétron-micrografias), com
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Estatistica: p < 0,001.

Figura 17. Box plot representando o namero de “slit diaphragm” em 2,5 pm
de membrana basal glomerular (MBG) em ratos normais (4 animais, 115
elétron-micrografias) e diabéticos (4 animais, 136 elétron-micrografias), com
12 meses de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa 75%
dos dados; o inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as
barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*)
Estatistica: p < 0,001.
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Estatistica: p < 0,001.

Figura 19. Apds agressdo, os podocitos podem sofrer apoptose ou
desprendimento da MBG ou falta de proliferagao. Esses eventos causam
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Adaptado de Mundel & Shankland“8.

Figura 20. Modelo molecular do “slit diaphragm”. As linhas verticais em azul
representam os limites de dois processos podalicos adjacentes. A nefrina
intracelular liga-se a podocina e a CD2 AP. A Neph 1 liga-se a podocina e
ZO-1. A CD2AP liga-se a actina, alfa actina 4 e sinaptopodina. Essas
interagdes proporcionam estabilidade ao “slit diaphragm” e talvez aos
processos podalicos. Adaptado de Miner JH4.
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os seguintes parametros: nimero de podoécitos, namero de “slit diafragm”,
espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm (micréometro) e
extensdo do “slit diafragm” em mMm (micrémetro).

Tabela XVI.c. Rato normal n°821. Estudo morfométrico através da andlise
de elétron-micrografias dos rins de ratos normais, em sistema
computadorizado para analise de imagens (Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando
os seguintes parametros: nimero de poddcitos, nimero de “slit diafragm”,
espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm (micrometro) e
extensdo do “slit diafragm” em nMm (micrémetro).

Tabela XVI.d. Rato normal n° 823 Estudo morfométrico através da andlise
de elétron-micrografias dos rins de ratos normais, em sistema
computadorizado para anélise de imagens (Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando
os seguintes paradmetros: nimero de poddcitos, nimero de “slit diafragm”,
espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm (micrémetro) e
extensdo do “slit diafragm” em mm (micrometro).
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LISTA DE SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS

* - asterisco

() - paréntese

/ - por ou para

= -igual

* - mais ou menos

< - menor

> - maior

X - POr Oou vezes

(), (++), (+++) - relativo a intensidade do achado, respectivamente leve, moderada,

grave

(-) - relativo a auséncia

°C - graus Celsius

% - porcentagem

pH - potencial hidrogeniénico (logaritmo decimal do inverso da atividade dos ions
hidrogénio numa solugao)

mg - miligrama

kg - kilograma

g - grama

um - micrometro

mm - milimetro

dl - decilitro

ml - mililitro

h - horaACTH - hormonio adreno corticotréfico

DM - Diabetes Mellitus

DM 1 - Diabetes Mellitus tipo 1

DM 2 - Diabetes Mellitus tipo 2

MBG - Membrana Basal Glomerular

DCCT - Diabetes Complications and Control Trial

IPTR - International Pancreas Transplant Registry



G1 - grupo experimental normal

G2 - grupo experimental diabético

IN - momento inicial

M - molar

ME - microscépio eletronico

p - (valor de p) - nivel de significancia estatistica
m - meés

fig. - figura
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1. Definicao

O Diabetes Mellitus é uma doenga caracterizada pela
elevagao da glicose no sangue. Pode ocorrer devido a defeitos na
secrecdo ou na agao do hormoénio insulina, que é produzido pelas
células beta do pancreas, nas ilhotas de Langerhans. A funcdo
principal da insulina é promover a entrada de glicose nas células do
organismo, de forma a ser aproveitada para as diversas atividades
celulares. A falta de insulina, ou um defeito na sua acao, resultam
portanto, em acimulo de glicose no sangue, o que chamamos de
hiperglicemia.

Classicamente, o diabetes pode ser classificado, em dois
grupos: Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM
2). O DM 1 é uma forma de diabetes que resulta da destruicdo das
células beta pancreéaticas por um processo imunolégico, ou seja, pela
formacao de anticorpos pelo organismo contra as préprias células
beta, levando a deficiéncia primaéria de insulina. Estes anticorpos
estdo presentes em cerca de 85 a 90% dos casos de DM 1, no
momento do diagndstico. Em geral, este tipo de diabetes costuma
acontecer em criangas e adultos jovens, mas pode acometer qualquer
faixa etaria.

O DM 2 é uma forma de diabetes que acomete cerca de
90% dos pacientes diabéticos. Nesses pacientes, a insulina é
produzida pelas células beta pancreéticas, porém, sua agao esta

dificultada, caracterizando um quadro de resisténcia insulinica. Esta
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alteragao, por sua vez, leva a um aumento da produgao de insulina
pelo péancreas para tentar manter a glicose em niveis normais.
Todavia, quando este mecanismo compensatério ndo é mais
possivel, surge o diabetes.

Diferentemente do DM 1, a instalagdo do quadro clinico
do DM 2 é mais lenta, sendo que os sintomas de sede, aumento da
diurese e alteragdes visuais podem demorar varios anos para se
manifestar. O DM 1 também esta associado com o aumento de peso
corporal e obesidade, acometendo principalmente adultos a partir
dos 50 anos. Contudo, observa-se, cada vez mais, o
desenvolvimento do quadro em adultos jovens e até em criangas.
Isso se deve, principalmente, ao aumento do consumo de gorduras e
carboidratos, aliados a falta de atividade fisica.

Outros tipos de diabetes sdao bem mais raros e incluem
defeitos, tanto genéticos da funcdo da célula beta, como da agao da
insulina. O diabetes também pode surgir no curso das doengas do
pancreas (pancreatite, tumores pancreaticos, hemocromatose); das
doencas endocrinas (sindrome de Cushing, hipertireoidismo e
acromegalia) e apds o uso de certos medicamentos. H4 ainda um
tipo de diabetes que ocorre na gestagao (diabetes gestacional), que
pode ser transitério e que, ao término da gravidez, dever ser
investigado e acompanhado. Na maioria das vezes ele é detectado
no 3° trimestre da gravidez, através de um teste de sobrecarga de

glicose!.
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2. Aspectos gerais

O Diabetes Mellitus, tradicionalmente, sempre foi ligado a
paises ricos, mas esté se tornando cada vez mais comum nos paises
em desenvolvimento, em razdo do aumento da expectativa de vida e
da adogado de héabitos pouco saudaveis, como a ma alimentagao e o
sedentarismo.

O Diabetes Mellitus é considerado, hoje, um problema de
satde publica mundial, tanto em termos de nimero de pessoas
afetadas e mortalidade prematura, como também, em relacao aos
custos envolvidos no seu controle e no tratamento de suas
complicagdes. O agravante dessa situagao é que existe, ainda, uma
tendéncia para o aumento da prevaléncia da doenca em todo o
mundo. Proje¢des para este século indicam que no ano 2010 deverao
existir 239 milhdes de diabéticos no mundo?. No Brasil estima-se,
atualmente, uma prevaléncia de 7,6% de pacientes diabéticos, que
correspondem a cerca de 12 milhdes de pessoas, das quais 10% sao
diabéticas do tipo 1, e 50% desconhecem a sua condicdo de doente,
sendo provavelmente identificadas, no futuro, através de uma
complicacdo da doenca®. Além do numero crescente de casos,
observa-se uma elevacao da morbidade e mortalidade relacionada a
doenca®.

Em que pese os avancos conseguidos, o diabetes ainda é
uma das principais causas de incapacitagao fisica para o trabalho,

tornando o seu portador 25 vezes mais propenso a cegueira, 17
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vezes mais susceptivel a nefropatia, com chances cinco vezes
maiores de amputacdo de membros e risco duas vezes maior de
doenca cardiovascular>e.

O diabetes estd associado com o aumento da
aterosclerose, observada em autdpsias de pacientes com infarto
agudo do miocardio, tendo uma incidéncia duas vezes maior desta
complicacdo, quando comparada com os individuos nao-diabéticos.
A doencga também aumenta o risco para o desenvolvimento de
trombose e infarto cerebral, bem como a freqiiéncia de gangrena de
membros inferiores”.

A nefropatia diabética se desenvolve em 25 a 35% dos
pacientes com diabetes tipo 1, e em 8 a 10% dos pacientes com DM
2, sendo que, pelo menos 80% dos pacientes diabéticos com
insuficiéncia renal terminal tém DM 28.

O diabetes é a principal causa de insuficiéncia renal
cronica nos Estados Unidos, constituindo uma das mais graves
complicacdes no paciente diabético, em longo prazo. Cerca de um
terco ou mais dos pacientes com essa complicagdo tém, Diabetes
Mellitus’. Relato do “US Renal Data System” de 2000 cita que mais
de 44% dos pacientes que iniciam o tratamento da insuficiéncia
renal sdo diabéticos!®.

A nefropatia diabética é uma das doencas de carater
sistétmico mais freqiiente em nosso meio, sendo causa de
insuficiéncia renal cronica em 10 a 15% dos pacientes que iniciam o

tratamento dialitico nas dreas metropolitanas brasileiras!.
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Evidéncias indicam que a nefropatia diabética é o
resultado das alteragdes metabolicas que ocorrem nos glomérulos
renais, apos longo tempo de exposicdo a niveis glicémicos elevados.
As principais lesdes glomerulares sdo: expansdo mesangial e
aumento do espessamento da membrana basal glomerular (MBG),
presentes, em média, apds um periodo de 10 anos de diabetes.

A reprodugao das alteracdes provocadas pelo diabetes
no ser humano, em animais de experimentacdo, tem sido o caminho
acessivel para o estudo e melhor compreensdo da maioria das lesdes
cronicas do diabetes, em particular das alteragdes renais!?1314,

Dessa forma, sdo confirmados em modelos animais o
papel das alteracdes metabdlicas do diabetes sobre o
desenvolvimento das lesdes renais, através de estudos de prevencao
e/ou reversdo destas lesdes cronicas, apds a normalizacdo do
metabolismo glicidio, com o emprego do transplante pancreético ou
do tratamento com insulina>1617,1819,

O papel da glicemia como fator de risco para as lesdes
renais e oculares causadas pelo diabetes foi provado em estudo
multicéntrico realizado pelo grupo de pesquisa americano DCCT%
que estudou, durante 8 anos, pacientes com controles rigorosos da
glicemia, obtendo-se menor progressao da retinopatia e menor
incidéncia de microalbumindtria e proteindria, quando comparado
com pacientes com controle nado rigoroso da glicemia?.

Tanto o estudo multicéntrico realizado pelo DCCT?,

como o estudo prospectivo do diabetes do Reino Unido?,
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mostraram que a terapéutica intensiva pode reduzir
significativamente o risco de desenvolvimento de microalbumintria
e nefropatia no diabetes.

Entretanto, quando as alteracdes metabdlicas ja
resultaram em uma nefropatia diabética definida, as modalidades
terapéuticas sao claramente insuficientes, e o rim terminal pode ser
retardado mas nao evitado’?2.

Em pacientes transplantados renais, cujo controle
glicémico nao foi rigoroso nos primeiros 5 anos, foram encontradas
lesGes renais, em contraposicao aos que realizaram controle rigoroso
da glicemia?.

Atualmente, o transplante pancreético isolado ou
combinado com o rim é a melhor opgao terapéutica para suprir a
faléncia endécrina do pancreas em pacientes com DM 1, com ou sem
insuficiéncia renal terminal. Este método, ndo s6 é capaz de
controlar as alteragdes clinicas e metabdlicas determinadas pela
doenga, como tem mostrado potencial para prevenir, estabilizar ou
mesmo reverter as lesdes cronicas do diabetes?4252¢,

Estudo a longo prazo de seguimento de pacientes
diabéticos tipo 1, durante dez anos ap6s realizagao do transplante
pancreatico, com normoglicemia, tem mostrado a reversdo de lesdes
renais estabelecidas em rins nativos previamente acometidos pela
nefropatia diabética?.

Esses resultados vém salientar o papel do controle eficaz

da glicemia na génese e progressdo das lesdes renais determinadas
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pelo diabetes, tendo incentivado pesquisadores em todo o mundo,
tanto ao nivel nacional?’28 como internacional?62930 , g utilizar o
transplante pancreatico como wuma forma diferenciada de
tratamento do diabetes.

Até junho de 2003 haviam sido notificados ao
International Pancreas Transplant Registry (IPTR), mais de 19600
transplantes de pancreas®, dos quais cerca de 300 casos
brasileiros?28. Apesar dessas perspectivas promissoras, muitos
aspectos relativos ao tratamento do Diabetes Mellitus, e ao proprio
conhecimento da doenga, ainda sdo pouco esclarecidos, exigindo

novas investigagoes.

3. O estudo da nefropatia diabética experimental

Para o estudo da nefropatia diabética experimental, e de
outras lesdes diabéticas, o rato com diabetes induzido pela aloxana
tem sido amplamente utilizado em muitos centros, e em nosso
Servigo3132.33,34,35,36,37,38,39.40,

Esse animal apresenta lesdes semelhantes as observadas
na nefropatia diabética humana, tanto em estudos a microscopia
Optica, como a microscopia eletronica*424344 Os ratos diabéticos
desenvolvem proteintria crescente, a partir da 4* semana de
inducdo do diabetes, e a partir dos 6 meses de doenga, apresentam

lesdes renais evidentes, em relacdo aos animais controle nao
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diabéticos, caracterizadas por espessamento da MBG, expansao
mesangial e da capsula de Bowmann e lesdes tubulares!>45.

Em alguns estudos tem sido avaliada a contribui¢do da
célula epitelial visceral glomerular, ou podécito, na progressdo da
doenca renal diabética e nao diabética4¢4”. Os poddcitos apresentam
uma estrutura especializada que se constitui em uma barreira a
saida de proteinas através da urina. Admite-se, atualmente, que o
espaco entre os podocitos, também denominado de fenda
diafragmaética ou “slit diaphragm”, termo consagrado e arraigado
entre os nefrologistas, seja uma estrutura diferenciada e complexa,
onde a presenca de varias moléculas exercem o papel de um filtro, o
qual previne a saida de proteinas na urina$4°.

A elevagdo progressiva da excrecdo de proteina pela
urina, que caracteriza a nefropatia diabética, aponta para um papel
do podécito na sua patogénese. Indios Pima, com nefropatia clinica,
tém menos poddcitos por glomérulos do que aqueles que nao tém
nefropatia. Uma vez que os poddcitos nao apresentam capacidade
de regeneracdo, esta observacdo sugere que a sua perda ou o menor
namero, contribua para o desenvolvimento ou a progressao da
glomérulo-esclerose diabética“®.

Vestra et al®® relataram alteracbes na estrutura e
densidade dos poddcitos, desde os estagios iniciais da nefropatia
diabética, e a piora dessas lesdes com o aumento da excrecdo de

albumina urinédria em pacientes com DM 2.
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Na figura 1 apresentamos o modelo da barreira de
filtracdo glomerular, a qual tem sido considerada um dos elementos
mais diretamente envolvidos na génese da proteintiria observadano

curso da nefropatia diabética.

Diregao da filtragao
A

Processos podais

Célula endotelial ) .
Limen capilar

Figura 1. Modelo da barreira de filtragdo glomerular. As trés camadas da
barreira sdao: o revestimento fenestrado das células endoteliais, a membrana
basal glomerular (MBG) e os processos podais com os “slit diaphragm”
entrepostos. Adaptado de Tryggvason®!.

