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PAPEL DA ANGIOTENSINA Il E DAS PROSTAGLANDINAS NO MECANISMO DE
REGULACAO DA FUNCAO RENAL DE CAES APOS A INGESTAO DE UMA CARGA
DE PROTEINA

RESUMO - A ingestdo de proteina promove modificagbes na funcdo renal. O

mecanismo que governa este evento ainda ndo é conhecido. O estudo foi composto por
seis experimentos realizados com 0s mesmos animais. Inicialmente (capitulo 2) foi
conduzida a avaliacdo basal e investigagdo das modificacbes da fisiologia renal
determinadas pela carga de proteina (CP). No capitulo 3, foi estudada a participacéo
das prostaglandinas na regulacao das funcdes glomerular e tubular por meio do uso de
antiinflamatdrio n&o-esteroidal, em condicdo basal e com CP. Do mesmo modo, o
capitulo 4 destinou-se a estudar a relagdo do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
(SRAA) sobre a funcéo renal e sua possivel interacdo com a resposta dos rins a CP.
Assim foram utilizados o inibidor da ECA (i-ECA), e a combinacdo de CP+i-ECA. Os
experimentos permitiram concluir que cées sadios alimentados com uma carga de
proteina equivalente a necessidade diaria, respondem com aumento importante da taxa
de filtracdo glomerular (TFG). As prostaglandinas participam do mecanismo de
manutencao renal da homeostase de agua, sodio e potassio continuamente e, atuam
no mecanismo que aumenta a filtracdo glomerular apdés CP. Por outro lado, a
angiotensina Il (All) pode ser responsavel pela manutencédo da TFG em situacao basal,
ou seja, quando o aumento da filtragdo ndo é requerido. Se fisiologicamente o céo
apresenta aumento da TFG apds ingestao de proteina, e este evento fica parcialmente
restringido com a inibicdo da formacéo de All, o aumento de liberacdo de renina pode
desencadear diminuicdo néo fisiolégica da TFG. Assim, ha indicativos de que o0 SRAA e
as postaglandinas trabalham de maneira contrabalanceada para manutencédo da TFG, e
a conservacao destes mecanismos € essencial para a homeostase renal.

Palavras-chave: carga de proteina, funcao renal, prostaglandinas, antiinflamatorio nao
esteroidal, sistema renina angiotensina aldosterona, inibidor da enzima conversora de

angiotensina
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ROLE OF ANGIOTENSIN 1 AND PROSTAGLANDIN IN THE REGULATION
MECHANISM OF RENAL FUNCTION OF DOGS AFTER PROTEIN INGESTION
ABSTRACT - The ingestion of protein promotes modifications in renal function but its
mechanism is still unknown. The present study was based on six experimental essays
using the same animals. Initially, there was a basal evaluation and also an investigation
of modifications in renal physiology due to load protein (chapter 2). In chapter 3, it was
studied the action of prostaglandin upon regulation of glomerular and tubular function
through the use of nonsteroidal anti-inflamatory drugs (basal and load protein). The
relation of the renin angiotensin aldosterone system on renal function and its possible
interaction with kidneys response to load protein was studied in chapter 4. For that
purpose it was used ECA inhibitor (i-ECA), and the combination of load protein + i-ECA.
The experiments allow us to conclude that healthy dogs fed with load protein equivalent
to diary ingestion, presented a remarkable increase in GFR. Prostaglandins participate
continuously of renal mechanism of water, sodium and potassium homeostasis and act
in the mechanism that increases glomerular filtration after load protein. On the other
hand, angiotensin Il (All) may be responsible for the maintenance of GFR when the
increase of filtration is not required (basal). If the dog presents increase in GFR after
protein ingestion and this event remains partially restricted with the inhibition of All
formation, the increase in renin release may promote a non-physiological diminution of
GFR. Thus, there are indicatives that the renin angiotensin aldosterone system and the
prostaglandins act in a counterbalanced way to maintain the GFR and the preservation
of these mechanisms are essential for renal homeostasis.

Keywords: load protein, renal function, prostaglandin, nonsteroidal anti-inflamatory

drugs, renin angiotensin aldosterone system, ECA inhibitor



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

O aparecimento de proteina na urina, em quantidade superior a normal, pode ser
decorrente de fatores pré-renais, pds-renais ou renais intrinsecos. A proteindria renal
tem origem glomerular ou tubular. No caso da proteinuria tubular, a perda resulta de
perturbacdo funcional das células tubulares e independe, portanto, da filtracdo
glomerular. Quando a proteindria é glomerular, a quantidade de proteinas presentes no
filtrado supera a capacidade tubular de reabsor¢édo (FINCO, 1995). Neste caso, pode
ser subdividida em seletiva e ndo seletiva. A seletiva é decorrente de alteracdes
brandas nos poros da parede dos capilares glomerulares, nas cargas negativas da
membrana basal glomerular, que causam aumento da filtracdo de albumina. A
proteindria glomerular ndo seletiva decorre de danos mais severos da parede
glomerular que causam transtorno no mecanismo de ultrafiltracdo, resultando em perda
protéica por falha na restricdo determinada por peso molecular e configuracéo espacial
(LAPIN et al., 1989). Além das alteracdes glomerulares estruturais, aumentos de fluxo e
pressdo sanguinea glomerular também podem determinar proteindria. Deste modo, 0s
fatores que regulam a taxa de filtracdo glomerular (TFG) interferem na passagem de
proteinas do plasma para o filtrado (HUTCHISON et al., 1990).

A deteccédo de proteinaria de origem glomerular, independentemente da causa, é
relevante para fins diagnosticos e para acompanhamento de pacientes. As intervengdes
terapéuticas, nestes casos, sao direcionadas ndo sO para evitar ou controlar o disturbio
primario, como também prevenir a ocorréncia de lesdes adicionais resultantes do
excesso de proteinas no filtrado glomerular. Os mecanismos que levam a progressao
das doengas renais em conseqiéncia de lesdes tubulo-intersticiais provocadas por
proteindria sdo bem caracterizados em revisdo apresentada por REMUZZI et al. (1997).
Foi demonstrado que a proteindria desempenha papel direto na patogenia das lesGes
tubulo-intersticiais associadas a glomerulonefrite crénica, em estudos realizados em
ratos (EDDY, 1989; ABBATE et al., 1998) e em seres humanos (JACKLE et al., 1988).
Também em estudos clinicos com seres humanos, foi constatada correlagdo entre
proteindria marcante e declinio da TFG em nefropatas cronicos (CHIURCHIU et al.,
2005).



Outra linha de raciocinio sobre a fisiopatologia da perpetuacdo e agravamento
das doencas renais cronicas envolve a questéo da hiperfiltragdo glomerular. As perdas
extensas de néfrons sdo seguidas por mudancas, adaptacdes funcionais e estruturais
das unidades remanescentes. Ocorre aumento da TFG e da funcéo tubular, aléem do
desenvolvimento de hiperplasia e hipertrofia de varios tipos celulares renais
(HOSTETTER et al., 1981; BROWN et al., 1991). Inicialmente, acreditava-se que estas
alteracbes fossem benéficas por aumentarem a capacidade funcional destes néfrons
residuais. Porém, foi demonstrado que tais alteracdes constituem fatores de agressao
(HOSTETTER et al., 1981; WHITE et al., 1991). A verificacdo de que incrementos na
ingestdo de proteina resultam em aumentos dos clearances de creatinina levantou a
possibilidade de modificacédo de dieta para fins terapéuticos.

Na verdade, por outras razdes, a relagdo entre a proteina na dieta e a fungéo
renal vem sendo estudada desde o comeco do século passado (MARTIN et al., 2005).
Desde entdo, a restricdo do componente protéico na dieta de seres humanos com
nefropatias vem sendo indicada (HOLM & SOLLING, 1996). O primeiro relato abrangeu
proteina na dieta e a taxa de excrecdo de uréia. Logo depois, em estudo realizado em
cées, foi estabelecido que o aumento da proteina na dieta elevava as excrecdes de
creatinina e uréia. O mecanismo envolvido foi atribuido & mudanca na taxa de filtracao
glomerular., Com o avanco dos estudos demonstrou-se que as modificacdes
determinadas pelo aumento da ingestao de proteina sobre a taxa de filtragdo glomerular
tiveram como determinante basico a resposta do fluxo sangiineo renal (MARTIN et al.,
2005).

Foi verificado que em seres humanos normais, incrementos na ingestao de
proteina resultam em aumentos dos clearances de creatinina (BOSCH et al., 1984).
Entretanto, quando HUTCHISON et al., em 1990, avaliaram ratos sob incremento de
proteina na dieta, foi constatado ndo sé aumento da TFG, como também da excrecao
urinaria de albumina em individuos normais e em doentes renais. Os resultados destes
estudos permitem a constatacdo da diferenca entre as espécies no que tange a
resposta renal. Outros, realizados em caes, revelaram que nesta espécie, o aumento de

ingestdo de proteina pode resultar em um terceiro tipo de resposta. Em estudo



desenvolvido por BROWN & FINCO (1992), a ingestdo de proteina determinou apenas
aumento da TFG em caes normais e, em individuos parcialmente nefrectomizados
houve, adicionalmente, aumento da excrec¢ao urinaria de proteinas.

Apesar dos efeitos da restricdo de proteina sobre a TFG, estudos em seres
humanos com doenca renal cronica ndo confirmaram os beneficios esperados. A Unica
certeza apresentada foi de que estas dietas podem amenizar ou até mesmo postergar o
aparecimento de sintomas urémicos (HOLM & SOLLING, 1996; KASISKE & LAKATUA,
1997). Tendo como foco os céaes, a restricdo de proteina foi estudada vislumbrando-se
o possivel efeito benéfico na preservacdo dos néfrons remanescentes apds nefrectomia
parcial (15/16). Contudo, tal hipotese ndo foi confirmada (BROWN et al., 1991; FINCO
et al., 1992). Além disso, constatou-se que dietas hiperprotéicas, para caes com
reducdo de massa renal, ndo foram fator de progressdo de alteracbes existentes
(BOVEE, 1991; FINCO et al., 1992) e também n&o determinam perdas funcionais ou
alteracdes anatdmicas em idosos uninefrectomizados (FINCO et al., 1994).

Alguns autores levantaram a hipétese de que estas adaptacdes da funcao renal
frente ao aumento da carga de proteina estressam os rins. Alguns estudos relacionaram
a hiperfiltracédo e hipertrofia, induzida pelo aumento da ingestao de proteina, ao inicio ou
a progressdo de doenca renal, entretanto tal hipétese ndo foi comprovada. Ainda, a
maioria dos autores generaliza, de maneira inapropriada, dados obtidos por diferentes
espécies e pacientes portadores de doenca renal, estendendo informacdes para
individuos com funcédo renal normal. O fato € que outros estudos sugerem que a
hiperfiltracdo em resposta a varios estimulos fisiolégicos € um mecanismo adaptativo
normal. Um exemplo é o incremento de 65% da TFG durante a gestacdo e os trés
meses apos o parto, em mulheres sadias. Esta adaptacdo da funcao renal ndo é fator
de risco para desenvolvimento de doenca renal (MARTIN et al., 2005).

A habilidade de resposta dos rins frente a ingestdo de proteina é proporcional a
capacidade da funcgéo renal de cada individuo. Deste modo, alguns autores consideram
estes aumentos da TFG como equivalentes a reserva funcional renal. Assim, caes com

reducdo da capacidade funcional renal, quando sujeitos a ingestdo de proteina,



apresentam aumento da TFG de menor magnitude. O mecanismo pelo qual ocorrem
estes eventos nao esta totalmente esclarecido (BROWN & FINCO, 1992).

Além da quantidade de proteina ingerida, a origem vegetal ou animal do alimento
pode modificar o efeito sobre a TFG. BOSCH et al. (1983), verificaram que em seres
humanos voluntarios normais, a ingestdo de proteina determina um clearance de
creatinina (Ccr) maior do que o observado em vegetarianos. Contudo, FINCO &
COOPER (2000) compararam dietas a base de proteinas de origem animal e vegetal
em caes e observaram que os efeitos de ambas, quanto a magnitude do aumento da
TFG, foram similares, diferindo do constatado em humanos.

Vérias pesquisas tém sido realizadas com o propdsito de se determinarem 0s
mecanismos pelos quais ocorre a elevacdo da filtracdo glomerular frente as dietas
hiperprotéicas. WOODS et al. (1991) verificaram que este mecanismo é mediado por
feedback tabulo-glomerular.

Um mecanismo importante relacionado com a regulacao da fungédo glomerular é
0 sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que exerce efeito destacado no
controle da pressao glomerular, como também da pressdo sanguinea sistémica. A
angiotensina 1l (All), produto final deste sistema, € uma das substancias endogenas
com maior potencial vasoconstritor, atua na retencdo de sddio e elevacdo da presséo
arterial. Sua formacdo € dada pela conversdo da angiotensina | (Al) em A Il, sob
atuacao da enzima conversora de angiotensina (ECA), a qual, além de ser responsavel
pela formacdo da All, ainda inativa a bradicinina, que tem acado vasodilatadora e
natriurética (BOIM et al., 2002).

Alguns autores, estudando a relevancia do aumento da pressdo sanguinea nos
capilares glomerulares, sugeriram que a administracdo de inibidores da ECA poderia
preservar a estrutura glomerular, diminuindo a presséo destes capilares e o tamanho do
glomérulo (ANDERSON et al., 1986; BIDANI et al., 1990 e HOSTETTER et al., 1981).
Os inibidores da ECA, em pacientes com glomerulopatia primaria, reduzem a proteinuria
e pressao arterial sistémica e, além disso, podem ter efeito protetor sobre os glomérulos
(BROWN et al., 2003; HUTCHISON et al., 1990).



HUTCHISON et al., (1990) verificaram que ratos normais ou nefropatas
submetidos as dietas com concentracdes baixas ou altas de proteinas, quando tratados
com enalapril (inibidor da ECA) apresentam diminuicdo da magnitude da proteinduria,
mas ndo ha interferéncia desta medicacdo na TFG. Esses resultados levaram a
conclusdo de que os aumentos da TFG e da proteinuria frente a dietas hiperprotéicas
ocorrem, paralelamente, por processos independentes.

Outro mecanismo importante para a regulacdo das funcdes glomerular e tubular
€ desempenhado pelas prostaglandinas (PG). A PGIl, e a PGE, sdo os prostandides
com maior atuacdo nos rins. A PGE; diminui a reabsorcdo de soédio, portanto sua
inibicdo promove retencdo deste eletrolito. Em conseqiéncia, pode ocorrer edema
periférico, aumento da pressao sangtinea, ganho de peso (WHELTON, 1999) e, em
alguns casos, até mesmo agravamento de insuficiéncia cardiaca preexistente. J4 a PGl,
aumenta a secrecao de potassio, principalmente por ativacdo do SRAA e, portanto, sua
inibicdo pode resultar em hipercalemia, particularmente nos pacientes com insuficiéncia
renal. A PGIl, € também um potente vasodilatador que ajuda na manutencdo da
perfusédo renal em situacdes onde haja redugcédo no volume efetivo circulante e, desta
maneira, sua inibicdo pode resultar em insuficiéncia renal aguda (BRADTER et al., 2001
e HARRIS, 2002). Em ensaio desenvolvido em ratos, KEIJZER & PROVOOST (1992)
comprovaram a participacdo de eicosanodides vasoativos na manutencdo da
hiperfiltrac&o induzida por sobrecarga de proteina.

Os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) agem interferindo na sintese de
prostaglandinas por meio da inibicdo das ciclooxigenases (COX). Os AINES
convencionais inibem a COX-1 e COX-2, reduzindo as prostaglandinas e outras
substancias relacionadas aos mecanismos de protecdo de alguns érgaos (HENNAM,
2001).

A COX-1 é responsavel pela producdo de prostaglandinas envolvendo
mediadores prostandides nas funcgdes fisioldgicas de citoprotecédo gastrica, manutencéo
da homeostase renal e da funcdo plaquetaria (HARRIS, 2002). WOLF et al. (2000)
afirmaram que esta enzima é a principal responsavel pela producdo de prostaglandina

em um rim normal.



A COX-2 foi identificada nos sitios inflamatoérios e de estimulo mitogénico, sendo
associada a estas condi¢cdes (CHAN et al.,, 1999; HENNAN, 2001 e EMERY, 2001).
Apesar da COX-2 ser ativada principalmente na inflamagéao, existe atividade basal desta
isoforma no cérebro e nos rins, em auséncia de estimulos inflamatoérios. Isso deve-se ao
fato de que a COX-2 tem acéo constituinte nestes 6rgados no que se refere a formacao
de protaglandinas para as fung¢des fisiolégicas normais (WALLACE, 1999; FORSYTH et
al., 2000 e SUN et al.,, 2001). A deplecdo cronica de sal promove aumento da
imunorreatividade da COX-2 nas células da méacula densa e do ramo ascendente da
alca de Henle, sugerindo um papel desta enzima na liberacdo de renina (FITZGERALD
& PATRONO, 2001).