Outros estudos também demonstram que as alteragdes
estruturais dos poddcitos ocorrem nos estagios iniciais da nefropatia
diabética e sdo relacionados com o nivel de excrecdo urinaria de
albumina. Os podécitos sdo parte integrante da barreira de filtragao

e as alteragdes de sua estrutura tém sido observadas em grande
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namero de doengas glomerulares, incluindo a nefropatia
diabética4652,

Em estudo anterior, realizado no nosso laboratério
(Lerco®), demonstrou-se, pela microscopia 6ptica, a presenga de
lesdes glomerulares tipicas da nefropatia diabética em ratos
diabéticos aloxanicos, estudados precocemente e tardiamente apos
inducao do diabetes33343536,37,38,39,40,

Todavia, diante da importancia do estudo da nefropatia
diabética e das estruturas glomerulares implicadas na sua génese,
desenvolvemos esta pesquisa visando aprofundar os nossos conhecimentos
acerca da ultra-estrutura desses glomérulos, com énfase ao estudo dos
podocitos glomerulares, ao nosso ver, um dos elementos de contribuicéo
mais recente para o entendimento da fisopatologia do diabetes, e para o

melhor tratamento e prevencéo da nefropatia diabética.
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O objetivo deste trabalho foi estudar em ratos diabéticos
aloxanicos proteinaricos, com 12 meses de seguimento, a espessura
da membrana basal glomerular, as alteragdes do numero de
podécitos e de “slit diaphragm”, bem como a extensdao dos “slit

diaphragm” dos podécitos glomerulares, por microscopia eletronica

e morfometria.



14

Material e Métodos



Material e Método 15

1. Animais utilizados

Foram wutilizados, no presente trabalho, 60 ratos
alogénicos (Rattus wistar) de ambos os sexos, adultos, sadios ao
exame clinico, pesando entre 200 e 300 g, com aproximadamente trés
meses de idade, fornecidos pelo Biotério Central do Campus de
Botucatu - UNESP. Apés um periodo de adaptacdo de sete dias, dez
animais foram sorteados para compor o Grupo Normal (G1). Os 50
animais restantes foram submetidos a injecdo endovenosa de
aloxana (5,6 Dioxiuracil monohidrato)! diluida em solugdo aquosa a
2%, na dose tnica de 42 mg/kg de peso corporal. Desses, 20
animais desenvolveram diabetes experimental grave tendo sido
alocados no Grupo Diabético (G2). Os demais foram desprezados
por ndo terem ficado diabéticos, por apresentarem valores
glicémicos intermediarios ou morrido apds terem sido inoculados.
Dos animais diabéticos graves do G2, caracterizados em seguimento
de 12 meses, 50% morreram, tendo-se concluido o estudo com dez

animais diabéticos.

2. Grupos Experimentais

Como descrito, os animais estudados na presente

investigacao foram oriundos de dois grupos experimentais:

! Alloxan-Sigma Chemical Co. — St. Louis— USA
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2.1. Grupo Normal (G1)

Constituido de dez ratos sadios, ndao diabéticos.

2.2. Grupo Diabético (G2)
Constituido de 20 ratos diabéticos graves, sem qualquer
tipo de tratamento para o diabetes, dos quais, dez chegaram vivos

aos 12 meses de seguimento, tendo sido sacrificados para o estudo.

3. Parametros Estudados

Foram estudados nos dois grupos de animais os

seguintes parametros:

3.1. Clinicos:
Evolugao clinica: aspecto geral dos animais, aferi¢ao do
peso corporal, ingestdo hidrica e diurese de 24 horas e ingestdo

alimentar de 12 horas.

3.2. Laboratoriais:
Exames bioquimicos: glicemia de jejum, glicose urinaria

e proteintria de 24 horas;

3.3. Ultra-estruturais:
Morfometria de estruturas glomerulares: Medidas de
espessura da membrana basal glomerular (MBG), determinagao do
namero de podécitos, numero de fendas “slit diaphragm” por

extensdo de MBG e extensao das fendas “slit diaphragm”.
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4. Momento do sacrificio dos animais

Depois de 12 meses de seguimento os animais de ambos
0s grupos experimentais foram sacrificados, sob anestesia, sendo
retirado o rim direito para as andlises histopatolégicas, e a urina e o

sangue para os exames bioquimicos.

5. Técnicas Utilizadas

5.1. Anestesia

O sacrificio dos animais foi realizado sob anestesia com
pentobarbital s6dico? na dosagem de 30 mg/kg de peso corporal,
por via intraperitoneal, injetado no quadrante inferior esquerdo do

abdome.

5.2. Inducdo do Diabetes Experimental

O diabetes experimental foi induzido pela administragao
de uma solucdo aquosa de aloxana a 2%, injetada por via
endovenosa, na dose tnica de 42 mg/kg de peso corporal,
utilizando uma das veias da cauda do animal.

Ap6s jejum alimentar de 12 horas, com fornecimento de
agua “ad libitum”, cada rato foi colocado em uma caixa aquecida

com lampada elétrica, durante um periodo de aproximadamente

2 Cristalia Produtos Quimicos Farm. Ltda. — Itapira- SP
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dez minutos; tempo necessario para uma boa visualiza¢do das veias
da cauda. Apds esse procedimento, o animal foi contido em uma
pequena caixa individual, tendo sua cauda exposta, apds o que se
procedeu a inoculagdo da droga, utilizando-se agulhas de calibre 13
x 4,5 mm. Decorridos 30 minutos, os animais foram realimentados.

No presente estudo, foram utilizados, apenas, os animais
que apresentaram perda de peso, elevagao significativa da ingestdo
hidrica e do débito urinario, acompanhados de alteragdes
laboratoriais, compativeis com diabetes grave, em duas
determinagdes sucessivas (7 e 14 dias apds a indugao), representadas
por glicemia de jejum acima de 200 mg/dl, glicose urinaria maior ou
igual a 3000 mg/dl e glicostiria positiva (+++) no teste de fitas
reagentes (Uriscan Gluketo)3.

Os animais cujos valores glicémicos foram menores
que 120 mg/dl, ou que apresentaram glicemias intermedidrias entre

120 e 200 mg/dl, foram desprezados.

5.3. Momentos de Avaliacao Clinica e Laboratorial

Os dados clinicos de ambos os grupos experimentais,
incluindo peso, ingestdo hidrica, ingestao alimentar e diurese, bem
como os dados laboratoriais referentes as dosagens de glicose
plasmatica e glicose urinaria de todos os animais foram realizados,
inicialmente (IN), com 14 dias de seguimento no Grupo Normal

(G1) e no 14° dia ap6s a inducgdo do diabetes no Grupo Diabético

% Pharmaceutical Corp. Y EONGDONG — Seoul K oréa
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(G2). Posteriormente, as avaliacOes foram feitas apds o 6° e 12° més
de diabetes ou seguimento experimental.

No dia anterior ao sacrificio foi coletado urina de 24
horas para dosagem de proteina urinéria. Este parametro somente

foi avaliado no 12° més de seguimento experimental.

5.3.1. Metodologia Empregada na Coleta de Dados

Para a coleta dos dados clinicos e laboratoriais, cada
animal foi submetido a um esquema padronizado de avaliacao. A
metodologia foi a seguinte:

a) colocagdo dos animais em gaiolas metabdlicas individuais
durante 24 horas;

b) fornecimento de volume conhecido de agua durante todo
o periodo de 24 horas (Figura 2-A);

c) fornecimento de quantidades conhecidas de racdo
Nuvilab-CR1* durante o periodo noturno de 12 horas,
apos o que, se retirou toda a alimentagao, por um periodo
diurno de no minimo oito horas (jejum de oito horas);

d) determinagdo, no final do procedimento, do peso do
animal em gramas, do volume de dgua ingerido em 24
horas (ingestdo hidrica de 24 horas em mililitros), da
quantidade de alimento consumido em 12 horas (ingestao
alimentar de 12 horas em gramas) e do volume de diurese

de 24 horas (diurese de 24 horas em mililitros);

e) coleta de amostra de 10ml de urina coletada em 24 horas,
para a dosagem de glicose urindria em miligramas por
decilitro e cetontiria ap6s jejum de oito horas, seguida da

realizacdo de glicostiria através de fitas reagentes;

4 NUVITAL Nutrientes Produtos V eterindrios Ltda. — Curitiba- PR
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f) coleta de urina de 24 horas, no dia anterior ao sacrificio,
para dosagem da proteina urinaria em miligramas por 24
horas.

g) coleta de uma amostra de 1,5ml de sangue para a
dosagem da glicose plasmaética, em miligramas por
decilitro, ap6s jejum de no minimo oito horas.

Para a realizacao deste item, os animais foram colocados
em caixa aquecida com lampadas incandescentes, a temperatura de
39-45°C, por um periodo de 10 minutos. A seguir, foram sangrados,
sob anestesia, por seccdo da cauda, com retirada do volume de
sangue necessdrio para os exames bioquimicos. Posterior a esse
procedimento, a cauda secionada foi amarrada, com finalidade
hemostética, com fio de algodao 2-0 (Figura 2-B,C,D). Os animais
foram, entdo, acomodados em caixas individuais, recebendo agua e
racao “ad libitum”.

No momento do sacrificio (12° meés), o sangue foi

coletado por puncao cardiaca a céu aberto.
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Figura 2. Avaliacdo dos parametros clinicos e laboratoriais: A:- animal sob
controle clinico em gaiola metabdlica; B:- ratos em caixas aquecidas para
vasodilatacdo da cauda e obtencdo de sangue; C:- imobilizacdo da cauda do
animal; D:- seccdo da cauda e coleta de sangue.
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5.4. Exames Laboratoriais

5.4.1. Dosagens de glicose plasmatica e urinaria

Foram realizadas no Laboratério de Pesquisa
Experimental do Departamento de Pediatria da Faculdade de
Medicina de Botucatu - UNESP, empregando-se o método por

dosagem enzimatica (Glicose -E )°.

5.4.2. Pesquisa de glicostria

Foi realizada no Biotério do Laboratério de Técnica
Cirtargica e Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina de
Botucatu - UNESP, empregando-se fitas reagentes (Uriscan

Gluketo)®.

5.4.3. Dosagens de proteina urinaria

Foram realizadas no Laboratério de Pesquisa
Experimental do Departamento de Pediatria da Faculdade de
Medicina de Botucatu - UNESP, através da acidificacdo da urina e

analise da sua densidade 6ptica por espectrofotometria.

®> CELM Cia. Equipadora de L aboratérios Modernos— Baruei - SP
6 Bayer Corporation, Diagnostics Division— Tarrytown—NY - USA
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5.5. Sacrificio dos Animais

Os animais foram sacrificados, apds anestesia e abertura
do térax, por meio de hemorragia aguda, conseqiiente a puncdo
cardiaca para a coleta do sangue destinado a realizacdo de exames
laboratoriais, seguida da seccao da veia cava ap6s a desembocadura

das veias hepaticas.

5.6. Exame histologico ao microscopio eletrénico - preparo dos

rins

Apos a retirada do rim direito, foram imediatamente
seccionados fragmentos representativos da regido cortical renal de
quatro ratos de cada grupo experimental, escolhidos ao acaso. Os
mesmos foram fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato
0,1M e pH 7,3 e a seguir submetidos aos seguintes procedimentos:

Lavagem em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 (trés vezes por

cinco minutos cada uma.),

Pés-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% no mesmo

tampao por duas horas,

Lavagem em &gua destilada trés vezes por cinco minutos

cada uma,

Incubagao em acetato de uracila 0,5% em solugao aquosa

por duas horas,

Desidratacdo em seqiiéncia crescente de solucdo de

acetona, a 50% duas vezes de dez minutos, 70% duas
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vezes de dez minutos, 90% duas vezes de 15 minutos e

100% trés vezes de 15 minutos.

Embebicao em mistura de 1:1 em resina (Araldite grade

502) e acetona 100% por 12 horas,

Embebicao em resina pura durante uma hora em estufa

a 37°C,

Inclusdo em resina pura e polimerizacdo por 72 horas em

estufa a 60°C .

Foram feitos cinco a seis blocos contendo tecido renal. Os
blocos foram preparados por trimagem manual, sendo obtidos
cortes de 0,5um corados com mistura de azul de toluidina a 1% e
bérax a 1% . Estes cortes foram examinados ao microscopio de luz
para pesquisa da presenca de glomérulos. Constatando-se os
glomérulos, oito para cada animal, os blocos foram selecionados
para estudo de cortes ultrafinos; estes foram contrastados com
solucdo saturada de acetato de uranila em alcool 50% e,
posteriormente, em citrato de chumbo, durante 20 minutos.

Os cortes ultrafinos preparados foram examinados ao
microscopio eletronico de Transmissdo “CM-100 Philips export
B.V.”, sendo utilizados filmes 35mm “Eastman 5302” (KodakR), para
documentacdo elétron-micrografica. Toda documentacdo elétron-

micrografica foi feita com aumento de 42.000 vezes.
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5.7. Estudo morfométrico

5.7.1. Estudo ao microscopio eletronico (ME)

Para o estudo ao ME foram estabelecidos dois critérios:

1) Foram fotografados no minimo 100 “slit diaphragm”

por animal;

2) As elétron-micrografias foram obtidas, sempre que
possivel, em areas glomerulares onde a estrutura da MBG e a dos
poddcitos apresentassem, na sua maior extensdo, uma imagem
linear sem angulacdes. Foram examinados oito glomérulos de cada
animal, em cada grupo experimental. Em cada glomérulo foram
estudados: espessura da MBG, ntamero de poddécitos, nimero de
“slit diaphragm” e extensao dos “slit diaphragm”.

Considerando-se os dois critérios descritos foram obtidas
115 elétron-micrografias do grupo normal e 138 do grupo diabético;
apos obtencdo das elétron-micrografias procedeu-se a copia digital

pelo “scanner” e posterior estudo morfométrico computadorizado.

5.7.2. Estudo morfométrico - analise das imagens

O estudo morfométrico do tecido renal foi realizado sem
o conhecimento prévio do grupo ao qual o animal pertencia. Foi
utilizado o sistema computadorizado para analise de imagens

“Qwin Lite 2,5-LEICA”; segundo o qual, as imagens copiadas pelo
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“scanner” das elétron-micrografias eram projetadas em tela de
computador, sendo escolhidas pelo observador as areas a serem

medidas, e/ou contadas.

5.7.3. Técnicas utilizadas para analise morfométrica

A. Para a realizacdo das medidas da espessura da MBG,
tomou-se como referéncia a regido central de cada
podécito, que ao exame se mostrasse com as
estruturas lineares. Foram realizadas tantas medidas
por elétron-micrografias, quantas areas centrais de
poddcitos, com estruturas lineares, observadas. Estas
medidas foram expressas em valores minimos,
médios e maximos.

B. Para a determinacdo do namero de poddcitos, foram
computadas as estruturas dos poddcitos que
apresentavam nitidez e que estavam localizadas nas
regides centrais da elétron-micrografia, onde a MBG
era retilinea, sendo desprezadas as estruturas
localizadas em &reas com angulacdes. O nimero de
poddcitos foi expresso por 2,5um de extensdo de
MBG.

C. O ntmero de “slit diaphragm” de cada elétron-

micrografia foi igualmente obtido por 2,5um de



Material e Método 27

extensdo de MBG de cada elétron-micrografia e em
apenas estruturas lineares.
D. A extensao dos “slit diaphragm” foi obtida em 2,5um
de extensdo de MBG, entre dois poddcitos lineares.
Os dados foram expressos em valores minimos,
médios e méximos.
Nas figuras: 3A e 3B estdo representadas elétron-
micrografias de tecido renal, cujos cortes resultaram em estruturas
da MBG, poddcitos e “slit diaphragm” com imagens lineares (3A) e

com imagens prejudicadas pela angulacdo (3B).
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__poddcito

slit
diaphragm

Figura 3A. MBG e podécitos no quadrante inferior
direito, com imagens lineares. Aumento de 42.000
vezes.

poddcito

slit diaphragm

Figura 3B. MBG e poddcitos no quadrante superior
esquerdo e regido central superior com imagens
anguladas. Aumento de 42.000 vezes.
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5.8. Métodos Estatisticos

5.8.1. Para estudo das variaveis clinicas e laboratoriais

O estudo das variaveis clinicas (peso, ingestdo hidrica,
ingestdo alimentar e diurese) e laboratoriais (glicemia, glicose
urindria e proteindria), nos grupos controle e diabético, foi realizado
pela andlise de varidncia de perfil (dois grupos em trés momentos),
complementado com o teste de comparacdes multiplas de Tukey?>3>
e andlise ndo paramétrica “Mann-Whitney”>* e “Kruskal-Wallis” >
para as varidveis que tiveram resultados com uma distribuicdo
heterogénea.