A literatura consultada revela algumas controvérsias com relacdo ao papel da
ingestdo de proteinas sobre a TFG e proteinuria. Parte das discordancias decorre de
possiveis diferencas entre as espécies estudadas. Outros aspectos questionaveis
resultam do fato que os mecanismos envolvidos com a regulacdo da funcéo glomerular
parecem ndo ser os mesmos quando se compara individuo normal com nefropata.
Ademais, os desenhos experimentais empregados diferem muito entre si, dificultando as
comparacoes e conclusdes. Assim, embora o tema seja de grande importancia para a
nefrologia clinica, ainda existem lacunas.

Considerando a hipotese de que, em cées sadios, a ingestdo de proteina pode
incitar um tipo especifico de acdo dos prostanoides renais e do SRAA, foi realizado este
estudo. Para tanto, os objetivos compreendem a avaliagdo dos (1) efeitos da ingestao
de uma carga de proteina sobre a funcdo glomerular e tubular de cées clinicamente
sadios, contemplando os papéis das (2) prostaglandinas renais e da (3) angiotensina I,

por meio de inibi¢do farmacoldgica, no mecanismo envolvido.



CAPITULO 2 — EFEITO DA INGESTAO DE UMA CARGA DE PROTEINA SOBRE A
FUNCAO GLOMERULAR DE CAES SADIOS

RESUMO - A ingestdo de proteina promove modificacdes na funcdo renal,
especialmente aumento da TFG e do fluxo plasmatico glomerular. A existéncia de
controvérsias, especialmente no que tange a resposta renal apresentada apods ingestao
protéica, muitas vezes sdo decorrentes de diferencas de métodos ou de variacdo da
fisiologia ou fisiopatologia dentre as espécies estudadas, dificultando a elucidacdo da
guestao. O objetivo do presente estudo foi caracterizar aspectos das fungdes glomerular
de cées sadios alimentados com uma carga de proteina. Foi avaliada a funcéo
glomerular de sete cdes adultos clinicamente saudaveis em duas situacdes, jejum e
ap06s a ingestdo de uma carga de proteina (CP). A quantidade de proteina foi
estabelecida de acordo com as recomendacdes de uma dieta de manutencédo para
atender a necessidade diaria de cada animal estudado. O total calculado foi fornecido
em uma unica refeicdo, que foi ingerida dentro de 15 minutos. O estudo realizado
permite concluir que cdes sadios alimentados com carga de proteina equivalente a
necessidade diaria (1) respondem com aumento importante da TFG acompanhada por
(2) duplicacéo do volume de urina (3) sem, contudo, haver proteinuria.
Palavras-chave — ingestédo de proteina, carga de proteina, taxa de filtracdo glomerular,

funcgéo renal



Introducao

A relacdo entre proteina na dieta e fung¢do renal vem sendo estudada desde o
comeco do século passado (MARTIN et al., 2005). Desde entdo, a restricdo do
componente protéico na dieta de seres humanos com nefropatias tem sido indicada
(HOLM & SOLLING, 1996). Na verdade, existem experimentos feitos em ratos acerca
da implicacdo da proteina da dieta sobre o desenvolvimento de insuficiéncia renal, mas
os estudos em seres humanos e em cdes ainda ndo foram suficientemente
esclarecedores. Alteracdes hemodinamicas glomerulares e proteinuria sdo implicadas
como causa e consequéncia do desencadeamento, perpetuacdo e agravamento de
lesbes renais.

Os mecanismos que levam a progressao das doencas renais em conseqiéncia
de lesdes tubulo-intersticiais provocadas por proteindria sdo bem caracterizados na
glomerulonefrite crénica em ratos (EDDY, 1989; ABBATE et al.,, 1998) e em seres
humanos (JACKLE et al., 1988). Em estudos clinicos com seres humanos nefropatas
cronicos, foi constatada a correlagcdo entre proteindria marcante e declinio da TFG
(CHIURCHIU et al., 2005).

A hiperfiltracdo glomerular e o aumento da funcdo tubular, além do
desenvolvimento de hiperplasia e hipertrofia de varios tipos celulares renais que ocorre
como mecanismo adaptativo apos perda de néfrons (HOSTETTER et al., 1981; BROWN
et al., 1991), constituem fatores de agressédo (HOSTETTER et al., 1981; WHITE et al.,
1991). Foi verificado em seres humanos normais que incrementos na ingestdo de
proteina resultam em aumentos dos clearances de creatinina (BOSCH et al., 1984).
Entretanto, quando HUTCHISON et al., em 1990, avaliaram ratos normais ou
nefropatas, sob incremento de proteina na dieta, foi constatado ndo s6 aumento da
TFG, como também da excrecdo urinaria de albumina. Em cdes, BROWN & FINCO
(1992) verificaram que a ingestdo de proteina determinou aumento da TFG nos
individuos normais, tendo havido, adicionalmente, aumento da excrecao urinéria de
proteinas nos parcialmente nefrectomizados.

A restricdo de proteina na dieta de humanos nefropatas pode amenizar ou até

mesmo postergar o aparecimento de sintomas urémicos, mas néo foram confirmados os



beneficios sobre a taxa de progressédo da doenca (HOLM & SOLLING, 1996; KASISKE
& LAKATUA, 1997). Tendo como foco os caes, a restricdo de proteina foi estudada
vislumbrando-se o possivel efeito benéfico na preservacdo dos néfrons remanescentes
apos nefrectomia parcial (15/16). Contudo, tal hipotese também n&o foi confirmada
(BROWN et al.,, 1991 e FINCO et al.,, 1992). Além disso, constatou-se que dietas
hiperprotéicas para cdes com reducdo de massa renal ndo foram fatores de progressao
de alteracbes existentes (BOVEE, 1991 e FINCO et al., 1992) e nem determinaram
perdas funcionais ou alteracbes anatdmicas em idosos uninefrectomizados (FINCO et
al., 1994).

A existéncia de controvérsias entre as conclusées de alguns estudos, muitas
vezes decorrentes de diferencas de métodos ou de variacdo da fisiologia ou
fisiopatologia dentre as espécies estudadas, dificulta a elucidacdo da questdo. O
objetivo do presente estudo foi caracterizar aspectos da funcdo glomerular de caes
sadios alimentados com uma carga de proteina.

Material e Métodos
Animais

Foram utilizados sete cées adultos (trés machos e quatro fémeas, sendo que
estas estavam em anestro), com peso entre 10 e 20kg, clinicamente saudaveis, sem
raca definida, mantidos no Hospital Veterinario (HV) “Governador Laudo Natel” da
FCAV/Unesp - Jaboticabal para fins de ensino e pesquisa.

Para certificacdo do estado de saude dos animais, foram realizados exame
fisico e avaliagbes complementares (hemograma, urinalise, perfil bioquimico sérico,

além de testes da funcéo renal).
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Instalacdo e Alimentacéo

Os animais foram instalados em boxes individuais do canil do HV e alimentados
com racado comercial seca, na quantidade recomendada para a manutengcdo de cao
saudavel adulto, e agua ad libitum. Para os procedimentos do estudo, os animais foram
alojados em gaiolas metabdlicas.

Delineamento Experimental

O estudo foi composto por dois experimentos realizados com 0S mesmos
animais. Entre os experimentos observaram-se intervalos de sete dias, durante os quais
os caes foram avaliados diariamente para certificacdo da condicédo de saude.

Inicialmente foi conduzida a avaliagdo basal. Objetivando-se investigar as
modificacdes da fisiologia renal determinadas pela ingestdo de proteina de origem
animal, foi administradada a carga de proteina (CP).

Em cada um dos experimentos foram realizadas mensuracdes dos valores
séricos de creatinina, uréia, proteina total e albumina, clearance de creatinina (Ccr),
volume de urina, razdo proteina:creatinina da urina (U-P/C), razao uréia:creatinina da
urina (U-U/C) e presséo arterial sistémica.

Protocolo Experimental

BASAL — Antes de serem instalados nas gaiolas metabdlicas, eles eram
conduzidos ao passeio para esvaziamento da vesicula urinaria. Dez horas da manha,
completadas 16 horas de jejum, os caes eram colocados nas gaiolas metabdlicas e la
permaneciam por periodo de quatro horas. Concluido este tempo, eram efetuadas as
coletas de urina total eliminada no periodo e, por meio de cateterismo vesical, obtinha-
se o restante de urina ainda armazenada na bexiga. Ap6s homogeneiza¢édo, o volume
total da urina produzida era mensurado e reservado para as andlises laboratoriais.
Imediatamente apds o esvaziamento vesical, uma amostra de sangue (5mL) era
coletada por meio de venipuntura jugular para obtencéo de soro destinado as dosagens

bioquimicas.
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CP — Nesta etapa, os cdes eram submetidos aos mesmos procedimentos
descritos para o basal, no entanto, as 7 da manha era oferecida a carga de proteina.
Assim, houve 13 horas de jejum.

Carga de Proteina

Considerando as recomendacdes para dieta de manutencdo de caes adultos,
foram estabelecidas as quantidades de proteina para atender a necessidade diaria de
cada cao estudado. A quantidade de proteina foi calculada com base na recomendacéo
de fornecimento de 132kcal EM/kg de peso corpéreo®’
de EM/100g contendo 63g de PB/Mcal de EM (HUMBERT et al., 2001). Assim, foram

fornecidos 4,7g de PB/kg de peso corporeo. Como fonte de proteina foi utilizada clara

, por meio de dieta com 380kcal

de ovo pasteurizada e desidratada (Albumina Salto’s)'destinada ao consumo humano
(cada 14g do produto contém 11g de proteina, 8,7mg de calcio, 0,02mg de ferro e
179mg de saddio). O total calculado foi fornecido em uma Unica refeicdo, quebrando o
jejum de 13 horas. A clara de ovo foi misturada com agua até que atingisse consisténcia
pastosa, transferida para bisnagas plasticas e oferecida aos caes diretamente na boca.
Os animais ingeriam a papa de proteina de maneira forcada no maximo em 15 minutos.

A clara de ovo contém 54% de ovoalbumina, 13% de ovotransferrina, 11% de
ovomucoides, 3,5% lisozima, 1,5% de ovomucina, 0os 17% restantes sdo constituidos
por ovoglicoproteina, ovoinibidores, ovomacroglobulina, outras globulinas, flavoproteina
e avidina (ROBINSON, 1991).

Avaliacao da Proteinuria

A proteinuria foi avaliada por meio da determinacdo da razdo proteina:creatinina
urinarias (U-P/C), a partir dos valores de concentracdo de creatinina e de proteina
obtidos na mesma amostra de urina. As determinacdes dos valores de proteinas totais
urinérias foram feitas com auxilio do conjunto de reagentes Sensiprot’ (método do

vermelho de pirogalol). Para a determinacdo da creatinina urinaria foram utilizados

! salto’s Alimentos Ltda — Salto, SP
2 Kit - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.
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reagentes® Creatinina K (método Jaffé modificado). As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro>.

Provas de Funcao Renal

A analise da funcéo renal foi feita por meio da mensuracéo do clearance de
creatinina de quatro horas para estimar a Taxa de Filtragdo Glomerular (FINCO et al.,
1992).

Bioquimica Sérica e Urinéria

Foram coletados 5mL de sangue, por puncdo da veia jugular externa e apos
coagulacéo, as amostras foram processadas a 1000G em centrifuga durante 5 minutos.

Ap6s a sinérese, e utilizando o sistema Labtest* para diagndstico, aliquotas das
amostras de soro foram processadas para determinacdo de creatinina (método Jaffé
modificado); uréia (método urease), proteina total (método biureto); e albumina (método
Verde de bromocresol), Nas amostras de urina foram determinadas as concentracdes
de creatinina.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro®, considerando-se a faixa
visivel para as respectivas provas bioquimicas.

Presséo Arterial

Para determinacdo das pressdes arteriais sistélica, diastdlica e média, foi
utilizado monitor multiparamétrico®, dotado de moédulo de coleta nao-invasivo, tipo
oscilométrico, cujo manguito de tamanho adequado para o porte do animal foi adaptado
ao membro toracico esquerdo acima da articulacdo umero-radio-ulnar. Foram realizadas

5 aferi¢cdes e utilizou-se a média obtida.

8 LABQUEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.

4 LABTEST - Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa - MG.

® LABQUEST-LABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.
® Monitor Dixtal DX 2010 LCD



13

Analise Estatistica

Os dados foram devidamente tabelados e representados graficamente. Para a
comparacdo dos valores dos parametros estudados utilizou-se o programa de
estatistica MINITAB® Statistical Software, com o teste t pareado para comparacdo de

médias, com nivel de confianga de 95%.
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Resultados

A ingestéo de carga de proteina resultou em aumento do Ccr (85%) e do volume
urinario (103%). Durante o periodo de mensuragdo do clearance, foram constatadas
diminuicdes das concentracfes séricas de creatinina, proteina total e albumina. A
concentracao sérica e a excrecao urinaria de uréia nao variaram significativamente. Do
mesmo modo, a excre¢cdo urinaria de proteina expressada como U-P/C ndo variou.
Também n&o houve diferenca da presséo arterial sistémica (Tabela 1; Figuras 1, 2 e 3).

Embora tenha havido variacdes, significativas ou ndo, todos os parametros

avaliados permaneceram dentro dos valores de referéncia para a espécie estudada.
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TABELA 1 - Valores (médiatdesvio padrdo) e resultados do Teste t pareado para concentracdes séricas
de creatinina, uréia, proteina total e albumina, clearance de creatinina, volume de urina,
razao proteina:creatinina da urina (U-P/C), razéo uréia:creatinina da urina (U-U/C) e pressao
arterial de sete cées (trés machos e quatro fémeas), clinicamente normais, avaliados em
jejum (basal) e apés carga oral de proteina (CP). Unesp - Jaboticabal, 2007.

Parametros Basal CP Valores
de P
Clearance de creatinina (mL/min/kg) 1,99 +0,57 3,68 +0,81 0,002*
Volume de urina (uL/min/kg) 8,8+6,3 17,8+8,3 0,024*
U-PIC 0,13 + 0,06 0,14 + 0,04 0,663"°
u-u/C 30,7 +23,5 39,6 +17,5 0,352"°
Creatinina sérica (mg/dL) 1,16+ 0,15 0,74+ 0,23 0,002*
Uréia sérica (mg/dL) 46,8+ 13,2 66,7+ 26,8 0,102"
Proteina total (g/dL) 8,0+0,9 73+04 0,054*
Albumina (g/dL) 3,2+0,2 2,8+04 0,026*
Presséo arterial sistolica (mmHg) 138+ 8 142 +7 0,569"°
Presséo arterial média (mmHg) 105+ 13 110+ 11 0,549"°
Presséo arterial diastélica (mmHg) 92+9 93+ 13 0,927"°

CP — 4,79 de proteina por gquilograma de peso corporal.
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FIGURA 1. RepresentacBes graficas das médias (colunas) e dos erros padrdes das médias

(barras nos topos das colunas) dos valores de (A) clearance de creatinina, (B) volume
de urina, (C) razéo proteina:creatinina da urina (U-P/C), e (D) razdo uréia:creatinina
(U-U/C) de sete caes clinicamente sadios avaliados em jejum (basal) e apos carga oral
de proteina (CP). Unesp - Jaboticabal, 2007.
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oral de proteina (CP). Unesp - Jaboticabal, 2007.
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Discusséao

Os cées estudados receberam, em uma Unica refei¢cdo, a quantidade de proteina
necessaria para um periodo de 24 horas e, trés horas apds, foram iniciadas as
mensuracgdes do clearance de creatinina com duracdo de quatro horas. Em seres
humanos, BOSCH et al. (1983) constataram que apds a ingestdo de carga de proteina
houve modificacdo de funcdo renal com duracdo de duas a trés horas. Em estudo
realizado em caes, BROWN & FINCO (1992) verificaram que a filtracdo glomerular
aumentou gradativamente até o estabelecimento de um platé entre quatro e oito horas
apos a ingestao de proteina.

O aumento maximo da taxa de filtracdo glomerular em criancas sadias, apés
ingestdo de carne, foi proximo dos 34% (De SANTO et al.,, 1990), percentual
semelhante ao descrito para individuos adultos normais (BOSCH, et al., 1984). Em cées
alimentados com caseina, BROWN & FINCO (1992) observaram aumento de 47% da
TFG. No presente experimento, a ingestao de carga de proteina de clara de ovo, apés
13 horas de jejum, determinou aumento de 85% do clearance de creatinina de caes
sadios, acompanhado de diminuicio da concentracéo sérica de proteina. E sabido que
a configuracdo molecular da proteina pode influenciar a magnitude do aumento da taxa
de filtracdo. A infuséo intravenosa de aminoacidos de cadeia ramificada determinou
menor aumento da TFG quando comparado a de aminoacidos essenciais € néao
essenciais (CLARIS-APIANE et al., 1988). Assim, as diferencas entre os tipos e a fonte
das proteinas empregadas em cada estudo podem explicar as discrepancias dos
resultados do presente estudo e aqueles obtidos por BROWN & FINCO (1992). O
mesmo argumento pode justificar a diferenca de aumento da TFG dos caes em relagéo
a das criangas. Contudo, possiveis diferencas fisiologicas quanto aos mecanismos do
controle hemodinamico renal entre onivoros e carnivoros ndo devem ser ignoradas.