A indicacdo das significancias entre as médias ou
medianas foi realizada através de letras mintsculas para
comparacao de grupos fixado o momento e letras maitsculas para
comparacdo dos momentos dentro do grupo. A interpretagdo das
letras deve ser feita da seguinte maneira:

1. duas médias ou medianas seguidas de uma mesma letra
mindscula ndo diferem quanto a resposta dos grupos num
determinado momento;

2. duas médias ou medianas seguidas de letras mintsculas
ndo iguais diferem significativamente quanto a resposta
dos grupos num determinado momento;

3. duas médias ou medianas seguidas de pelo menos uma

mesma letra maitscula ndo diferem quanto as respostas
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dos momentos dentro do grupo especificado. Todavia, em
médias seguidas de letras maitsculas nao iguais houve
diferencas estatisticamente significativas entre os
momentos.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

5.8.2. Para analise dos resultados do estudo morfométrico

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por
andlise nao-paramétrica pelo teste “Mann-Whitney”> usando o
software Sigma-Stat 2.0. para comparacao dos valores dos diferentes
animais (diabéticos e ndo diabéticos). O nivel de significancia

adotado foi de 5%.
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1. Quanto ao Método de Indug¢ao do Diabetes

A injecdo endovenosa de aloxana numa das veias da
cauda do rato foi realizada com bastante facilidade, uma vez que,
antes da injecdo, o animal foi colocado durante dez minutos no
interior de uma caixa aquecida com lampadas elétricas, o que
proporcionou um grau de vasodilatacao evidente.

Foram considerados diabéticos graves os animais que
apresentaram, no periodo pés-inducao, perda progressiva de peso,
aumento significativo da ingestao hidrica, da ingestao alimentar e
da diurese; valores de glicemia acima de 200 mg/dl, da glicose
urindria superior ou igual a 3.000 mg/dl e glicostiria (+++),
presentes em duas determinacdes sucessivas (7 e 14 dias apds a
inducgao).

Dos 50 animais submetidos a injecdo endovenosa de
aloxana, diluida em solucdo aquosa a 2%, na dose de 42 mg/kg de
peso corporal, dez ratos (20%) ndo ficaram diabéticos ou
desenvolveram a doenca numa gravidade leve ou moderada, sendo
desprezados. Dos 40 animais restantes que desenvolveram diabetes
grave, 20 ratos morreram durante as primeiras duas semanas apos a
inducdo, sendo que dos 20 animais diabéticos graves colocados em
seguimento, dez (50%) morreram no seguimento tardio em
decorréncia de distarbios metabdlicos, infeccao pulmonar e/ou

caquexia. Nao houve 6bito no grupo normal.
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2. Evoluc¢ao Clinica

2.1. Grupo Normal (G1)

Os dez animais desse grupo evoluiram sem quaisquer
alteracdes clinicas durante todo experimento, sendo sacrificados
com 12 meses de seguimento, em bom estado geral (Figuras 4B e
5B). Os parametros clinicos representados pela evolugao do peso,
ingestao hidrica, ingestao alimentar e diurese mantiveram-se dentro
dos niveis médios esperados para ratos sadios de mesma idade. Os
valores encontrados estdo representados nas tabelas 1, 2, 3 e 4, e
figuras 6, 7, 8 e 9, com as respectivas andlises estatisticas e

comentarios.

2.2. Grupo Diabético (G2)

Os 20 animais que compuseram o grupo diabético
evoluiram com parametros clinicos e laboratoriais compativeis com
diabetes graves. Esses animais apresentaram, ao longo do
seguimento, progressiva queda do estado geral, perda inicial de
peso apds a indugao e ganho significativamente menor de peso em
relacdo aos ratos normais, com declinio progressivo da curva
ponderal préoximo ao sacrificio (Figura 4A). Também observamos
episoddios freqiientes de pneumonia associada a caquexia, as quais

levaram ao 6bito, dez animais durante o seguimento de 12 meses.
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Também neste grupo de animais diabéticos foram observados:
alteracdo da pelagem, aumento da circunferéncia abdominal (devido
ao intestino grosso distendido e palpével), catarata bilateral (Figura
5A) e episddios freqtientes de pediculose e piodermite. Estas altimas
controladas, respectivamente, com banhos de dimetilciclopropano
carboxilato (Butox-P)?, diluido em solugao aquosa na proporcdo de
1/6.000 ml e higiene local das feridas, com gaze embebida em
solucao fisiolégica. A medida da ingestdo alimentar, obtida por
meio da subtracdo entre a pesagem do alimento oferecido e o
alimento restante na gaiola, ao final de 12 horas, foi maior no Grupo
Diabético com diferengas estatisticamente significativas entre os dois
grupos (p <0,05). Da mesma forma, a ingestdo hidrica e a diurese de
animais diabéticos apresentaram valores significativamente
elevados, quando comparadas com ratos normais de mesma idade
de sacrificio. Os valores encontrados estdo representados nas tabelas
1,2,3 e4defiguras 6,7,8 e9, com as respectivas analises estatisticas

e comentarios.

® Quimio SA.
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Figura 4. Ratos com 12 meses de seguimento. Note a debilidade, caquexia e
alteracdo da pelagem de um animal diabético (A), quando comparado a
vitalidade de um animal normal de mesma idade (B).

A

Figura 5. Ratos com 12 meses de seguimento. Detalhe do olho de um animal
diabético com catarata (A) e de um animal normal, sem lesao (B).
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo do peso, em gramas, de animais dos grupos
normal e diabético, nos momentos inicial (IN), 6° e 12° més de seguimento, com
a respectiva analise estatistica.

Peso (gramas)

Grupos Estatistica
0 (IN) 6m 12m
Normal  3075+20,6 4295+444 501,5+373  p<0,001;IN<6m<
G1 Aa Ba Ca 12m
Diabético 2885+354 2925+33,6 2440+257 p=0,003; (IN =6m) >
G2 Aa Ab Bb 12m

Comentdrios: A comparacdo entre os grupos mostrou que o G2 teve média de
peso inferior ao grupo normal no 6° e 12° més. Em G2 ocorreu estabilizacdo do

ganho ponderal até o 6° més, com declinio até o sacrificio.

600 - I Normal
™ Diabético

500

400 ~

300

Peso (gramas)

200

100 H

0 6

Tempo (meses)

Figura 6: Média do peso (em gramas) em ratos normais (10 animais) e
diabéticos (10 animais), no inicio do estudo e ap6s 6 e 12 meses de seguimento.

(*) Estatistica: p < 0,001.
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Tabela 2 - Medianas e amplitudes semi-interquartilicas da ingestdo hidrica em
ml/24horas dos animais dos grupos normal e diabético, no momento inicial
(IN), 6° e 12° més de seguimento, com a respectiva analise estatistica.

Ingestao hidrica (ml/24 horas)

Grupos Estatistica
0 (IN) 6m 12m
Normal 58,5 (6,0) 47,0 (5,0) 49,5 (3,0) p =0,016; IN > (bm =
G1 Aa Ba Ba 12m)
Diabético 1285 (24,5) 145,0(29,5)  205,0 (38,5) p=0,123;IN =6m =
G2 Ab Ab Ab 12m

Comentarios: O grupo diabético (G2) apresentou valores da ingestdo hidrica
significativamente elevados em todos os momentos de avaliacdo, quando

comparados com os apresentados pelo grupo normal (G1).
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Figura 7: Box plot representando a dosagem da ingestdo hidrica (ml/24 horas)
em ratos normais (10 animais) e diabéticos (10 animais), no inicio do estudo e
apo6s 6 e 12 meses de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa
75% dos dados; o inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as
barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*)

Estatistica: p < 0,005.
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Tabela 3 - Medianas e amplitudes semi-interquartilicas da ingestdo alimentar
em g/12horas dos animais do grupo normal e diabético, nos momentos inicial
(IN), 6° e 12° més de seguimento, com a respectiva analise estatistica.

Ingestao alimentar (g/12 horas)

Grupos Estatistica
0 (IN) 6m 12m
Normal 27,5 (2,5) 27,5 (10,0) 27,5 (2,5) p=0,942; IN = 6m =
Gl Aa Aa Aa 12M
Diabético 35,0 (2,5) 30,0 (5,0) 22,5 (5,0) p =0,016; IN > (bm =
G2 Ab Ba Ba 12m)

Comentarios: A ingestdo de alimentos em G2 foi significativamente maior
somente no momento inicial. Os comportamentos entre os grupos soé
evidenciaram diferengas estatisticas apenas no momento inicial.
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Figura 8: Box plot representando a dosagem da ingestao alimentar (g/12 horas)
em ratos normais (10 animais) e diabéticos (10 animais), no inicio do estudo e
apos 6 e 12 meses de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa
75% dos dados; o inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as
barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*)

Estatistica: p = 0,003.
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Tabela 4 - Medianas e amplitudes semi-interquartilicas da diurese em
ml/24horas dos animais dos grupos normal e diabético, nos momentos inicial
(IN), 6° e 12° més de seguimento, com a respectiva analise estatistica.

Diurese (ml/24 horas)

Grupos Estatistica
0 (IN) 6m 12m
Normal 19,5 (2,5) 10,0 (1,5) 7,0 (3,5) p <0,001; IN > (bm =
G1 Aa Ba Ba 12m)
Diabético 85,0 (30,0) 78,5 (24,00  107,0 (11,5) p=0,316; IN =6m =
G2 Ab Ab Ab 12m

Comentdrios: A diurese nos animais diabéticos (G2) manteve-se

significativamente mais elevada que no grupo normal (G1), ao longo de todo o

experimento.
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Figura 9: Box plot representando a dosagem da diurese (ml/24 horas) em ratos
normais (10 animais) e diabéticos (10 animais), no inicio do estudo e apds 6 e 12
meses de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa 75% dos
dados; o inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as barras
de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*) Estatistica: p <

0,001.
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3. Exames Laboratoriais

3.1. Grupo Normal (G1)

Os dados relativos a dosagem da glicemia de jejum, da
glicose urinaria e proteintria dos dez animais acompanhados neste
grupo, durante o periodo de um ano, constam das tabelas 5 e 6 e
figuras 10, 11 e 12, juntamente com os seus respectivos comentarios

estatisticos.

3.2. Grupo Diabético (G2)

Neste grupo, todos os animais acompanhados
apresentaram alteracdes laboratoriais representadas por glicemia de
jejum acima de 300 mg/dl, glicose urinaria superior ou igual a
3.000 mg/dl e proteintiria. Esses parametros foram compativeis com
o estado diabético grave, tendo sido observadas diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas com o Grupo
Normal (G1). Os dados referentes a esses achados encontram-se nas
tabelas 5 e 6 e figuras 10, 11 e 12 juntamente com as andlises

estatisticas e comentarios.
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Tabela 5 - Medianas e amplitudes semi-interquartilicas da glicemia em mg/dl
dos animais dos grupos normal e diabético, nos momentos inicial (IN), 6° e 12°
més de seguimento, com a respectiva andlise estatistica.

licemi 1
Grupos Glicemia (mg/dl) Estatistica
0 (IN) 6m 12m
Normal 113,5 (4,5) 100,0 (4,5) 86,0 (7,0) p <0,001; IN > 6m >
G1 Aa Ba Ca 12m
Diabético  316,0 (50,0) 377,0 (63,0)  483,0 (89,0) p =0,059; IN = 6m =
G2 Ab Ab Ab 12m

Comentarios: No grupo normal (G1), os niveis glicémicos mantiveram-se
dentro dos limites de normalidade para a espécie. O grupo diabético (G2)
apresentou valores glicémicos significativamente superiores ao grupo normal
(G1) durante todo o experimento.
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Figura 10: Box plot representando a dosagem da glicemia (ml/dl) em ratos
normais (10 animais) e diabéticos (10 animais), no inicio do estudo e apds 6 e 12
meses de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa 75% dos
dados; o inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as barras
de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*) Estatistica: p <

0,001.
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Tabela 6 - Medianas e amplitudes semi-interquartilicas da glicose urinaria em
mg/dl dos animais dos grupos normal e diabético, nos momentos inicial (IN),
6° e 12° més de seguimento, com a respectiva analise estatistica.

Glicose urinaria (mg/dl)

Grupos Estatistica
0 (IN) 6m 12m
Normal 9,0 (0,5) 9,0 (1,0) 9,5 (1,0) p =0,627; IN = 6m =
Gl Aa Aa Aa 12m
Diabético 3.212,0 4.789,0 4.283,0 p <0,001; IN < (bm =
G2 (342,5)Ab (709,5)Bb (495,0)Bb 12m)

Comentarios: Os valores da glicose urindria no grupo normal mantiveram-se
constantes durante a progressdao dos momentos e significativamente inferiores

em relacdo ao grupo diabético, o qual apresentou niveis estatisticamente
elevados.
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Figura 11: Box plot representando a dosagem de glicose urinaria (ml/24 horas)
em ratos normais (10 animais) e diabéticos (10 animais), no inicio do estudo e
ap6s 6 e 12 meses de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa
75% dos dados; o inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as
barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*)

Estatistica: p < 0,001.
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Figura 12: Box plot representando a dosagem de proteina urinaria (mg/dl) em
ratos Wistar normais (10 animais) e diabéticos (10 animais) ap6s 12 meses de
seguimento. No box plot, o quadrante superior representa 75% dos dados; o
inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as barras de erro, os

percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*) Estatistica: p < 0,001.

Comentdrio: As medianas da proteintria obtidas no grupo diabético apés 12
meses de seguimento apresentam valores muito elevados e estatisticamente

significativos para p< 0,001 em relacdo ao grupo normal.
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4. Analise morfomeétrica

Nas figuras 13 e 14 estdo representadas as elétron-
micrografias do grupo normal e diabético respectivamente, nas

quais observa-se a MBG, os podécitos e os “slit diaphragm”.

Podocito

Slit diaphragm

l....'_-_‘ T -

Figura 13. Elétron-micrografia de glomérulo normal; notamos MBG
ndo espessada e um nimero de poddcitos e de “slit diaphragm”
maior que o observado em ratos diabéticos (figura 14). Aumento de

42.000 vezes.
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Figura 14. Elétron-micrografia de glomérulo diabético; notamos
espessamento da MBG e menor niamero de podoécitos e de “slit

diaphragm” por 2,5um. Aumento de 42.000 vezes.
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Os valores obtidos no estudo morfométrico da espessura
da MBG, nimero de poddcitos, nimero de “slit diaphragm” e
extensdo dos “slit diaphragm” de animais normais e diabéticos com
12 meses de seguimento, com os comentarios da andlise estatistica

constam, respectivamente, das figuras 15,16,17 e 18
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4.1. Espessura da Membrana Basal Glomerular (MBG) em
micrometros (um)

No grafico da figura 15, representamos as medianas dos
valores minimos, maximos e médios, obtidos pela analise
morfométrica da espessura da MBG, em 8 glomérulos de cada
animal, num total de 4 ratos normais e 4 ratos diabéticos, escolhidos
ao acaso. Observa-se um espessamento da MBG significativamente

maior no grupo diabético em relacdo ao grupo normal para p<0,001.