Ainda, deve-se considerar que o incremento da taxa de filtracdo glomerular &
dependente diretamente da quantidade de reserva funcional dos rins (BROWN &
FINCO, 1992).

Os mecanismos que determinam a adaptacdo da filtracdo glomerular frente a
ingestao de proteina ainda ndo sdo bem conhecidos. KEIJZER & PROVOOST (1992)
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verificaram o0 aumento da excrecdo urinaria de eicosandides em ratos que foram
alimentados com dieta com alto teor protéico. O envolvimento das prostaglandinas no
processo também foi evidenciado pelo aumento da expressdo cortical de COX-2
mediado por 6xido nitrico produzido a partir de estimulo neuronal (YAO et al., 2006).

Ratos normais ou nefrectomizados, quando receberam dieta com alto teor de
proteina, apresentaram aumento da proteinudria quando comparado a dieta com menor
indice protéico, sendo que nos sadios a excre¢cdo de proteina urinaria foi menor
(KEIJEZER & PROVOOST, 1992). Contudo, BROWN & FINCO (1992) verificaram que
cdes saudaveis ndo apresentaram aumento na excrecdo de proteina urindria apos a
ingestao de caseina. Este dado corrobora os achados do presente estudo. O fato de ter
havido auséncia de proteinuria nos dois estudos realizados em cées é sugestivo de que
0 aumento de proteina no ultrafiltrado glomerular ndo é dependente da magnitude do
aumento da TFG. No presente estudo, o aumento foi de 85%, enquanto BROWN &
FINCO (1992) obtiveram 47%. Esta discrepancia pode derivar das diferencas
metodolégicas, mas novos estudos sdo necessarios para avaliar a possibilidade de que
nos cédes a carga de proteina incite um mecanismo de aumento da TFG que venha a
poupar as proteinas. Esta hipotese parece bastante razoavel para uma espécie com
aptidao para ingerir grande quantidade de proteinas de origem animal.

O estudo realizado permite concluir que caes sadios alimentados com carga de
proteina equivalente a necessidade diaria (1) respondem com aumento importante da
TFG acompanhada por (2) duplicacdo do volume de urina (3) sem, contudo, haver

proteindria.
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CAPITULO 3 — PAPEL DAS PROSTAGLANDINAS NO MECANISMO DE
REGULACAO DA FUNCAO RENAL DE CAES APOS INGESTAO DE UMA CARGA
DE PROTEINA

RESUMO- A ingestdo de proteina promove modificacdes na funcdo renal, além de
aumento da excrecao urinaria de eicosanoides vasoativos O mecanismo que governa
este evento ainda nao é conhecido. Considerando a hipotese de que, em cées sadios, a
ingestao de proteina pode incitar um tipo especifico de acao dos prostandides renais, foi
realizado este estudo. Assim foi avaliada a participacdo das prostaglandinas na
regulacdo das funcdes glomerular e tubular em sete cées adultos clinicamente
saudaveis, por meio do uso de antiinflamatoério ndo esteroidal, em condicéo basal e com
CP. Pode-se concluir que as prostaglandinas participam do mecanismo de manutencéo
renal da homeostase de agua, sodio e potassio continuamente e, atuam no mecanismo
gue aumenta a filtracdo glomerular apos CP.

Palavras-chave — prostaglandinas, antiinflamatério ndo esteroidal, carga de proteina,

ingestao de proteina, funcdo glomerular, fungéo tubular renal
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Introducéo
Como parte da fisiopatologia da perpetuacao e agravamento das doencas renais

cronicas esta incluida a hiperfiltracdo glomerular. Foi demonstrado que tal condi¢do
constitui fator de agressdo (HOSTETTER et al., 1981 e WHITE et al., 1991). Em adicéo,
este estado € comumente marcado pela coexisténcia de proteindria relevante ndo so
pela perda de albumina, mas pela progressdo das lesdes do parénquima renal. Foi
demonstrado que a proteindria desempenha papel direto na patogenia das lesdes
tubulo-intersticiais associadas a glomerulonefrite crénica, em estudos realizados em
ratos, (EDDY, 1989 e ABBATE et al., 1998) e em seres humanos (JACKLE et al., 1988).
A verificacdo de que incrementos na ingestdo de proteina resultam em aumentos dos
clearances de creatinina, levantou a possibilidade de modificacdo de dieta para fins
terapéuticos. Contudo, ainda ndo ha esclarecimento suficiente para definicdo de
estratégias seguras e efetivas de tratamento.

Mecanismo importante para a regulacdo das fungBes glomerular e tubular é
desempenhado pelas prostaglandinas (PG). A PGl, e a PGE; séo os prostanéides com
maior atuac&o nos rins. A PGE, diminui a reabsorcédo de sddio, portanto sua inibicdo
promove retencao deste eletrdlito (WHELTON, 1999). Ja a PGI, aumenta a secrecao de
potassio e também € um vasodilatador renal potente (BRADTER et al., 2001 e HARRIS,
2002). Em ensaio desenvolvido em ratos, KEIJZER & PROVOOST (1992)
comprovaram a participacdo de eicosanodides vasoativos na manutencdo da
hiperfiltracdo induzida por sobrecarga de proteina.

Os antiinflamatorios ndo esterioidais (AINES) agem interferindo na sintese de
prostaglandinas, por meio da inibicAo das ciclooxigenases (COX). Os AINES
convencionais inibem a COX-1 e COX-2, reduzindo as prostaglandinas e outras
substancias relacionadas com mecanismos de protecdo de alguns orgaos (HENNAM,
2001). A COX-1 é a principal responsavel pela producdo de prostaglandina em um rim
normal (WOLF et al.,, 2000). A COX-2, apesar de ser ativada principalmente na
inflamacédo, também tem expressdo nos rins, em auséncia de estimulos inflamatorios.

Isso se deve ao fato de que a COX-2 tem agdo constituinte nestes 6rgdos no que se
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refere a formacéo de prostaglandinas para as funcdes fisiologicas normais (WALLACE,
1999; FORSYTH et al., 2000 e SUN et al., 2001).

Considerando a hipotese de que, em cédes sadios, a ingestdo de proteina pode
incitar um tipo especifico de acédo dos prostanoides renais, foi realizado este estudo.
Para tanto, os objetivos compreendem a avaliacdo dos (1) efeitos da ingestdo de uma
carga de proteina sobre a fungéo glomerular e tubular de cdes clinicamente sadios, (2)
contemplando o papel das prostaglandinas por meio de inibicdo feita com

antiinflamatério ndo-esteroidal.
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Material e Métodos
Animais

Foram utilizados sete caes (trés machos e quatro fémeas), clinicamente
saudaveis, sem raca definida, mantidos no Hospital Veterinario (HV) “Governador Laudo
Natel” da FCAV/UNESP-Jaboticabal para fins de ensino e pesquisa.

Para certificagdo do estado de saude dos animais foram realizados exame fisico
e avaliacbes complementares (hemograma, urinalise, perfil bioquimico sérico, além de
testes da funcéo renal).

Instalacdo e Alimentacéo

Os animais foram instalados em boxes individuais do canil do HV e alimentados
com racdo comercial seca e agua ad libitum. Para os procedimentos do estudo, os
animais foram alojados em gaiolas metabdlicas.

Delineamento Experimental

O estudo foi composto por quatro experimentos realizados com 0s mesmos
animais. Entre os experimentos observaram-se intervalos de sete dias, durante os quais
os cées foram avaliados diariamente para certificacido da condi¢éo de saude.

Inicialmente foi conduzida a avaliagdo basal. Objetivando-se investigar as
modificacdes da fisiologia renal determinadas pela ingestdo de proteina de origem
animal, os cdes foram submetidos a carga de proteina (CP). Do mesmo modo,
investigou-se a influéncia de antiinflamatorio ndo esteroidal (AINES) sobre as fungdes
em questdo. Para avaliar a interacdo entre os efeitos renais determinados pela carga de
proteinas e a possivel modulacdo causada pela inibicdo de prostaglandinas,
associaram-se antiinflamatério e carga protéica (Quadro 1).