1,0
[ Normal
™ Diabético
0,8
0,6 -

0,4

T3 :

Espessurada MBG (nm)

o

0,0

Minimo Méaximo Média
Figura 15. Box plot representando a espessura média (um) da membrana basal
glomerular (MBG) em ratos normais (4 animais, 115 elétron-micrografias) e
diabéticos (4 animais, 136 elétron-micrografias), com 12 meses de seguimento.
No box plot, o quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o

traco horizontal, a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e

90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*) Estatistica: p < 0,001.
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4.2. Ntmero de podécitos por 2,5um de MBG

No grafico da figura 16, representamos o namero de
podocitos obtidos pela analise morfométrica das elétron-
micrografias, em 8 glomérulos de cada animal, num total de 4 ratos
normais e 4 ratos diabéticos, escolhidos ao acaso. Observa-se um
namero significativamente menor de podécitos no grupo diabético

em relacao ao grupo normal para p< 0,001.
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Figura 16. Box plot representando o ndmero de podoécitos em 2,5 pm de
membrana basal glomerular (MBG) em ratos normais (4 animais, 115 elétron-
micrografias) e diabéticos (4 animais, 136 elétron-micrografias), com 12 meses
de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa 75% dos dados; o
inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as barras de erro, os

percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*) Estatistica: p < 0,001.
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4.3. Namero de “slit diaphragm” por 2,5um de MBG

No gréfico da figura 17, representamos o nimero de “slit
diaphragm” obtidos pela andlise morfométrica das elétron-
micrografias, em 8 glomérulos de cada animal, num total de 4 ratos
normais e 4 ratos diabéticos, escolhidos ao acaso. Observa-se um
namero significativamente menor de “slit diaphragm” no grupo

diabético em relacdo ao grupo normal para p< 0,001.
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Figura 17. Box plot representando o ntimero de “slit diaphragm” em 2,5 pm de
membrana basal glomerular (MBG) em ratos normais (4 animais, 115 elétron-
micrografias) e diabéticos (4 animais, 136 elétron-micrografias), com 12 meses
de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa 75% dos dados; o
inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as barras de erro, os

percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*) Estatistica: p < 0,001.
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4.4. Extensao dos “slit diaphragm” em pm

No gréfico da figura 18, representamos as medianas dos
valores minimos, maximos e médios, obtidos pela anaélise
morfométrica da extensdo dos “slit diaphragm” em pm, em 8
glomérulos de cada animal, num total de 4 ratos normais e 4 ratos
diabéticos, escolhidos ao acaso. Observa-se que a extensao dos “slit
diaphragm” no grupo normal em relacdo ao grupo diabético, foi

significativamente maior para p < 0,001.
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Figura 18. Box plot representando a extensdao dos “Slit diaphragm” (um) da
membrana basal glomerular (MBG) em ratos normais (4 animais, 115 elétron-
micrografias) e diabéticos (4 animais, 136 elétron-micrografias), com 12 meses
de seguimento. No box plot, o quadrante superior representa 75% dos dados; o
inferior 25%; o traco horizontal, a mediana em cada grupo; as barras de erro, os

percentis 10 e 90; e os circulos, os percentis 5 e 95. (*) Estatistica: p < 0,001.
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1. Quanto aos Animais Utilizados

Utilizamos ratos (Rattus wistar) como animais de
experimentacdo, por apresentarem intimeras vantagens em relagao
ao cdo e a outros animais de maior porte: a) facil manuseio
(alimentacao, higiene, acomodacao); b) possibilidade de trabalhar
simultaneamente com varios grupos experimentais, sem a ocupagao
de grandes espagos; c) elevada resisténcia a infeccao; d) facilidade
para remocao do 6rgao estudado (rim); e) reducao de gastos com o
projeto. Além desses fatos, os ratos apresentam semelhancas
clinicas, laboratoriais e histopatolégicas com o diabetes humano,
sendo os modelos experimentais de diabetes induzidos no rato

amplamente utilizados por pesquisadores em todo o

mund o3334.35,36,37,38,39,40,55,56,57

2. Quanto ao Tempo de Observacao dos Animais

O diabetes é um doenca cronica, cujas manifestagdes
patologicas sobre os rins estdo nitidamente relacionadas ao tempo
de exposicao do hospedeiro as anormalidades metabdlicas causadas
pela doenca'.

Por esta razdo, optou-se pelo seguimento em longo
prazo dos animais, nos dois grupos experimentais, por 12 meses;
periodo esse que se demonstrou suficientemente capaz de produzir

as alteracdes organicas de interesse ao nosso estudo.
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3. Quanto as Técnicas Utilizadas

3.1. Anestesia

Para a retirada dos 6rgdos e posterior sacrificio do
animal, foi utilizado, como agente anestésico, o pentobarbital sédico,
administrado no quadrante inferior esquerdo do abdome, por via
intraperitoneal, na dosagem de 30 mg/kg de peso corporal. Essa
opcdo foi motivada pelos seguintes fatores: a) facilidade na indugao
anestésica; b) bom plano anestésico, ndo havendo nenhuma reagao
de dor por parte do animal; c) baixo custo; d) maior disponibilidade
em relacdo aos outros agentes anestésicos. Em adigdo a estes fatos,
esse tipo de anestesia acha-se perfeitamente padronizado em nosso
laboratério experimental, tendo sido comprovadamente eficaz em

varios estudos383940,58

3.2. Inducdo do Diabetes Experimental

O Diabetes experimental pode ser induzido em animais,
por vérios mecanismos. Infelizmente, porém, em grande namero de
métodos, o agente utilizado ndo é capaz de desenvolver a maior
parte da fisiopatologia do diabetes humano'*. Os principais
mecanismos de producao de diabetes sao: estresse, infecgdes,
toxinas, ou manipulagdes, incluindo a pancreatectomia®; lesdes do
sistema nervoso central®; uso de hormoénios anti-insulinicos!4;
exposicao a hidrocortisona ou ACTH®%%; indugao por virus® e o uso
de agentes quimicos beta-citotéxicos®4%2.

A pancreatectomia total consiste em método classico de

obtencdo de diabetes experimental®. A resseccdo parcial do
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pancreas também produz diabetes, cujos aspectos clinico-
laboratoriais se assemelham ao diabetes quimicamente induzido
pela aloxana?. A utilizagdo desses métodos de resseccao, entretanto,
tem sido restrita principalmente a animais de maior porte, além de
incorrer necessariamente num procedimento cirargico adicional,
com todas as suas implicacdes.

As lesdes hipotaldmicas podem causar obesidade em
animais e humanos, acompanhada de Diabetes Melittus proporcional
ao ganho de peso®. Ratos adultos sujeitos a lesdes do nucleo
ventriculo-medial do  hipotalamo, tornam-se  obesos,
hiperglicémicos, hipoinsulinémicos e insulino-resistentes®’; estudos
dessa natureza, contudo, além de terem uma fisiopatologia diversa
do diabetes insulino-dependente, certamente implicariam em uma
maior complexidade de execucdo e o conhecimento aprofundado de
neurofisiologia, o que fugiria completamente aos nossos objetivos.

A utilizagdo de hormoénios com efeitos antagdnicos a
insulina, incluindo a epinefrina, o glucagon, os glicocorticéides e o
hormoénio de crescimento, ainda que capazes de produzir
hiperglicemia, como na resposta fisiolégica ao estresse, ou em certas
condicOes patoldgicas (tumores, distarbios metabdlicos), tem seus
efeitos discutiveis em animais'4, exercendo, principalmente no caso
da epinefrina e do glucagon, um efeito anti-insulinico, somente se
administrados em altas doses.

Varios estudos tém reportado a indugao de
hiperglicemia e hiperplasia das células beta em camundongos,®
ratos®l%%, coelhos®?>79, cobaios” e macacos’? por meio da exposicao a
hidrocortisona e ACTH. Os eventos bioquimicos, hormonais e
morfolégicos do diabetes, assim induzido, sdo, contudo, muito

variaveis, o que comprometeria nossa avaliagao.
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A utilizacdo de modelos virais para o diabetes
experimental, relacionados aos virus RNA®%, altamente espécie-
especificos, além de se constituir em risco potencial para o
experimentador, tem ainda papel incerto na patogénese da doenca.

Sendo assim, optamos por métodos quimicos de
supressdo enddcrina do pancreas, os quais exibem todos os eventos
bioquimicos, hormonais e morfol6gicos que ocorrem durante e apds
a inducao do estado diabetogénico4.

A aloxana e a estreptozotocina sdo os dois agentes
quimicos, com citotoxicidade especifica para as células beta, mais
estudados. Essas drogas causam insuficiéncia insulinica priméria do
pancreas, provocando uma resposta trifadsica nos niveis glicémicos
durante as primeiras horas da administracdo, seguida do
estabelecimento de diabetes permanente nas 24 horas
subseqtientes!314.

Esses métodos quimicos, apesar de terem um elevado
indice de mortalidade relativa, sdo de facil execucdo e permitem a
utilizagdo de um grande nimero de animais, destruindo a parte
enddcrina do pancreas, com preservacao de sua funcdo exdcrina,
tendo, ainda, a vantagem de estarem padronizados em nosso
laboratoério experimental.

Utilizamos a aloxana por via endovenosa, cuja atividade
diabetogénica foi inicialmente notada por Dunn et al®*, quando
estudava os efeitos do acido trico e seus derivados na produgao da
lesdo renal em coelhos.

Essa opcao permaneceu, apesar da maior especificidade
da estreptozotocina sobre as células beta, com sua a¢do vinculada a

dose de administracdo e com menor toxicidade geral que a aloxana,
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a qual exibe estreita margem de seguranca entre as doses
diabetogénicas e letais”374.

Duas razdes nos levaram a essa escolha: a primeira, de
ordem econdmica, dado o alto custo da estreptozotocina, quando
comparado com o da aloxana, cujos estoques estavam mais
disponiveis em nosso laboratério experimental; a segunda, pelo uso
amplamente difundido da aloxana na producdo de diabetes
experimental por intimeros servigos de larga experiéncia no
assunto®-%, incluindo a nossa unidade31,3233,34,36,38,39,40,58,75,76

A aloxana administrada por via endovenosa, na dose
de 42 mg/kg de peso corporal'?’>77, produziu em nossos animais
diabetes franco, com o desenvolvimento de alteracdes clinicas,
laboratoriais, funcionais e histopatolégicas bem definidas, incluindo,
respectivamente, elevacdo da ingestdo hidrica e da diurese, valores
glicémicos acima de 300 mg/dl e glicose urinaria maior que 3000
mg/dl.

Em nosso estudo, dos 50 animais submetidos a injecao
endovenosa de aloxana, dez ratos (20%) nao ficaram diabéticos ou
apresentaram diabetes de gravidade leve ou moderada, sendo
desprezados. Dos 40 animais restantes, 20 ratos (40% do total)
morreram durante a primeira semana apds a inducdo, tendo a
mortalidade maior ocorrido nas primeiras 72 horas do experimento,
e, finalmente, 20 ratos (40%) desenvolveram diabetes grave, tendo
sido colocados em seguimento, no periodo de 12 meses; tivemos
50% de mortalidade no seguimento tardio, concluindo nosso estudo
com dez animais diabéticos.

Esses resultados sdo, em parte discordantes dos
relatados por Calderon’¢, cujos estudos em ratas nado tratadas com

diabetes aloxanico, demonstraram uma porcentagem de 50% de
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animais diabéticos, 32,5% de animais normais e um indice de
mortalidade de 17,5%, até o 15° dia apds a indugao. Este indice
diabetogénico aparentemente elevado (50%) explica-se, no entanto,
em razdo dos critérios de classificagao do diabetes utilizado pela
autora, a qual considerou diabéticos animais com glicemia superior
ou igual a 120 mg/dl. Se considerarmos apenas os ratos cujos
valores glicémicos foram superiores a 200 mg/dl, sendo essa a
sistematica por nds utilizada, observamos que o seu percentual de
ratos diabéticos graves foi de 37,5%, valores muito préximos aos por
nos obtidos.

Em relacao a taxa de mortalidade na inducao, obtivemos,
em nossa pesquisa, um indice da ordem de 40%. Lukens!?, em
extensa revisao da literatura a respeito da agdo da aloxana sobre
animais de varias espécies, incluindo o rato, o cao, o coelho, o
macaco, o gato, mostrou indices muito varidveis de mortalidade,
oscilando entre 33 e 100%, na mesma espécie. Essas cifras amplas
estdo ligadas a multiplos fatores capazes de mudar os efeitos da
droga e a sensibilidade do hospedeiro, envolvendo desde o estado
de hidratacdo da droga, a velocidade de infusdo, a via de
administracdo, a dieta, o tempo de jejum, o peso do animal e até a
utilizacdo de substancias capazes de influenciar os seus mecanismos
de acao, tais como os barbitiricos, o cido nicotinico, o 1-2-dimetil-4
amino-5-benzeno, etc.). Os ratos, por exemplo, sdo mais sensiveis a
uma dose constante de aloxana, apds terem sido alimentados
previamente com uma dieta de alto teor de gorduras. As taxas de
mortalidade, nesses casos, alcancam 90 a 100%. Por outro lado,
dietas pobres em gordura, com altas concentragdes de proteinas e

carboidratos, sao capazes de diminuir esses indices para 33 a 40%.
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O jejum também tem um papel importante na resposta
das espécies a aloxana. Noventa e cinco por cento dos ratos tratados
com aloxana, administrada com o animal em jejum prolongado de
48 a 60 horas, tornam-se diabéticos. A administracao de uma dose
similar de aloxana, quando o jejum nao foi observado, diminui essa
resposta para 25%.

Lukens!?, revisando os trabalhos de varios autores, cita
que animais que nao respondem a uma primeira injecdo de aloxana,
podem ser refratdrios a injecOes posteriores de doses similares.
Nesse aspecto, os autores tém observado que os animais que
apresentam este comportamento geralmente sao do grupo em que o
jejum ndo foi convenientemente observado. Esses mesmos animais,
refratdrios as doses subseqiientes, tornam-se diabéticos apods 60
horas de jejum, com uma dose padrao de aloxana.

Outro aspecto a considerar sdo as vias de administracao
da droga. A via endovenosa tem sido a de escolha na maioria das
espécies animais, onde os efeitos da aloxana sao mais evidentes”. As
vias subcutanea e intraperitoneal também sao satisfatérias no rato,
enquanto que, no coelho, doses muito elevadas devem ser
ministradas por essas vias, para que se atinja o mesmo efeito
diabetogénico. Finalmente, a via oral é usualmente insatisfatéria
para a acdo da aloxana, muito embora o diabetes possa ser
produzido em ratos, coelhos e gatos, se a droga for rapidamente
ingerida com comida, ap6s um jejum prévio prolongado!?.

Quando a via endovenosa é usada, a velocidade de
infusdo da droga é importante. Doses efetivas de aloxana nado
produzem diabetes se as mesmas sao injetadas muito lentamente.

Lukens!? demonstrou a importancia do peso, em relagado a

susceptibilidade do animal aos efeitos téxicos da aloxana. Em um
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estudo detalhado em ratos, esse pesquisador revelou que a
toxicidade da aloxana altera-se numa relagao linear com o peso do
animal, aumentando 0,73 poderes de toxicidade para cada unidade
de peso. Essa féormula foi utilizada para estabelecer a dose letal de
aloxana para cada rato.

Finalmente, algumas substancias tém efeito direto ou
indireto sobre os mecanismos de acdo da aloxana. Os barbittricos
tornam os animais mais sensiveis aos efeitos da droga. Por outro
lado, algumas substancias, tais como o acido nicotinico, o 1-2-
dimetil-4 amino-5-benzeno e o acido dicarboxilico piridinico, podem
proteger o animal desses danos, se administrados simultaneamente

com a droga’?.

4. Quanto a Evolucao Clinica

O estudo clinico dos animais envolveu os seguintes
parametros: estado geral, apetite, atividade, peso, ingestdo hidrica,
ingestao alimentar e diurese.

No grupo normal (G1), os animais apresentaram-se, ao
longo do experimento, em bom estado geral, ativos, com apetite
normal, tonus e reflexos conservados. Todos os 10 animais desse
grupo tiveram ganho progressivo de peso, com manutengdo da
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese, dentro dos padroes
de normalidade para a espécie e em conformidade com outros
trabalhos5678.

O comportamento dos animais do grupo diabético (G2)
foi completamente diferente do observado no grupo normal (G1),
caracterizado por apatia, alteracdes da pelagem, odor forte da urina,

anorexia e comprometimento acentuado e progressivo do estado
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geral. O 6bito pés-inducdo do diabetes aloxanico (até o 14° dia)
ocorreu em 40% dos animais tratados (20 ratos). Essa taxa de
mortalidade nao difere dos indices relatados por Lukens!2, numa
extensa revisao de literatura sobre a aloxana.

Vinte por cento dos animais submetidos a inducdo de
aloxana (dez ratos) ndo ficaram diabéticos ou desenvolveram a
doenga numa gravidade leve ou moderada, sendo excluidos da
pesquisa. Vinte animais desenvolveram diabetes graves,
caracterizado por declinio ponderal significativo, com aumentos
relevantes da ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese em
niveis estatisticamente significativos, quando comparados com o
grupo normal (G1). A politiria, uma das caracteristicas do estado
hiperglicémico, ocorreu devido ao aumento da concentracdo de
glicose no filtrado glomerular, excedendo a capacidade das células
tubulares em reabsorvé-la, dando origem a diurese osmética. Esse
mecanismo tem sido o responsavel pela producdo de grande volume
de urina com elevada osmolaridade”.

A polidipsia presente nos animais diabéticos deve-se a
hiper-osmolaridade sangiiinea, em razdo de altos niveis de glicose
circulante, que faz a 4gua passar do meio intracelular para o
extracelular, a fim de manter o equilibrio osmético. A desidratacao
intracelular é percebida pelos osmorreceptores cerebrais,
desencadeando sede intensa®.

Essas alteracOes estiveram associadas, ainda, a
debilidade geral, pouca atividade, queda de pelos, distensdo
abdominal, catarata bilateral e episddios freqiientes de pediculose e
piodermites. Esses quadros foram relatados por Lee et al3#2, Orloff

et al®®, Ueda et al®, Brekke et al%, Macedo et al3!, Calderon’s,
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Spadella3¢, Breim, Lerco*? e Lerco et al”> em estudos com o diabetes
induzido por aloxana ou pela estreptozocina.

Animais diabéticos graves também apresentaram uma
alta taxa de mortalidade no seguimento tardio de 12 meses (50%),
em decorréncia de complicacdes metabdlicas do diabetes ,
associadas principalmente, a infeccdo pulmonar e caquexia. Estas
alteracbes também estdo concordantes com varios estudos

realizados, em longo prazo, por vérios autores36:56:5881,82

5. Quanto aos Exames Laboratoriais

As dosagens de glicemia de jejum, glicose urindria e
proteindria observadas nos 10 animais do grupo normal (G1),
mostraram-se dentro dos limites da normalidade para a espécie,
durante o seguimento. Por outro lado, os 10 animais do grupo
diabético (G2) evoluiram com parametros laboratoriais compativeis
com diabetes grave, em niveis estatisticamente significativos, como
observamos em trabalhos anteriores de Orloff et al®’; Ueda et al34,
Macedo et al313233, Spadella3¢, Macedo* e Lerco®.

A proteintria observada nesse estudo mostrou
resultados semelhantes aos obtidos por Weil et al*5, o quais
induziram diabetes em ratos com a estreptozotocina, e observaram
esses animais por um periodo de 9 meses, verificando um aumento
progressivo da proteintria a partir do 4° més. Mifsud et al¥,
estudando ratos diabéticos pela estreptozotocina, durante 6 meses,
relataram significativa proteintiria nos animais diabéticos em

relacdo ao grupo controle.
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6. Quanto aos Parametros Histolégicos - Estudo Morfométrico

6.1. Histopatologia Renal

O critério adotado nesta pesquisa para andlises
morfolégicas e morfométricas do tecido renal de ratos normais e
diabéticos foi baseado em um estudo realizado por Patrakka et al®,
que analisaram bidpsias renais de humanos, ao microscépio
eletronico, e estabeleceram o numero minimo de 100 “slit
diaphragm” por amostra de tecido renal avaliada em elétron-
micrografias com imagens lineares.

Utilizando esta metodologia observamos que a espessura
da MBG de animais diabéticos foi significativamente maior nos
animais do grupo G2 em relagado aos animais do grupo normal G1, o
que esta de acordo com estudos realizados por Hagg*?, Mifsud et
al*” e Hansen et al®.

Nossas observagdes também comprovam estudos
anteriores nos quais foi observado que as lesdes cronicas
determinadas pelo diabetes sdao nitidamente relacionadas com o
tempo de exposicao a doenga, sendo mais graves nos animais com o
estado metabdlico descompensado®5647.

O espessamento da MBG é um sensivel marcador do
estado diabético. Acredita-se que seja conseqiiente a varios
distarbios metabdlicos, préprios do estado diabético, que se refletem
em todas as membranas, mais do que um defeito hereditario; na
realidade, ocorrem alteracdes nas membranas da pele, musculos,
retina, além da glomerular. Supunha-se que havia uma
predisposicao genética para o espessamento da MBG nas diversas

areas do organismo, tais como: musculos, pele, retina, rins e que
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fosse independente da hiperglicemia®. Steffes et al® demonstraram
serem necessdrias as anormalidades metabdlicas do diabetes para o
aparecimento desta alteracdo, quando verificaram em gémeos
idénticos, com e sem diabetes insulino dependente, que as
membranas de gémeos nao diabéticos tinham espessura normal,
enquanto nos diabéticos, as membranas eram espessadas. Eles
demonstraram, ainda, que ndo houve correlacdo entre o grau de
espessamento da membrana basal em musculo e membrana basal
glomerular nos diabéticos.

Ratos com  Diabetes Mellitus induzidos pela
administracdo endovenosa de aloxana desenvolvem lesdes renais
que muito se assemelham as lesdes encontradas no diabetes
humano36:39.40,90_

Essas lesOes, caracterizadas pelo comprometimento de
glomérulos e tabulos renais, iniciam-se precocemente na vida do
animal, assumem  cardter progressivo e  agravam-se
significativamente ap6s o 6' més do inicio do diabetes, em relagao
aos seus controles340,

Todavia, lesdes glomerulares ndo sdo exclusividades de
ratos diabéticos. Em estudos conduzidos em nosso laboratdrio®e40,
observou-se que ratos normais, nao diabéticos, apresentaram lesdes
renais progressivas com a idade, que ndo diferiram
histologicamente das lesdes observadas em animais diabéticos
sacrificados com um e trés meses de seguimento. Essas observacodes
ratificam a importadncia de estudos experimentais utilizando
amostras pareadas, com animais de idade e tempo de seguimento
equivalentes.

Brownlee e Spiro’!, através de técnicas utilizando

aminoacidos marcados com radiois6topos, verificaram em ratos
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diabéticos aloxanicos uma acelerada sintese de membrana basal
glomerular.

Na nefropatia diabética a producdo de matriz
extracelular, da qual se compde o tecido mesangial e a sintese da
membrana basal glomerular, supera a degradacdo, ocorrendo
acimulo de matriz protéica nos compartimentos glomerulares e
tabulo-intersticiais®.

No estudo de Lerco%’, a microscopia 6ptica, observou-se
um espessamento da MBG, associado ao alargamento mesangial e
espessamento da capsula de Bowmann em todos os animais
estudados, tanto normais como diabéticos. Todavia, essas lesOes
foram significativamente mais graves em animais diabéticos, a
partir do 6" més de seguimento.

O mais importante constituinte em termos quantitativos
da MBG é o coldgeno tipo IV. Outras macromoléculas incluem
proteoglicanos e glicoproteinas: laminina, fibronectina, nidogénio,
entactina. A prevencao do espessamento da MBG experimental foi
obtida com a normalizacao do diabetes pelo transplante de ilhotas
de Langerhans e pelo transplante de pancreas®®*®% , e em
experimento com o emprego de drogas por 12 meses de forma
isolada ou associada (acarbose e insulina); com diminuicdo do
espessamento da MBG, resultado esse ja observado a microscopia
eletronica por Macedo et al?.

A reversibilidade do espessamento da MBG na
nefropatia diabética é bastante lenta. Steffes et al®®, realizando
transplante de ilhotas de Langerhans, em ratos, depois de 7 meses
de diabetes, observaram que apdés 6 meses de normalizacdo da
glicemia ndo se observou tendéncia a normalizacao da MBG.

Em 1985, Macedo et al3?, em estudo semiquantitativo a

microscopia 6ptica, observaram reversao do espessamento da MBG
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apo6s transplante de pancreas, em ratos com diabetes de longa
duracao.

Fioretto et al**, em 1998, estudaram oito pacientes cinco
e dez anos depois de receberem transplante de pancreas, medindo a
MBG dos rins nativos desses pacientes, através do microscépio
eletronico. Esses autores constataram a diminuicdo do seu
espessamento aos cinco anos e uma normalizacdo do mesmo apds
dez anos; significando que o prolongado periodo de normoglicemia
reverteu o processo, ndo se conhecendo o real motivo para esses
resultados. E possivel que, além do aumento da sintese de MBG, a
glicosilagao do coldgeno que a constitui, contribua para lentificar a
sua degradagao®?, e que a substituicao de matriz glicosilada por
matriz ndo glicosilada, ap6s normalizacao glicémica, necessita de
tempo longo para ocorrer. Em 1980 Cohen et al*®® estudando
membrana basal glomerular de ratos diabéticos determinaram a
extensdo da glicosilagdo do colageno da MBG que foi
significativamente mais elevada nos ratos diabéticos do que nos
normais, enquanto que também foi observado que essa glicosilacdo
torna a MBG mais resistente a degradacdo proteolitica®. Reckelhoff
et al'® demonstraram que enzimas que degradam colageno de
membrana basal glomerular ou metaloproteinases estavam com
atividade diminuida em 50% nos ratos diabéticos induzidos pela
estreptozotocina.

E provéavel que a sintese aumentada e a degradacao
diminuida da MBG nao sejam fendmenos mutuamente exclusivos e
que operem simultaneamente em taxas diferentes, sendo que a
sintese aumentada é predominante no inicio da doenga, enquanto
que a degradagao diminuida ocorre mais tardiamente no curso do
diabetes.
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O perfeito controle das desordens metabdlicas no
diabetes é de fundamental importancia na prevencao, estabilizagao
ou mesmo reversdo das lesdes cronicas da doenca, incluindo o
espessamento da membrana basal glomerular.

O namero de poddcitos dos ratos diabéticos foi
significativamente menor que o observado nos ratos normais,
resultado também obtido por Mifsud et al*’.

A capsula de Bowman possui dois folhetos, um externo
ou parietal e um interno ou visceral; este é acoplado aos capilares
glomerulares e é revestido pelas células denominadas de poddcitos,
que sao formadas por corpo celular, do qual partem diversos
prolongamentos que sdo os processos podalicos. Os prolongamentos
interdigitam-se deixando entre si espagos denominados “slit
diaphragm”1l. Kriz et al'®? chamaram a atengdo para quatro
mecanismos, segundo os quais ocorre a progressiva lesdo
glomerular que resulta na glomeruloesclerose, e apontaram para a
importancia da perda dos podécitos. Do ponto de vista estrutural,
eles consideram o glomérulo como uma estrutura complexa, cuja
estabilidade depende das fungdes cooperativas entre a MBG, as
células mesangiais e os podocitos, que contrabalangam as forgas de
distensao do proprio glomérulo. Para esses autores, a insuficiéncia
desse sistema gera lesdes na sua estrutura. Consideram que ha uma
forte evidéncia de que os poddcitos sao incapazes de se regenerar no
periodo pods-natal, e que a perda dos poddcitos pode causar areas
“nuas” de MBG, que formam pontos potenciais para as lesdes
glomerulares irreversiveis, uma vez que nas areas “nuas”de MBG
ocorre aderéncia entre a MBG e as células epiteliais parietais
formando sinéquias. As sinéquias sdo o inicio da

glomeruloesclerose.
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Mundel'®, em editorial no “Kidney International”, de
2003, afirma que o podécito glomerular forma a barreira final a
perda de proteina urindria, o que explica porque a agressao do
poddcito esta intimamente associada com proteintaria evidente. Os
eventos iniciais, segundo estes autores, sdo caracterizados por
alteragdes moleculares do “slit diaphragm” dos poddcitos, sem
alteracdes morfoldgicas visiveis, ou por uma reorganizacdo das
estruturas dos processos podélicos com a fusdo dos “slit
diaphragm”, evidentes a microscopia eletronica. Os poddcitos
sofrem os seguintes eventos antes do desprendimento: vacuolizacdo
e formacdo de pseudocistos. Os resultados desses eventos levam a
formacao das sinéquias, entre a MBG e as células parietais!'??; lesdes
estas consideradas irreversiveis, evoluindo para glomeruloesclerose
e insuficiéncia renal terminal.

Petermann et al'® afirmam que esta bem estabelecido
que a diminuicdo do nudmero de poddcitos, contribui para a
instalacdo da glomeruloesclerose e que na nefropatia diabética o
namero de podocitos estd diminuido. Consideram trés razdes para
este fato: 1) os poddcitos sao incapazes de se regenerar e substituir
as células perdidas, 2) ocorre a apoptose dos poddcitos e 3) os
podécitos se desprendem das células da MBG.

Por outro lado, varios estudos tém documentado a
presenca de poddcitos urindrios em varias doengas glomerulares em
animais e humanos, incluindo a nefropatia diabética'®.

Vogelmann et al'%, referiram a presenca de poddcitos
humanos viaveis na urina em individuos saudaveis e em nefropatas
e concluiram que na doenca avangada, os poddcitos vidveis se
destacam do tufo glomerular devido a fatores locais e nao a defeitos
dos podécitos de “per si”, enquanto que nos individuos saudaveis

sdo os podocitos senis que se desprendem e sdo eliminados pela
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urina. Admite-se que os poddcitos ndo proliferam, porém, tem sido
observado em cultura de células (in vitro) que estas estruturas
tiveram proliferagdo por 5 dias, porém com apoptose a seguir!%.

Steffes et all%” estudando bidpsias renais de pacientes
diabéticos tipo I, com diferentes idades e tempo de doenga, e as
comparando com biopsias renais normais, documentaram a
estabilizacdo do niimero de poddcitos entre a 2% e a 7* décadas da
vida, em individuos ndo diabéticos, além da diminuicdo
significativa do niimero de poddcitos nos diabéticos de curta ou
longa duragao, afirmando pelos seus resultados que no diabetes tipo
I, em média, é perdido um em cada cinco podécitos glomerulares,
nos primeiros cinco anos de doenca.

Estudo de Vestra et al®, analisando 67 pacientes
diabéticos tipo II: 21 normoalbumintricos, 23 microalbumintricos e
23 proteintricos, por andlise morfométrica e microscopia eletronica
de biopsias renais, encontraram um namero menor de poddcitos por
glomérulo no grupo diabético, em relacdo ao grupo normal, sendo
observado um valor menor, nos microalbumindricos e
proteintricos, em relacdo aos normoalbumintricos.

A excrecdo urindria de proteina que caracteriza a
nefropatia diabética aponta, entdo, para o papel do poddcito para
explicar a sua patogénese. Meyer et al* estudaram 16 indios Pima
diabéticos, por 13 anos, observando uma elevacao da albumintria
de 67 mg/dl para 625 mg/dl, e observaram em bi6psias renais que
dentre as caracteristicas morfolégicas glomerulares, o namero de
poddcitos foi o fator mais relevante no prognoéstico da progressao
da doenga renal; os pacientes com menor numero de células
apresentavam uma progressao rapida da glomeruloesclerose.