Em cada um dos experimentos foram realizadas mensuracdes dos valores
séricos de creatinina, uréia, proteina total, albumina, sddio e potassio, clearance de
creatinina, volume de urina, razdo proteina: creatinina da urina (U-P/C), razao
uréia:creatinina da urina (U-U/C), excrecdo fracionada de soédio, potassio e uréia, e

pressao arterial sistémica.

Quadro 1 - Sumario do delineamento experimental.




tempo de jejum

carga de proteina
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flunixin meglumina

(horas) (albumina) (AINES)
Basal 16 - -
CP 13 X -
AINES 16 - X
CP+AINES 13 X X

Protocolo Experimental

BASAL — Antes de serem instalados nas gaiolas metabdlicas, eles eram

conduzidos ao passeio, para o esvaziamento da vesicula urinaria. Dez horas da manha,

completadas 16 horas de jejum, os caes eram colocados nas gaiolas metabdlicas e la

permaneciam por um periodo de 4 horas. Concluido este tempo eram efetuadas as

coletas de urina total eliminada no periodo e, por meio de cateterismo vesical obtinha-se

o restante de urina ainda armazenada na bexiga. Apés homogeneizacgéo, o volume total

da urina produzida era mensurado e reservado para as analises laboratoriais.

Imediatamente apds o0 esvaziamento vesical, uma amostra de sangue (5mL) era

coletada por meio de venipuntura jugular, para obtencao de soro destinado as dosagens

bioquimicas.
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CP — Nesta etapa os caes eram submetidos aos mesmos procedimentos
descritos para o basal, no entanto, as 7 da manha era oferecida a carga de proteina.
Assim, houve 13 horas de jejum.

AINES — Apos jejum de 16 horas, foram executados os procedimentos descritos
no basal, além da aplicacao de AINES.

CP+AINES — Os animais receberam carga de albumina (apos jejum de 13
horas) e aplicacao de AINES. Os demais procedimentos foram similares aos do basal.

Carga de Proteina

Considerando as recomendacdes para dieta de manutencédo de caes adultos,
foram estabelecidas as quantidades de proteina para atender a necessidade diaria de
cada cao estudado. A quantidade de proteina foi calculada com base na recomendacéo
de fornecimento de 132kcal EM/kg de peso corpéreo®’
de EM/100g contendo 63g de PB/Mcal de EM (HUMBERT et al., 2001). Assim, foram

fornecidos 4,79 de PB/kg de peso corpéreo. Como fonte de proteina, foi utilizada clara

, por meio de dieta com 380kcal

de ovo pasteurizada e desidratada (Albumina Salto’s)’ destinada ao consumo humano
(cada 14g do produto contém 11g de proteina, 8,7mg de célcio, 0,02mg de ferro, e
179mg de saddio). O total calculado foi fornecido em uma Unica refeicdo, quebrando o
jejum de 13 horas. A clara de ovo foi misturada com agua até que atingisse consisténcia
pastosa, transferida para bisnagas plasticas e oferecida aos caes diretamente na boca.
Os animais ingeriam a papa de proteina dentro de 15 minutos.

A clara de ovo contém 54% de ovoalbumina, 13% de ovotransferrina, 11% de
ovomucoides, 3,5% lisozima, 1,5% de ovomucina, 0os 17% restantes sdo constituidos
por ovoglicoproteina, ovoinibidores, ovomacroglobulina, outras globulinas, flavoproteina
e avidina (ROBINSON, 1991).

" Salto’s Alimentos Ltda — Salto, SP
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Administracéo de antiinflamatorio
Objetivando-se a inibicAo das prostaglandinas renais, foi administrado

antiinflamatério ndo esteroidal (flunixin meglumina)®, por via subcutanea, na dose de
1,1mg/kg de peso corporal. Foram feitas duas aplicacdes, a primeira as vinte e uma
horas do dia anterior e outra as nove horas da manha do dia do experimento, uma hora
antes dos animais serem colocados nas gaiolas metabdlicas.

Avaliacdo da Proteinuria

A proteinuria foi avaliada por meio da determinacdo da razdo proteina:creatinina
urinarias (U-P/C), a partir dos valores de concentracdo de creatinina e de proteina
obtidos na mesma amostra de urina. As determinacdes dos valores de proteinas totais
urinarias foram feitas com auxilio do conjunto de reagentes Sensiprot® (método do
vermelho de pirogalol). Para a determinacdo da creatinina urinaria foram utilizados
reagentes® Creatinina K (método Jaffé modificado). As leituras foram realizadas em
espectrofotémetro™®.

Provas de Funcao Renal

A analise da funcéo renal foi feita por meio da mensuracdo do clearance de
creatinina de quatro horas para estimar a Taxa de Filtracdo Glomerular (FINCO et al.,
1992), e excrecao fracionada de sédio (EfNa), potassio (EfK) e uréia (Efur) para avaliar
o trabalho tubular.

Bioquimica Sérica e Urinéria

Foram coletados 5mL de sangue por puncdo da veia jugular externa e apés

coagulacéo, as amostras foram processadas a 1000G em centrifuga, durante 5 minutos.

¢ Banamine injetavel 10mg — Schering-Plough S/A — Rio de Janeiro - RJ
® Kit - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.
10 LABQUEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.
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Ap6s a sinérese, e utilizando o sistema Labtest'! para diagnéstico, aliquotas das
amostras de soro foram processadas para determinacdo de creatinina (método Jaffé
modificado); uréia (metédo urease), proteina total (método biureto); albumina (método
Verde de bromocresol). Nas amostras de urina foram determinadas as concentracdes
de creatinina.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro’?, considerando-se a faixa
visivel para as respectivas provas bioquimicas.

O sobdio e potassio séricos e urinarios foram mensurados pelo sistema de
eletrodo fon-seletivo™.

Presséo Arterial

Para determinacdo das pressOes arteriais sistolica, diastolica e média, foi
utilizado monitor multiparamétrico*®, dotado de médulo de coleta n&o-invasivo, tipo
oscilométrico, cujo manguito de tamanho adequado para o porte do animal foi adaptado
ao membro toracico esquerdo, acima da articulagdo Umero-radio-ulnar. Foram

realizadas 5 aferigfes e utilizou-se a média obtida.

Analise Estatistica
Os dados foram devidamente tabelados e representados graficamente. Para a

comparacdo dos valores dos parametros estudados utilizou-se o programa de
estatistica MINITAB® Statistical Software, com o teste t pareado para comparacdo de

meédias, com nivel de confianca de 95%.

" | ABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.
2 L ABQUEST-LABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.

1% |sebab — DRAKE, S0 José do Rio Preto — SP
'3 Monitor Dixtal DX 2010 LCD
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Resultados

A ingestdo de proteina induziu aumento (P=0,002) de 85% do clearance de
creatinina, enquanto a administracdo de AINES ndo modificou este parametro. Mas
guando os caes receberam, simultaneamente, a carga de proteina e o AINES, o valor
do clearance foi intermediario (maior do que o basal (P=0,052) e do AINES (P=0,014) e
menor do que o observado apds a ingestdo de proteina, (P=0,017). A concentracao
sérica de creatinina variou durante o estudo e os valores menores foram obtidos quando
houve ingestédo de proteina como fator unico (P= 0,002) ou em associagdo com AINES
(P=0,018).

Considerando o volume de urina produzido em condicdo basal, a carga de
proteina determinou aumento (P=0,024) da producdo, enquanto o AINES causou
reducdo (P=0,047). A associacao dos fatores proteina e AINES resultou em volume de
urina semelhante ao valor basal e bem menor (P=0,006) do que o obtido com a ingestéo
de proteina.

A excrecao urinaria de proteina, que foi estimada pela razdo proteina:creatinina
da urina, ndo foi modificada pela ingestdo de proteina e nem pelo antiinflamatério.
Entretanto, a associacao de ingestédo de proteina e de AINES resultou em diminuicao da
excrecdo urinaria de proteina em relacdo ao valor obtido com a carga de proteina
(P=0,018) e ao valor observado com AINES (P=0,048). A excrecao urinaria de uréia,
avaliada pela razao uréia:creatinina urinaria, foi menor que o valor obtido apés a carga
de proteina quando administrado AINES (P=0,007) e com associacao AINES e proteina
(P=0,016).

A excrecdo fracionada de sédio foi mais alta apos ingestdo de proteina, tanto em
relacdo ao valor basal (P=0,036), como aos valores obtidos com o antiinflamatorio
(P=0,01) e com a associacdo de AINES e proteina (P=0,050). A excrec¢dao fracionada de
potassio acompanhou as variacdes apresentadas pela excrecao fracionada de sodio
sem, entretanto, haver diferenca significativa entre os valores obtidos ap0s ingestdo de
proteina e a associacdo de carga de proteina e AINES.
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Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 2 e nas Figuras 4, 5, 6 e 7.