Mifsud et al¥ observaram experimentalmente uma

diminuicdo do nimero de “slit diaphragm” que é indicativo de
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fusdo dos processos podais dos podécitos € também, um menor
namero de poddcitos em ratos diabéticos induzidos pela

estreptozotocina.

observado em ratos diabéticos proteintricos, a longo prazo, esta de
acordo com os relatos da literatura, e reproduz o que tem sido
observado, tanto na nefropatia diabética humana*®°%1% como

experimental?’.

mecanismos considerados para a podocitopenia e glomérulo-

esclerose.

Agressao

'

Podécito

O ntmero estatisticamente menor de poddcitos por noés

O esquema abaixo (Fig. 19) resume os principais

Apoptose

Desprendimento

Falta de proliferagcéao

Figura 19. Apods agressdo, os podécitos podem sofrer apoptose ou
desprendimento da MBG ou falta de proliferacdo. Esses eventos causam

podocitopenia que contribui para a glomeruloesclerose progressiva. Adaptado

'

Podocitopenia

!

Glomeruloesclerose

de Mundel & Shankland48.
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Além da wultraestrutura, a composicio do “slit
diaphragm” tem sido muito estudada. Em 1974, Rodewald &
Karnovsky'® descreveram o “slit diaphragm” pela microscopia
eletronica de transmissdo como sendo uma estrutura protéica
tridimensional formando pontos com padrao semelhante a um
ziper.

Nos ultimos dois anos, tém se intensificado os estudos
sobre a estrutura e formacdo do “slit diaphragm”, mostrando que
este é constituido por uma malha de nefrina. Outras proteinas sao
encontradas na barreira de filtracdo glomerular: podocina, CD2AP,
Z0-1, actina e alfa actina 4, sendo estas tultimas, proteinas
podocitérias, intimamente ligadas a nefrina e interagindo com ela™.

A figura 20 representa um modelo molecular do “slit
diaphragm” e as moléculas protéicas ja descritas até o momento, e

inclui a sinaptopodina e a Neph 1.
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- -0

= COZAP

= Mophicin
= podocin

sl = Meph 1

— = GCTIN

L-—2 = g-Aatinin-4
Lr] = Synaptopodin

Figura 20. Modelo molecular do “slit diaphragm”. As linhas verticais em azul
representam os limites de dois processos poddlicos adjacentes. A nefrina
intracelular liga-se a podocina e a CD2 AP. A Neph 1 liga-se a podocina e ZO-1.
A CD2AP liga-se a actina, alfa actina 4 e sinaptopodina. Essas interacoes
proporcionam estabilidade ao “slit diaphragm” e talvez aos processos

podalicos. Adaptado de Miner JH#9.
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Langham!!! estudaram em pacientes diabéticos a
expressdo da nefrina, obtendo material renal diabético através de
biopsias em 14 pacientes diabéticos e material renal (cértex) normal,
em 6 pacientes submetidos a remogdao do rim, devido a tumor
maligno. Como resultado, obtiveram reducdo significativa da
expressao da nefrina nos pacientes diabéticos e uma relacdo inversa
entre esta e o grau de proteintria.

Kelly et al'? estudaram a expressdo do gene da nefrina
em ratos diabéticos proteintricos pela estreptozotocina e obtiveram
como resultado, uma expressdo menor nos animais diabéticos com
relacdo ao grupo controle. Isto pode ser explicado pelo ntmero
menor de poddcitos, ou por ter havido uma reducdo primaria da
nefrina que desestabilizou a estrutura ocasionando a perda do
poddcito e também a proteintria.

A extensdo dos “slit diaphragm”, no trabalho por noés
realizado, foi significativamente menor nos ratos diabéticos, quando
comparada a observada nos ratos normais. Resultado semelhante foi
observado por Bjorn et al''3. Estes autores estudaram 28 pacientes
diabéticos proteintiricos, microalbumintricos e normoalbuminu-
ricos e 11 rins de doadores nao diabéticos. Encontraram uma
diminuigao significativa na extensdo dos “slits” no grupo diabético
com proteiniria quando comparado com o  grupo
normoalbumindtrico. Estes autores que em comunicagdo pessoal,
Rash R., cita um estudo com ratos diabéticos proteintricos,
induzidos pela estreptozotocina, no qual observou-se diminuigao da
extensdo do “slit diaphragm”, como observado em nossos
resultados. Bjorn et al'’® enfatizam que uma maior extensao do “slit
diaphragm” ndo é o fator responsdvel pela perda urindria de
albumina em pacientes diabéticos; e que a explicacdo para tal evento

estd baseada nos constituintes celulares. A membrana celular dos
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poddcitos e os diafragmas sdo revestidos por espessa camada, rica
em sialoglicoproteinas (ex. podocalixina, podoendina), responsaveis
pela carga negativa destas células. Mais ainda, os prolongamentos
contém microtabulos, microfilamentos e alguns ribossomos
livres80101, A reducdo da extensdo do “slit diaphragm” poderia,
segundo Bjorn et al'’3, derivar de uma perda progressiva dessas
cargas favorecendo o transito de um polidnion (albumina) através
da barreira glomerular's.

Nesse trabalho é provavel ter havido uma diminuicao
primaéria da quantidade de nefrina dos “slit diaphragm”, bem como
uma diminuicdo das cargas negativas desses “slit diaphragm”,
resultando em proteintria.

Podemos afirmar que o estado diabético determinou
alteragdes estruturais significativas na barreira de filtracdo
glomerular constituida pela MBG, pelos podécitos e pelos “slit
diaphragm”, o que resultou em proteintria, e que estas alteragdes
estruturais determinardo a glomeruloesclerose progressiva,

caracteristica da nefropatia diabética experimental.
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Baseados nos resultados obtidos e nas condicdes

experimentais do presente trabalho, concluimos que:

1. A aloxana a 2%, na dose de 42 mg/kg de peso corporal,
induziu um quadro de diabetes experimental grave no rato,
diagnosticado por hiperglicemia, glicostria, alteragdes clinicas
evidentes quanto ao peso, ingestdo hidrica e diurese, bem
como o desenvolvimento de proteintria;

2. Os glomérulos renais de animais diabéticos proteintricos
demonstraram ter maior espessura da MBG, menor niimero
de podécitos, menor ntimero de “slit diaphragm” e menor
extensdo dos “slit diaphragm”; lesdes estas compativeis com a
nefropatia diabética;

3. O estudo morfométrico do rim mostrou-se de grande valia
para a caracterizagdo ultra-estrutural da microangiopatia e

nefropatia diabética.
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Sessenta animais da espécie “Rattus wistar” de ambos os
sexos, pesando de 200 a 300 gramas, foram divididos em dois
grupos experimentais: G1 ou grupo normal, constituido por dez
animais e G2 ou grupo diabético, constituido inicialmente por 50
animais, que foram inoculados com aloxana a 2% por via
endovenosa, na dose de 42mg/kg de peso corporal. Desses, dez
animais com diabetes experimental grave (glicemia maior que
200mg/dl), sobreviveram durante o seguimento de 12 meses e
constituiram o grupo diabético ou G2. Os seguintes parametros
clinicos e laboratoriais foram estudados em cada grupo
experimental: aspecto geral dos animais, peso, ingestdo hidrica,
ingestdo alimentar, diurese e dosagens da glicemia, glicose urinaria
e proteintria. As observacdes, com excecdo da proteindria de 24
horas, foram observadas em trés momentos experimentais: inicial ou
14 dias ap6s a indugdo do diabetes no grupo diabético e 14 dias de
observacdao no grupo normal, 6° e 12° més de seguimento. A
dosagem da proteindria de 24 horas foi efetuada no 12° més de
seguimento nos dois grupos experimentais.

Ap6s o 12° més de seguimento, os animais foram
sacrificados, apds anestesia, e o rim direito de quatro animais
diabéticos e quatro animais normais, escolhidos ao acaso, foi
preparado para o estudo a microscopia eletronica. As elétron-
micrografias obtidas com aumento de 42.000 vezes foram analisadas
por morfometria pela utilizagao de sistema computadorizado “Quin
Lite 2,5 LEICA”, interessando a espessura da MBG, o ntimero de
podécitos, o nimero de “slit diaphragm”e a extensdao dos “slit
diaphragm”. Os resultados dos parametros clinicos e bioquimicos
foram analisados pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey e

pela analise ndo paramétrica de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis,



] Resumo 78

adotando-se o nivel de significancia de p< 0,05. Os resultados dos
estudos morfométricos foram avaliados por anélise ndo paramétrica
pelo teste de Mann-Whitney, usando o programa para
computadores “Sigma Stat 2,07, adotando-se o nivel de significancia
de 5%. Os animais do grupo G2 apresentaram peso corporal
inferior, e ingestdo hidrica e diurese mais elevadas que os animais
do grupo G1; o aspecto geral dos animais do grupo G2 esteve
comprometido, o que ndo ocorreu no grupo G1.

A glicemia e a glicosuria do grupo G2 sempre foram
superiores as do grupo G1. A proteintria do grupo G2 foi superior a
do grupo G1.

Quanto a analise morfométrica, a espessura da MBG dos
animais do grupo G2, foi significativamente maior do que a
observada nos animais do grupo G1. O nimero de poddcitos e de
“slit diaphragm” foi significativamente menor nos animais do grupo
G2 em relagdo ao grupo G1, e a extensao dos “slit diaphragm”
significativamente menor no grupo G2 em relacdo ao grupo G1.

Concluiu-se que a aloxana a 2% produziu quadro grave
de diabetes experimental com proteinuria significativa, e que o
estudo morfométrico mostrou-se de grande valia para a
caracterizacdo da nefropatia diabética experimental em ratos
proteintricos. Esta caracterizou-se morfometricamente pelo maior
espessamento da MBG, menor nimero de podécitos e de “slit

diaphragm” glomerulares e menor extensao dos “slit diaphragm”.
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Sixty “Rattus wistar” of both sexes with 200-300 g of body
weight, were divided in two experimental groups: normal group
(G1 - 10 animals) and diabetic group (G2- 50 animals at the
beginning), which were inoculated with a endovenous injection of
2% alloxan in a dose of 42 mg /kg/body weight. From these ten
animals with severe experimental diabetics (glicemia > 200 mg%)
will survive during 12 months of follow-up, being considered the
experimental group (G2).

The following clinic and laboratory parameters were
studied: clinical aspect, body weight, water and food intake,
diuresis, as well fasting glycemia, urinary glucose and proteinuria.
The observations, excepting proteinuria (24 hours) were made at
three experimental moments as it follows: initial or 14 days after
diabetes induction or follow-up (normal controls) and at 6 and 12
months. Proteinuria was measured at the 12 month in boths
groups.

After 12 months of diabetes induction or follow-up (G1),
the animals were sacrificed being the right kidney from four animals
of each group processed for Electron Mycroscopy. The electron
micrographys were taken with magnification of 42,000 and were
analysed according to morphometric techniques by using computer
System “Quin Lite 2.5 LEICA”, being studied the following aspects:
glomerular basement membrane thickening, podocytes and slit
diaphragm number, and the slit diaphragm extension.

The results of the clinical and laboratory parameters
were statistically analysed according to Tukey’s multiple
comparison being used the level of 5% significance. The results of
morphometric study were analysed according to Mann-Whitney
and Kruskal-Wallis test, using a software “Sigma Stat 2,07, being

used level of 5% significance. G2 group presented lower body
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weight, higher water intake and diuresis than G1 group; the general
aspect of G2 group was compromised.

The glycemic levels and the urinary glucose levels of G2
group were always higher than G1 group. The proteinuria of G2
group were higher than G1 group.

In regard to the morphometric analysis, the glomerular
basement membrane thickness of G2 group was significantly
increased than the observed in animals of G1 group. The podocyte
and the slit diaphragm number of G2 group was significantly
decreased than the observed in animals of G1 group, and the slit
diaphragm extension was significantly decreased in G2 group
comparing with G1 group.

We concluded that the 2% alloxan induced a severe
experimental diabetes including a significative proteinuria, and that
the morphometric study was of great value for the diabetes
nephropathy characterization in proteinuric rats. The main
morphometric characterist were: increasing of the GBM thickness,
decreased number of podocytes and of the slit diaphragm and

decreased slit diaphragm extension.
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Tabela I - Grupo Diabético - 12 MESES - Peso em gramas - Evolucdo no seguimento.

n° animal IN 4° dia 14° dia 6m 12m
537 200 160 190 205 250
539 230 200 200 205 -
540 250 210 200 190 -
545 200 170 180 - -
549 300 310 320 310 280
550 280 250 240 - -
551 230 200 180 200 -
552 320 280 250 - -
560 240 230 200 - -
561 245 210 205 - -
577 320 285 295 285 225
597 320 340 355 315 285
602 280 295 305 315 270
612 270 250 230 - -
620 225 190 210 200 -
631 320 300 305 310 215
635 290 280 270 290 230
647 275 285 305 285 220
682 295 290 315 320 230
690 285 280 280 290 235

Tabela II - Grupo Normal - 12 MESES - Peso em gramas - Evolugdo no seguimento.

n°® animal IN 4° dia 14° dia 6 m 12m
815 290 300 320 480 520
816 330 340 345 465 530
817 335 340 380 460 500
818 305 315 325 400 430
819 325 330 340 395 440
820 300 310 330 475 520
821 280 290 290 340 510
822 290 295 300 410 500
823 330 330 330 450 540
825 290 295 305 420 525
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Tabela III - Grupo Diabético - 12 MESES- Ingestdo hidrica em ml/24h - Evolugdo no
seguimento.

n° animal IN 4°dia 14° dia 6m 12m
537 127 65 100 120 142
539 134 150 175 185 -
540 176 145 139 159 -
545 198 200 190 - -
549 75 70 80 112 136
550 128 145 139 - -
551 185 117 200 198 -
552 205 105 170 - -
560 118 132 139 - -
561 260 180 190 - -
577 252 125 200 200 200
597 159 90 90 124 40
602 80 120 105 183 140
612 110 180 245 - -
620 200 230 240 190 -
631 110 120 150 170 210
635 130 100 90 140 220
647 117 98 89 139 217
682 149 103 96 150 215
690 190 180 175 189 217

Tabela IV - Grupo Normal - 12 MESES - Ingestdo hidrica em ml/24h - Evolugdo no
seguimento.

n° animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
815 65 50 25 50 48
816 50 45 40 40 55
817 50 45 37 39 54
818 62 50 29 60 50
819 58 55 25 40 48
820 67 60 50 49 45
821 50 47 40 50 54
822 47 50 39 38 49
823 59 60 55 56 45

825 61 55 45 45 53
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Tabela V - Grupo Diabético - 12 MESES-Ingestdo alimentar em g/12h- Evolucdo no
seguimento.

n° animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
537 30 15 15 15 30
539 35 15 20 40 -
540 40 10 15 15 -
545 30 15 20 - -
549 40 10 30 25 30
550 35 15 20 - -
551 30 20 30 30 -
552 30 15 10 - -
560 40 10 20 - -
561 30 25 20 - -
577 40 50 40 35 55
597 30 15 20 30 15
602 35 25 40 35 25
612 35 15 20 - -
620 30 25 15 15 -
631 35 20 20 15 20
635 30 20 25 25 25
647 35 15 15 35 20
682 30 10 15 30 15
690 35 20 25 35 20