Independentemente da significacdo estatistica das variacbes observadas, todos os

parametros estudados mantiveram-se dentro dos valores normais para caes sadios.

TABELA 2 — Valores (médiatdesvio padrdo) e resultados do Teste t pareado para concentracdes séricas
de creatinina (Scr), uréia (Sur), proteina total (SPT), albumina (Salb), sédio (SNa) e potassio
(SK), além de clearance de creatinina (Ccr), volume de urina (vol. de urina), razdo
proteina:creatinina da urina (U-P/C), razdo uréia:creatinina da urina (U-U/C), excrecdes
fracionadas de sodio (EfNa) e potassio (EfK), e pressbes arteriais sistolica (PAS), média
(PAM) e diastdlica PAD) de sete cées (trés machos e quatro fémeas), clinicamente normais,

avaliados em jejum (basal),

apos carga oral

de proteina (CP),

tratamento com

antiinflamatério (AINES), associacdo de carga de proteina e antiinflamatdrio (CP+AINES).

Unesp - Jaboticabal, 2007.

Parametros Basal CcP AINES CP+AINES
Ccr (mL/min/kg) 1,99+0,57 3,68+0,81 1,95+ 0,32 2,89+ 0,69
Vol. de urina (uL/min/kg) 8,77+ 6,25 17,80+8,32 3,44+1,92 6,66+ 4,91
U-P/C 0,13+0,06 0,14+0,04 0,13+0,06 0,07+0,02
u-u/C 30,7+23,5 39,6+17,5 18,9+6,89 18,3+3,4
EfNa (%) 0,30+ 0,34 0,54+ 0,29 0,10+ 0,12 0,25+ 0,22
EfK (%) 6,2+3,3 10,1+1,9 2,9+3,1 7,6+4,4
SNa (mEg/L) 145+4 143+4 143+2 142+2

SK (mEg/L) 4,0+0,4 4,0+0,1 3,9+0,5 4,2+0,2
Scr (mg/dL) 1,16+ 0,15 0,74+ 0,23 1,02+ 0,31 0,89+ 0,25
Sur (mg/dL) 46,8+ 13,2 66,7+ 26,8 60,0+ 16,4 38,8+ 5,7
SPT(g/dL) 8,0+0,9 7,3+£0,4 7,1+1,1 7,4+0,8
Salb(g/dL) 3,24+0,2 2,8+0,4 3,2+0,3 3,0+0,5
PAS (mmHg) 139+ 8 142+ 7 142+ 7 142+ 7
PAM (mmHg) 105+13 110+11 110+8 109+ 5
PAD (mmHg) 9249 93+13 97+8 90+ 8

CP — 4,79 de proteina por quilograma de peso corporal.

AINES - flunexin meglumine.



FIGURA 4. Representagcfes graficas das médias (colunas) e erros padrbes das médias (barras nos
topos das colunas) dos valores de (A) clearance de creatinina, (B) volume de urina, (C)
razdo proteina:creatinina da urina (U-P/C) e (D) razédo uréia:creatinina (U-U/C) de sete cées
clinicamente sadios avaliados em jejum (basal), ap6és carga oral de proteina (CP),
aplicacao de aintiinflamatério (AINES), e associacdo de CP e AINES. Unesp - Jaboticabal,

2007.
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FIGURA 5. Representacfes graficas das médias (colunas) e erros padroes das médias (barras nos topos
das colunas) dos valores de (A) excregdo fracionada de sodio (EfNa), (B) sodio sérico, (C)
excrecdo fracionada de potassio (EfK) e (D) potassio sérico de sete cdes clinicamente sadios
avaliados em jejum (basal), apés carga oral de proteina (CP) aplicacdo de aintiinflamatorio
(AINES), e associacdo de CP e AINES. Unesp - Jaboticabal, 2007.
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FIGURA 6. Representagdes graficas das médias (colunas) e erros padrées das médias (barras nos topos
das colunas) dos valores de (A) creatinina sérica, (B) uréia sérica, (C) proteina total sérica e
(D) albumina sérica de sete cées clinicamente sadios avaliados em jejum (basal), ap0s carga
oral de proteina (CP) aplicagcdo de aintiinflamatério (AINES), e associagdo de CP e AINES.

Unesp - Jaboticabal, 2007.
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FIGURA 7. Representagfes graficas das médias (colunas) e erros padrdes das médias (barras nos topos

das colunas) dos valores de (A) pressédo arterial sistélica, (B) pressdo arterial média, e (C)
pressao arterial diastélica de sete caes clinicamente sadios avaliados em jejum (basal), apés
carga oral de proteina (CP), aplicacdo de aintiinflamatério (AINES), e associacdo de CP e
AINES. Unesp - Jaboticabal, 2007
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Discusséao

A inibicdo ndo-seletiva da sintese de prostaglandinas feita por AINES em dose
terapéutica ndo modificou a TFG dos cédes sadios, sugerindo que os prostandides nao
participariam do mecanismo regulatorio da filtracdo glomerular. De fato, as PG renais
sdo atribuidas funcbes relacionadas, principalmente, ao controle renal de sédio e
potadssio. E sob condicdes de reducdo de volume circulante efetivo, a acao
vasodilatadora das prostaglandinas resulta em aumento do fluxo sangulineo renal, da
TFG e do fluxo tubular (HARRIS, 2002). Contudo, os resultados do presente estudo
revelaram a participacdo das PGs no aumento da TFG desencadeado pela carga de
proteina ingerida por cades sadios. Isto foi evidenciado uma vez que houve reducéo
significativa do efeito da ingestdo de proteina quando a sintese de prostaglandinas
estava inibida pelo AINES. KEIJZER & PROVOOST (1992), observaram que dieta com
alto teor protéico aumentou a TFG e a proteindria de ratos nefrectomizados e com os
dois rins. Os eventos foram acompanhados por aumento da excrecdo urinaria de
eicosanoides. Estudos em ratos evidenciaram que a elevacdo da TFG decorrente da
ingestdo de muita proteina esta relacionada com aumento da expressdo cortical de
COX-2 mediado por oxido nitrico (YAO et al., 2006). DON et al. (1989) ja& haviam
observado que a ingestdo de proteina modula a sintese de prostaglandinas
glomerulares em ratos. Mas, se houver nefropatia, segundo HUTCHISON et al. (1990),
0s rins de ratos nao possuem habilidade para manter a sintese glomerular de
prostaglandinas. Isto deve ser verdadeiro também para humanos, pois De SANTO et al.
(1993) verificaram que o efeito do aumento da filtragcdo glomerular imposta pela ingestéao
de proteina néo foi abolido pela inibicdo de prostaglandinas e tromboxanos renais na
insuficiéncia renal cronica. No caso dos cées, contudo, os mecanismos efetivos durante
a doenca renal crénica podem, assim como na saude, ser diferentes dos descritos para
ratos.

Com a ingestdo da carga de proteina os caes tiveram aumento de cerca de 100%
do volume de urina produzido. Quando os mesmos animais foram tratados com AINES
a producéo de urina foi reduzida para 39% do volume basal. H4 varias evidéncias da
acdo da COX-2 na regulacdo de agua e eletrdlitos e da atuagcdo da COX-1 na
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hemodinamica renal em condi¢des fisiologicas (HARRIS, 2002). A propensdo dos
AINES em causar retencdo de sédio deve-se a diminuicdo da sintese de PGE, pelos
rins, ja que esta tem efeito natriurético potente (BRATER et al., 2001). A associa¢do dos
fatores proteina e AINES, no presente estudo, resultou em volume de urina semelhante
ao valor basal, mas equivalente a 37% do obtido com a ingestdo de proteina. Estes
achados sao indicativos de que as prostaglandinas estao envolvidas no mecanismo de
regulacdo do volume de urina durante o jejum e também no de aumento de volume de
urina determinado pela ingestdo de proteina. O fato de que a carga de proteina néo é
capaz de provocar aumento do volume urinario se houver inibicdo da sintese de
prostaglandinas reforca a afirmacdo anterior. A inibicdo das prostaglandinas,
independentemente da ingestdo de proteina, foi associada a redugdo da excrecao
urindria de uréia. Esta reducdo pode estar relacionada a diminuicdo da excrecao
urinaria de agua, que por sua vez, corresponde a excrecao fracionada de sodio.