Tabela VI - Grupo Normal - 12 MESES- Ingestdao alimentar em g/12h - Evolugdo no

seguimento.
n° animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
815 25 25 20 15 20
816 30 30 25 25 25
817 30 25 20 35 25
818 25 30 30 30 20
819 30 30 25 35 30
820 25 30 30 19 30
821 30 25 25 10 30
822 25 30 25 10 30
823 25 25 30 35 25

825 30 30 25 30 30
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Tabela VII - Grupo Diabético - 12 MESES - Diurese em ml/24h - Evolugdo no seguimento.

n° animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
537 90 34 74 75 80
539 70 55 60 49 -
540 100 50 64 39 -
545 99 40 72 - -
549 35 18 90 100 90
550 60 67 80 - -
551 90 49 60 98 -
552 50 80 70 - -
560 70 114 112 - -
561 50 79 86 - -
577 124 91 130 150 113
597 50 55 68 74 80
602 45 83 50 140 115
612 68 90 59 - -
620 90 115 90 110 -
631 110 90 80 112 115
635 80 95 90 82 110
647 115 89 94 49 109
682 67 79 60 64 105
690 103 85 80 56 99

Tabela VIII - Grupo Normal - 12 MESES - Diurese em ml/24h - Evolugado no seguimento.

n° animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
815 21 20 15 8 5
816 12 10 11 8 5
817 21 12 10 10 2
818 20 18 15 10 1
819 19 15 12 10 3
820 15 18 15 10 10
821 19 17 10 15 9
822 20 21 20 9 10
823 13 10 15 12 11
825 20 20 15 12 13
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Tabela IX - Grupo Diabético - 12 MESES - Glicemia em mg/dl - Evolugdo no seguimento.

n°® animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
537 421 280 333 382 460
539 410 480 510 550 -
540 395 410 495 390 -
545 350 440 500 - -
549 280 435 224 372 672
550 349 430 450 - -
551 325 460 500 520 -
552 330 460 450 - -
560 310 390 550 - -
561 345 370 390 - -
577 313 365 472 514 152
597 202 289 218 125 280
602 195 323 225 444 323
612 360 330 490 - -
620 359 270 350 500 -
631 398 290 300 318 480
635 371 301 308 340 501
647 380 270 299 315 486
682 290 315 340 510 559
690 319 428 450 433 492

Tabela X - Grupo Normal - 12 MESES - Glicemia em mg/dl - Evolugdo no seguimento.

n°® animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
815 112 135 110 100 80
816 135 120 85 100 87
817 128 114 100 86 112
818 112 115 120 116 100
819 116 114 110 100 83
820 110 111 115 100 92
821 105 103 107 110 84
822 115 110 112 97 97
823 119 109 117 85 85
825 102 100 107 106 81
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Tabela XI - Grupo Diabético - 12 MESES - Glicose urinaria em mg/dl - Evolugdo no

seguimento.

n° animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
537 4210 5899 7980 6414 4602
539 4368 6000 7021 6589 -
540 2190 5693 4759 5649 -
545 4570 3433 3468 - -
549 3590 4430 4999 5143 4999
550 2295 4543 3990 - -
551 3202 4404 5570 5905 -
552 2190 3094 5915 - -
560 3643 3490 5905 - -
561 3324 4750 4300 - -
577 2284 4473 5430 5732 5813
597 3199 5732 4999 5601 3455
602 2795 5282 4999 4182 3900
612 2905 5100 5805 - -
620 3605 4906 5019 6495 -
631 3790 4320 4880 4698 4908
635 3504 4001 4809 4880 4991
647 3225 3806 4003 4430 4739
682 3009 3807 4198 4047 5082
690 2905 3018 3321 3949 4009

Tabela XII - Grupo Normal - 12 MESES

- Glicose urindria em mg/dl - Evolucdo no

seguimento.

n° animal IN 4°dia 14°dia 6m 12m
815 10 11 6 10 8
816 9 11 11 8 9
817 9 4 4 10 11
818 11 9 10 11 11
819 9 11 7 12 17
820 8 9 9 7 10
821 10 11 9 11 8
822 9 11 7 6 9
823 10 8 6 6 9
825 8 10 8 7 10
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Tabela XIII - Grupo Diabético - 12 MESES - proteintria em mg/24horas - Evolugdo no

seguimento.
n° animal Volume urindrio 12m proteindria
ml/24h mg/24h
537 80 0,0105
539 110 -
540 115 -
545 112 -
549 90 0,0620
550 110 -
551 100 -
552 89 -
560 96 -
561 89 -
577 113 0,0255
597 80 0,1430
602 115 0,0995
612 105 -
620 100 -
631 115 0,0495
635 110 0,0680
647 109 0,0655
682 105 0,1046
690 99 0,0227

Tabela XIV - Grupo Normal - 12 MESES - proteintiria em mg/24horas - Evolugdo no

seguimento.
n° animal Volume urindrio  12m proteindria
ml/24h mg/24h
815 5 0,0041
816 5 0,0025
817 2 0,0018
818 1 0,0019
819 0,3 0,0006
820 10 0,0025
821 9 0,0014
822 10 0,0012
823 11 0,0015

825 13 0,0091




Tabela XV.a. Rato diabético n°549. Estudo morfométrico através da analise de Elétron-
micrografias dos rins de ratos diabéticos, em sistema computadorizado para analise de
imagens (Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes parametros: nimero de podécitos,
ndmero de “slit diafragm”, espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm

(micrémetro) e extensao do “slit diafragm” em nm (micrometro).
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Namero Numero  Nimero de  Membrana Basal Glomerular (mm) Extensé&o do“Slit diafragm” (mm)

da*Foto” podgﬁitos dia‘;rs,;gm" Média Méximo Minimo Média Méximo Minimo
1 6 3 0,253916 0,26471 0,241323 0,032382 0,03341 0,029041
2 7 5 0,448465 0,467997 043176 0,006939 0,008224 0,004112
3 13 1 0,319965 0549723  0,295036 0,009766 0,016705 0,004112
4 3 0,330502 0350034  0,283471 0,006939 0,008224 0,004112
5 4 0,268565 0287583  0,240552 0,008481 0,009252 0,005911
6 7 2 0,534046 0645327 0532504 0,014649 0,021331 0,009252
7 11 5 0,587502 0,729623 0428933 0,01542 0,022359 0,008224
8 8 2 0,245178 0273705  0,220763 0,010537 0,011822 0,009252
9 6 3 0,315082 0348492  0,253916 0,012593 0,020817 0,004112
10 9 6 0,310456 0,35466 0,281929 0,009766 0,018504 0,004112
11 9 4 0,327932 0,36237 0,299919 0,014392 0,018504 0,009252
12 9 4 0,482132 0539186  0,408116 0,015163 0,030069 0,005911
13 12 2 044718 0515028  0,346436 0,018504 0,018504 0,018504
14 8 3 0,441783 0,49601 0,384472 0,012593 0,016705 0,008224
15 10 2 0435101 0488814  0,343095 0,021331 0,024158 0,018504
16 6 3 0,256229 0288868  0,222562 0,021588 0,024929 0,017219
17 7 4 0,274219 0280125  0,248005 0,014906 0,017733 0,009252
18 6 3 0,509374 0608576  0,284499 0,018504 0,030326 0,011822
19 5 0 0,323049 0379846  0,292209 0 0 0
20 6 1 0,292209 0368281  0,245692 0,017219 0,017219 0,017219
21 8 5 0,258542 0334357  0,202259 0,023387 0,035209 0,012593
22 9 5 0,24929 0279359  0,216651 0,021588 0,030069 0,013107
23 8 4 0,300947 0336413  0,249804 0,03341 0,041634 0,014906
24 9 2 0,239267 0,200924  0,222819 0,019018 0,025443 0,012593
25 9 2 0,24415 0273705  0,210483 0,022616 0,024158 0,020817
26 8 3 0,359029 0408116  0,308657 0,016705 0,020817 0,012593
27 9 7 0,319708 0396551  0,254173 0,015677 0,029555 0,008224
28 9 4 0,450778 0604721  0,335642 0,0257 0,033667 0,020817




Tabela XV.b. Rato diabético n® 597 Estudo morfométrico através da andlise de Elétron-
micrografias dos rins de ratos diabéticos, em sistema computadorizado para analise de
imagens (Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes parametros: nimero de podécitos,
namero de “slit diafragm”, espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm

(micrémetro) e extensao do “slit diafragm” em nm (micrometro).
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Nimero Nimero NUr‘rJer_o de  Membrana Basal Glomerular (nm) Extensdo “Slit diafragm” (nm)
da *Foto” podgiitos diafrs,r!\gm" Média Maximo Minimo Média Méaximo Minimo
1 10 6 0,183755 0,206628 0,163966 0,022873 0,031611 0,013107
2 8 4 0,249547 0,277817 0,226931 0,029298 0,032639 0,024929
3 12 6 0,276789 0,33974 0,2163%4 0,022873 0,029041 0,012593
4 6 3 0,350805 0,363141 0,331016 0,024672 0,031611 0,017733
5 9 4 0,264967 0,28784 0,237982 0,024672 0,030326 0,016705
6 10 7 0,256229 0,288868 0,226674 0,028784 0,041634 0,020817
7 7 4 0,208891 0,327932 0,270621 0,028527 0,033667 0,022359
8 11 7 0,242608 0,275247 0,208427 0,032382 0,038293 0,024929
9 9 7 0511944 0,612431 0,443325 0,037522 0,048573 0,026214
10 10 6 0,273962 0,360057 0,242351 0,02827 0,037265 0,020817
11 10 6 0,240552 0,301718 0,204058 0,030326 0,046517 0,018504
12 12 6 0,262397 0,294522 0,241323 0,03341 0,047545 0,023644
13 7 4 0,234641 0,263425 0,207142 0,039835 0,047545 0,030069
14 9 5 0,454376 0,538929 0,3962%4 0,022616 0,025443 0,020817
15 9 4 0,407345 0512715 0,335642 0,019018 0,021331 0,017219
16 11 4 0,290153 0,350291 0,21845 0,025443 0,020041 0,017733
17 9 3 0,295807 0,316624 0,271392 0,018504 0,022359 0,012593
18 10 4 0,433816 0,474679 0,406317 0,029555 0,037265 0,020817
19 5 2 0,487015 0541756 0,435872 0,021074 0,023644 0,018504
20 10 8 0,238753 0,32639 0,200203 0,024158 0,033667 0,018504
21 8 4 043176 0501921 0,364683 0,023644 0,028013 0,017733
2 8 4 0,301975 0,381131 0,254173 0,026728 0,029555 0,023644
23 9 4 0,295807 0,325105 0,253916 0,022873 0,028013 0,020817
24 11 6 0,3644 0476221 0,272677 0,028527 0,031611 0,020817
25 7 5 0,171162 0,184783 0,154457 0,026985 0,033667 0,026985
26 8 3 0,201488 0,237725 0,150859 0,029041 0,035466 0,018504
27 4 1 0,245178 028784 0,192236 0,029555 0,029555 0,029555
28 5 2 0,235155 0,26214 0,192493 0,020817 0,024929 0,016705
29 8 2 0,206371 0,310456 0,151373 0,013107 0,016705 0,009252
30 7 3 0,252374 0,283214 0,219478 0,011308 0,017219 0,008224
31 7 3 0,18247 0,197376 0,16191 0,024415 0,024929 0,024158
32 9 6 0,263168 0,286812 0,238496 0,022873 0,037522 0,012593
3 5 1 0,291181 0,334357 0,253145 0,023644 0,023644 0,023644
A 7 3 0,231043 0,28784 0,204058 0,022873 0,026728 0,020817
35 5 2 0,3289% 0,359029 0,280387 0,020817 0,023644 0,016705
36 7 3 0,205086 0,225132 0,184783 0,023387 0,030069 0,016705
37 8 5 0,30069 0,341553 0,271649 0,016705 0,021331 0,011822
38 7 3 0,283471 0,359286 0,200455 0,023644 0,025443 0,020817
39 9 5 0,232585 0,290924 0,186325 0,024929 0,032639 0,014906
40 12 7 0,23387 0,270621 0,183241 0,023644 0,033667 0,020817
41 6 2 0,227188 0,2827 0,187867 0,025186 0,029555 0,020817
42 6 1 0,28013 0,347464 0,217422 0,018504 0,018504 0,018504
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Tabela XV.c. Rato diabético n° 631. Estudo morfométrico através da analise de
Elétron-micrografias dos rins de ratos diabéticos, em sistema computadorizado para
analise de imagens (Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes parametros:
numero de podécitos, numero de “slit diafragm”, espessura da membrana basal
glomerular (MBG) em mm (micrometro) e extensdo do “slit diafragm” em mm
(micrémetro).

Nimero Numero Nl’Jmer_o de  Membrana Basal Glomerular (nm) Extensé&o “ Slit diafragm” (nm)
da*Foto” podginos dia}?;gm" Média Méaximo Minimo Média Méaximo Minimo
1 9 5 0,262911 0,292209 0,202259 0,0107%4 0,017733  0,004112
2 9 5 0,285013 0,321764 0,247491 0,01799 0,021074  0,013107
3 12 5 0,239781 0,272677 0,199946 0,015934 0026214  0,005911
4 10 9 0,273962 0,292209 0,245435 0,021845 0,03x466  0,013107
5 8 5 0,280644 0,351062 0,245435 0,013364 0,020817  0,004112
6 8 5 0,274219 0,28784 0,255201 0,01542 0,020817  0,015677
7 8 4 0417111 0,494725 0,358515 0,014906 0,020817  0,009252
8 8 3 0,430732 0,494725 0,399892 0,011308 0,013107  0,009252
9 8 5 0,327161 0,346179 0,303003 0,019018 0,029555  0,011822
10 9 6 0,392182 0,442297 0,345922 0,013621 0,021331  0,009252
1 8 5 0,276275 0,306344 0,243893 0,014392 0,018504  0,009252
12 9 3 0,276018 0,313026 0,233613 0,01028 0,013107  0,008224
13 5 2 0,310199 0,332301 0,283214 0,016705 0,024158  0,009252
14 9 4 04112 0,523252 0,324334 0,016448 0,026728  0,005911
15 8 2 0,29555 0,368795 0,250575 0,011565 0,014906  0,008224
16 8 6 0,315339 0,371108 0,264967 0,018504 0,030069  0,012593
17 10 8 0,413256 0,582362 0,296321 0,02056 0,028013  0,016705
18 7 4 0,465427 0,552807 0,304031 0,03289%6 0,041634  0,028013
19 10 5 0,464656 0,601637 0,387299 0,020046 0,029041  0,012593
20 8 3 0,44975 0,476992 0,410686 0,014906 0,020817  0,005911
21 9 5 0,467997 0,530448 0,407859 0,019275 0,025443  0,012593
2 6 3 0,60138 0,766117 0,351062 0,016705 0,025443  0,008224
23 9 5 0,272934 0,3084 0,191979 0,021845 003341 0011822
24 8 3 0,40349 0,499865 0,350034 0,022102 0029041  0,018504
2 8 3 0,359543 0,445381 0,290924 0,019532 0,020817  0,016705
26 7 3 0,310713 0,396294 0,262397 0,020817 0031611  0,013107
27 9 7 0,509888 0,571054 0,450521 0,029041 0,044204  0,018504




Tabela XV.d. Rato diabético n°® 647 Estudo morfométrico através da andlise de Elétron-
micrografias dos rins de ratos diabéticos, em sistema computadorizado para andlise de
imagens (Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes parametros: nimero de podécitos,
ndmero de “slit diafragm”, espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm

(micrémetro) e extensdo do “slit diafragm” em nm (micrometro).
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Ndmero Numero  Numero de  \embrana Basal Glomerular (nm)

Extenséao “Slit diafragm” (mm)

da *Foto” podgiitos diafrs,r!\gm" Média Maximo Minimo Média Méaximo Minimo
1 7 4 0,272934 0,33153 0,222562 0,024415 0,026728  0,020817
2 7 3 0,226674 0,246463 0,20046 0,016448 0,024158  0,008224
3 10 7 0,199689 0,242351 0,149317 0,016705 0,020817  0,013107
4 12 8 0,265224 0,291952 0,188895 0,016448 0021331  0,012593
5 4 0 0,461829 054227 0,309942 0 0 0
6 10 7 0,221791 0,245178 0,204315 0,025957 0,033667  0,018504
7 8 6 0,210226 0,254944 0,169877 0,029298 0,03x466  0,023644
8 8 5 0432531 0,595983 0,273962 0,024158 0032639  0,018504
9 9 7 0,272677 0,353375 0,219478 0,024158 0,044975  0,012593
10 12 8 0,401948 0,53199 0,314054 0,02056 0,030069  0,012593
11 7 5 0,28989% 0,342324 0,258285 0,021331 0,026728  0,016705
12 8 4 0,357487 0,496524 0,240552 0,018504 0022359  0,016705
13 11 7 0,3289%6 0,367253 0,200924 0,021588 0025443  0,016705
14 12 9 0,389098 0,446409 0,311998 0,020817 0,030326  0,008224
15 6 3 0,303517 0,387042 0,206114 0,024158 0,033667  0,016705
16 1 6 0,389098 0,42405 0,353889 0,028784 0,038293  0,020817
17 7 3 0,309685 0,364169 0,244921 0,024158 0,026728  0,020817
18 7 4 0421223 0471081 0,404261 0,027242 0037522 0,021331
19 6 3 0,237468 0,266766 0,216908 0,021845 0026214  0,013107
20 8 4 0,319708 0,358001 0,299919 0,026471 0,030326  0,020817
21 5 3 0,256743 0,301461 0,220249 0,019789 0,023644  0,014906
2 7 3 0,263425 0,310199 0,24158 0,020303 0022359  0,017219
23 7 4 0,253145 0,273962 0,236697 0,026471 0031611 0,020817
24 7 4 0,305573 0,32639 0,270621 0,03598 0,048573  0,029555
25 8 2 0,209712 0,246206 0,174246 0,029812 0,034438  0,025443
26 9 5 0,228473 0,2827 0,175531 0,026214 0,034438  0,020817
27 7 2 0,255972 0277817 0,24158 0,025186 0020041 0,021331
28 8 5 0,429961 0,483931 0,397322 0,023901 0,030326  0,018504
29 6 3 0,309171 0,370594 0,267023 0,02056 0,028013  0,013107
30 6 2 0,346179 0,379846 0,322021 0,029812 0,030326  0,029041
31 7 3 0,248519 0,29812 0,214081 0,028527 0,033667  0,022359
32 6 2 0,301975 0,315082 0,269593 0,018761 0,020817 0,016705
3 6 2 0,381131 0,422251 0,341039 0,023644 0,026728  0,020817
A 5 1 0,366739 0,439984 0,285784 0,018504 0,018504  0,018504
35 7 2 0,293237 0,329731 0,259056 0,02827 0,031611  0,024929
36 4 1 0,361342 0,397322 0,338726 0,025443 0025443  0,025443
37 6 1 0,39835 0,434073 0,343352 0,013107 0,013107  0,013107
38 6 3 0,285784 0,301718 0,265995 0,027242 0,030326  0,024929
39 7 4 0,260855 0,283214 0,239524 0,024672 0,030326  0,017219

Ratos diabéticos. (elétron-micrografias =136)
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Tabela XVI.a. Rato normal n° 818. Estudo morfométrico através da analise de Elétron-
micrografias dos rins de ratos normais, em sistema computadorizado para anélise de imagens
(Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes pardmetros: nimero de podécitos, nimero de
“slit diafragm”, espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm (micrémetro) e
extensdo do “slit diafragm” em nmm (micrémetro).

NGmero Numero  NUmero de  Membrana Basal Glomerular (mm) Extens&o “Slit diafragm” (mm)
da “Foto” podgiitos dia‘;rs;gm" Média Maximo Minimo Média Maximo Minimo
1 10 6 0,245178 0,291438 0,20817 0,026985 0,041634 0,016705
2 1 4 0,239524 0280644  0,200974 0,026214 0,030326 0,017219
3 12 9 0,212025 0258285  0,154971 0,023644 0,034438 0,014906
4 9 4 0,246977 0294265  0,167821 0,03084 0,039321 0,023644
5 12 8 0,16448 0195834  0,138523 0,027499 0,034438 0,017219
6 11 9 0,165508 0191979  0,144948 0,0257 0,032639 0,017219
7 8 3 0,34952 0478791  0,230015 0,03084 0,037522 0,024929
8 13 9 0,171419 0191465  0,150345 0,029555 0,037265 0,017733
9 1 7 0,136724 0160832  0,117192 0,015677 0,020817 0,012593
10 12 6 0,181699 0258542 0113337 0,020303 0,026728 0,014906
11 1 3 0,139808 0199432  0,121047 0,018504 0,022359 0,011822
12 12 5 0,126444 0150859  0,092263 0,018504 0,024158 0,011822
13 13 9 0,162424 0176816  0,139308 0,022873 0,044204 0,013107
14 12 7 0,162938 0215366  0,132612 0,017219 0,026728 0,009252
15 13 7 0,155999 0173218  0,139551 0,024158 0,031611 0,017219
16 10 5 0,144434 0158312 0125416 0,017733 0,021331 0,016705
17 1 6 0,219992 0338983  0,150088 0,021331 0,034438 0,012593
18 12 7 0,162424 0180157  0,147261 0,024158 0,028013 0,017733
19 10 6 0,188638 02384%  0,147261 0,022102 0,026214 0,017219
20 1 9 0,264453 0301718 0245178 0,026985 0,038293 0,013107
21 1 8 0,218707 0,280644 0,14135 0,021074 0,029041 0,017219
22 1 6 0152144 0206114  0,125416 0,020303 0,026728 0,012593
23 10 9 0,126187 0155485  0,102286 0,020041 0,035466 0,021331
24 1 8 0,188638 0221277  0,148546 0,032382 0,047031 0,014906
25 10 6 0,245178 0,291438 0,20817 0,026985 0,041634 0,016705




Tabela XVILb. Rato normal n° 819 Estudo morfométrico através da andlise de Elétron-
micrografias dos rins de ratos normais, em sistema computadorizado para analise de imagens
(Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes parametros: nimero de poddcitos, nimero de
“slit diafragm”, espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm (micrémetro) e

extensdo do “slit diafragm” em nm (micrémetro).
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Ndmero Numero  NUmero de  \embrana Basal Glomerular (nm) Extenséo “Slit diafragm” (nm)
da*Foto” podgﬁitos dia‘;rs,;gm" Média Méximo Minimo Média Méximo Minimo
1 1 7 0,192236 0,21279% 0171419 0,023387 0,03341 0,014906
2 10 3 0,23901 0,255201 0,21639%4 0,020303 0,028013 0,008224
3 8 3 0,34181 0,382673 0,313283 0,027242 0,037779 0,012593
4 11 5 0,206371 0,255458 0,169877 0,023901 0,026728 0,020817
5 13 11 0,181185 0,233356 0127472 0,025957 0,033667 0,017219
6 10 6 0,188124 0,251603 0,247775 0,020303 0,033667 0,012593
7 12 6 0,257514 0,303774 0,21845 0,02313 0,032639 0,016705
8 9 4 0,198147 0,223076 0178101 0,024415 0,028013 0,020817
9 1 3 0,229758 0,259827 017476 0,018761 0,022359 0,016705
10 1 8 0,309428 0,343866 0,276789 0,024415 0,03341 0,016705
11 11 5 0,242608 0,274733 0,207399 0,021845 0,026728 0,017219
12 1 9 0,22102 0,242351 0,206114 0,020817 0,032639 0,009252
13 7 3 0,248005 0,284756 0,180157 0,017476 0,021331 0,012593
14 12 4 0,357744 0,471081 0,263168 0,021588 0,035209 0,011822
15 13 6 0,324848 0375734 0,265481 0,014906 0,018504 0,008224
16 12 4 0,229244 0,274733 0,150345 0,016448 0,024929 0,009252
17 13 8 0,211254 0,270107 0,165765 0,034952 0,038293 0,020041
18 13 10 0,237725 0,275761 01799 0,042919 0,061423 0,032639
19 8 7 0,22102 0,247491 0,21074 0,034181 0,047545 0,023644
20 1 10 0,243893 0,279873 0,175531 0,04626 0,053199 0,039321
21 11 10 0,222048 0,291695 0,189409 0,041634 0,056026 0,032639
22 13 9 0171933 0,2163%4 0,125159 0,040863 0,057825 0,029041
23 13 12 0,228473 0,280644 0,184783 0,034438 0,044718 0,024929
24 12 10 0,23901 0,280387 0191722 0,040092 0,049858 0,024929
25 12 8 0,291181 0,340782 0,248005 0,042919 0,058082 0,026728
26 1 0,27242 0,341039 0,218193 0,03855 0,04883 0,022359
27 1 0,303517 0,393724 0,208427 0,041891 0,044975 0,037779
28 12 0,164737 0,20303 0,1285 0,036751 0,045746 0,024929
29 1 10 0,207399 0,226417 0,192236 0,036494 0,046517 0,026214
30 12 10 0,256229 0,304288 0,225646 0,037779 0,046517 0,026728
31 9 6 0,310199 0,354146 0,270107 0,037008 0,044204 0,020041




Tabela XVI.c. Rato normal n°821. Estudo morfométrico através da andlise de Elétron-
micrografias dos rins de ratos normais, em sistema computadorizado para analise de imagens
(Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes pardmetros: nimero de podécitos, nimero de
“slit diafragm”, espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm (micrémetro) e

extensao do “slit diafragm” em nmm (micrémetro).
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NGmero Numero  Numero de \embrana Basal Glomerular (nm) Extens&o “Slit diafragm” (mm)
da“Foto” podgiitos dia‘;rs;gm" Média Maximo Minimo Média Maximo Minimo
1 13 6 0,276018 0,324848 0,238239 0,033153 0,04227  0,021331
2 12 8 0,174246 0,216651 0,141607 0,035466 0041634  0,028013
3 12 9 0,193778 0,214081 0175017 0,042662 0,04227  0,031611
4 10 9 0,261369 0,294522 0,217165 0,033924 0,037779  0,030326
5 10 8 0,215366 0,280644 0,164223 0,033924 0038293 0026214
6 13 9 0,164994 0,208427 0,247518 0,035209 0,046003  0,026214
7 13 7 0,194035 0,216137 017476 0,029298 0,042405  0,021331
8 12 7 0,276018 0,323306 0,209198 0,030069 0,033667  0,016705
9 10 8 0,23644 0,255715 0,201745 0,030069 0,038293  0,024158
10 10 5 0,28784 0,355945 0,233099 0,037008 0,041891  0,029041
11 10 3 0,249033 0,301718 0,213053 0,03341 0,037779  0,029555
12 10 6 0,252888 0,279873 0,2163%4 0,035209 0044718  0,026214
13 13 7 0,22873 0,259313 0,184783 0,028784 0,034438  0,020817
14 1 9 0,243893 0,26471 0,214338 0,040606 0,052171  0,031611
15 10 6 0,163709 0,175788 0,151373 0,025186 0,035466  0,014906
16 1 8 0,301461 0,351062 0,224104 0,03084 0,044204  0,024158
17 1 8 0,248519 0,299919 0,198918 0,033153 0043433  0,024158
18 1 9 0,289125 0,316624 0,266509 0,028784 0,033667  0,020817
19 10 5 0,274219 0,386014 0,230015 0,031611 0,047545  0,020817
20 10 6 0,254173 0,340268 0,18504 0,033153 0054741  0,021331
21 9 6 0,21331 0,283728 0,183241 0,022616 0,028013  0,012593
22 10 7 0,206885 0,265481 0,170648 0,026214 0,033667  0,017219
23 9 6 0,191979 0,220763 0,173989 0,036237 0,050629  0,020817
24 13 10 0,203544 0,247491 0,144948 0,037008 0,046517  0,029041
25 1 8 0,269079 0,319194 0,205086 0,028527 0,037265  0,016705
26 12 8 0,229244 0,276018 0,198918 0,031868 0,041634  0,025443




Tabela XVI.d. Rato normal n° 823 Estudo morfométrico através da andlise de Elétron-
micrografias dos rins de ratos normais, em sistema computadorizado para andlise de imagens
(Qwin Lite 2.5-Leica), avaliando os seguintes pardmetros: nimero de podécitos, nimero de
“slit diafragm”, espessura da membrana basal glomerular (MBG) em mm (micrémetro) e

extensdo do “slit diafragm” em nm (micrémetro).
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Ndmero Numero  NUmero de  \embrana Basal Glomerular (nm) Extensé&o “Slit diafragm” (nm)
da*Foto” podgﬁitos dia‘;rs,;gm" Média Méximo Minimo Média Méximo Minimo
1 1 7 0,274219 0,290924 0,242608 0,023644 0,033667  0,018504
2 10 2 0,24158 0,276018 0,198404 0,025186 0026728  0,023644
3 10 9 0,225903 0,255458 0,200203 0,021331 0,029555  0,012593
4 12 7 0,271649 0,316624 0,214852 0,028527 0,038293  0,020817
5 8 3 0,30069 0410172 0,238496 0,022873 0,030069 0,017733
6 13 9 0,24929 0,319194 0,193778 0,024158 0037265 0017733
7 11 6 0,240552 0,276789 0,21074 0,022873 0,030069  0,014906
8 12 9 0,231814 0,337441 0134154 0,029041 0,033667  0,022359
9 12 3 0,221791 0,243893 0,184526 0,024415 0,035466  0,017219
10 9 7 0,285527 0,335642 0,254173 0,031611 0042019 0021331
11 12 7 0,309171 0,246977 0,167307 0,03289% 0055512  0,022359
12 8 3 0,238753 0,273705 0,187353 0,018761 0,020817  0,016705
13 1 4 0,215366 0,283214 0,133126 0,032382 0,038293  0,024929
14 12 9 0,239267 0,265738 0,222819 0,041634 0,054227  0,028013
15 9 8 0,293237 0,341553 0,241323 0,034952 0052171  0,018504
16 1 8 0,278588 0,356973 0,214081 0,034438 0047545  0,016705
17 13 12 0,202773 0,234898 0,165251 0,043176 0054227  0,029041
18 8 6 0,222819 0,24158 0,195834 0,040349 0,0514 0,026728
19 10 7 0,255201 0,280901 0,21845 0,035209 0,044975  0,022359
20 10 7 0,235669 0,286041 0177587 0,032639 0044204 0026214
21 10 6 0,251346 0,290667 0,217165 0,034438 0,045746  0,029041
22 10 7 0,222819 0,300433 0,167564 0,041891 0,054741  0,030069
23 9 5 017733 0,204829 0,155485 0,045232 0,058339  0,039321
24 6 0,230786 0,258542 0,199946 0,020812 0,038293  0,024929
25 10 7 0,306087 0,360828 0,26214 0,037779 0,046003  0,029041
26 6 0,203287 0,24158 0179129 0,034695 0,046517  0,029555
27 9 7 0,254687 0,29298 0,199946 0,037008 004112  0,031611
28 10 7 0,226674 0,279873 0,194292 0,039578 00564 0031611
29 13 11 0,284756 0,403233 0,179643 0,031097 0,044204  0,020817
30 7 5 0,165508 0,176045 0,132355 0,031868 0,049858 0,017219
31 9 6 0,25957 0,389098 0,206628 0,034438 0,046517  0,024158
32 12 10 0,262397 0,371365 0,188381 0,029041 003598 0017219
33 14 13 0,184526 0,21331 0157541 0,036237 0,058853  0,020817

Ratos normais. (elétron-micrografias = 115)
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