A carga de proteina determinou aumento da excrecdo fracionada de soédio e
potassio. O mecanismo envolvido deve ser mediado por prostandide. Como verificado
em outras espécies, a PGl, aumenta a secre¢do de potassio por meio da estimulacéo
da secrecédo de renina e ativacdo do SRAA, especificamente pela acdo da aldosterona
(HARRIS, 2002). Esta possibilidade € sustentada pelo fato de ter havido reducéo
significativa das excrecdes fracionadas de sodio e potassio quando os cdes foram
tratados com AINES. A diminui¢cdo da sintese de prostaglandinas diminui a secrecao de
potassio por meio da reducdo da producdo de aldosterona (BRATER et al., 2001;
HARRIS, 2002). A interacao das prostaglandinas e do SRAA deve ser a base fisioldgica
e fisiopatoldgica da regulacdo da funcao renal (HARRIS et al., 2004).

KEIJZER & PROVOOST (1992) constataram que ratos intactos ou com
nefrectomia parcial alimentados com dieta hiperprotéica desenvolvem aumento da TFG
e proteinuria. Depois de 40 semanas com a dieta, 0s ratos apresentaram diminui¢cdo da
TFG seguida por aumento progressivo da proteinuria e estabelecimento de insuficiéncia
renal cronica. Os eicosanoides renais estavam envolvidos com a manutencdo da
hiperfiltracdo induzida pela ingestdo de proteina em ratos normais. Contudo, nos cées

avaliados nesse estudo a excrecdo urinaria de proteina, que foi estimada pela razéo
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proteina:creatinina da urina, ndo foi modificada pela ingestdo de proteina e nem pelo
antiinflamatério. Mesmo tendo havido alguma variacdo, os valores observados
estiveram sempre dentro do intervalo de normalidade e, portanto, ndo houve proteindria.

Comparando os resultados da TFG com os do volume urinario deste estudo, fica
evidente que a acdo das prostaglandinas sobre os tubulos e intersticio estava ativa
tanto durante o estado de jejum quanto apdOs ingestdo de uma carga de proteina.
Apesar das variagOes significativas das excre¢Oes fracionadas, todos os valores
observados durante o estudo permaneceram dentro do intervalo de normalidade. Assim,
nao houve caracterizacédo de “esfor¢co” do sistema. Adicionalmente, deve ser destacado
gue as concentracOes seéricas de sodio e de potassio, ndo foram afetadas pelos
tratamentos experimentais e mantiveram-se estaveis. Portanto, pode ser concluido que
em céaes sadios as prostaglandinas (1) participam do mecanismo de manutencgéo renal
da homeostase de agua, sodio e potassio continuamente e, (2) atuam no mecanismo

gue aumenta a filtracdo glomerular apds ingestdo de uma carga de proteina.
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CAPITULO 4 — PAPEL DA ANGIOTENSINA || NO MECANISMO DE REGULACAO DA
FUNCAO RENAL DE CAES APOS INGESTAO DE UMA CARGA DE PROTEINA
RESUMO - A ingestdo de proteina promove modificagbes na fungéo renal. O
mecanismo que governa este evento ainda ndo é conhecido. O sistema renina
angiotensina aldosterona tem papel fundamental para a regulacdo da funcéo renal.
Considerando a hipétese de que, em cades sadios, a ingestdo de proteina pode incitar
um tipo especifico de acdo do SRAA, foi realizado este estudo. Para tanto, os objetivos
compreenderam a avaliacdo dos (1) efeitos da ingestdo de uma carga de proteina sobre
a funcao glomerular e tubular de cées clinicamente saudaveis, contemplando o papel da
(2) angiotensina Il, por meio de inibicdo farmacolégica, no mecanismo envolvido. O
estudo foi composto por quatro experimentos realizados com 0os mesmos animais. A
avaliacdo dos animais em jejum (basal), apds carga de proteina (CP), tratados com
inibidor da ECA (i-ECA), a associacdo de CP+i-ECA. Os experimentos permitiram
concluir que a angiotensina Il (All) pode ser responsavel pela manutencdo da TFG em
situacdo basal, ou seja, quando o aumento da filtracio ndo € requerido. Se
fisiologicamente o céo apresenta aumento da TFG apds ingestdo de proteina, e este
evento fica parcialmente restringido com a inibicdo da formacéo de All, o aumento de
liberacdo de renina pode desencadear diminuicdo nao fisiolégica da TFG. Assim, ha
indicativos de que o SRAA e as postaglandinas trabalham de maneira contrabalanceada
para manutencdo da TFG, e a conservacado destes mecanismos € essencial para a
homeostase renal.
Palavras-chave: sistema renina angiotensina aldosterona, inibidor da enzima
conversora de angiotensina, carga de proteina, ingestao de proteina, funcdo glomerular,

fungéo tubular renal



39

Introducao

As doencas renais cronicas séo caracterizadas por perda de néfrons e alteracdes
anatbmica e funcional dos remanescentes com desenvolvimento de hiperfiltracao
glomerular. Foi demonstrado que tal condicdo constitui fator de agressdo (HOSTETTER
et al., 1981 e WHITE et al., 1991). Em tal condicao, também ocorre proteinuria que pode
ser relevante ndo sO pela perda de albumina, mas pela progressdo das lesbes do
parénquima renal. A proteindria contribui para o agravamento das lesdes tubulo-
intersticiais associadas a glomerulonefrite crénica, como demonstrado em ratos (EDDY,
1989 e ABBATE et al., 1998) e em seres humanos (JACKLE et al., 1988). A verificacao
de gue incrementos na ingestdo de proteina resultam em aumentos dos clearances de
creatinina, levantou a possibilidade de modificacdo da dieta para fins terapéuticos.
Contudo, ainda ndo ha esclarecimento suficiente para definicdo de estratégias seguras
e efetivas de tratamento.

A angiotensina Il (All) tem acdo vasoconstritora dose-dependente em
praticamente todos os vasos de resisténcia do organismo. Nos rins, a infusao de All
resulta em diminuicdo do fluxo sangiiineo renal com pouca ou nenhuma alteracdo da
TFG. O sitio de acdo, neste caso, € a arteriola eferente, entretanto, parece haver
também acado sobre a arteriola aferente. Em algumas situacdes a All pode aumentar a
TFG. Neste caso ocorre vasodilatacdo da arteriola aferente com conseqiiéncia de falta
de sensibilidade local a All. Este evento pode ser mediado pela sintese local de
prostaglandinas. Além do papel de regulacdo da hemodinadmica glomerular, a All
aumenta a proteindria. As células mesangiais glomerulares sao ricas em receptores de
All e contraem-se sob acao deste peptideo. Isto resulta em diminuicdo do lumen capilar
e reducao da superficie de filtracdo e da constante de ultrafiltracio glomerular (MENE &
DUNN, 1992).

A All atua também nos tubulos e nos capilares peritubulares, regulando
diretamente a reabsorcdo de agua e solutos. A All aumenta o transporte de sodio
predominantemente no tabulo proximal e final de tabulo distal. Por meio da estimulacao
da liberacdo de aldosterona, a All e Alll aumentam a secre¢do de potassio e absorgéao
de sodio no tubulo distal (MENE & DUNN, 1992 e BOIM et al., 2002).
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HUTCHISON et al. (1990) observaram que a suplementacao de proteina na dieta
aumentou a excrecao urinaria de albumina e a TFG em ratos normais e nefropatas. Este
aumento da TFG nao € dependente da acdo do SRAA, ja que néo foi modificado com a
utilizacdo de i-ECA, corroborando achados de SLOMOWITZ et al. (1988), que
verificaram 0 mesmo em humanos normais.

A infusdo de aminoé&cidos eleva os niveis séricos de renina, ativando assim o
SRAA. A utilizacdo de i-ECA parece bloguear a degradacdo enzimatica de bradicinina,
além aumentar a sintese de prostaglandinas. Portanto, a presenca destes componentes
pode estar relacionada com a resposta renal frente a infusdo de aminoacidos
(SLOMOWITZ et al., 1988). A revisdo de literatura feita por HARRIS et al. (2004)
também relacionou o aumento de All com a inibigcdo da expressao de COX-2.

A administracdo de captopril em ratos nefropatas determina diminuicdo da
proteinudria e isto ocorre por deplecdo de anions da membrana basal glomerular. O
mecanismo de acéo do captopril (-ECA) se da por alteragcdes da hemodinamica renal,
aumento do fluxo sanguineo e diminuicdo do coeficiente de ultrafiltracdo, que séo
consequéncias do aumento da produgéo intra-renal de prostaglandinas (TRACHTMAN
et al., 1985).

Considerando a hipotese de que, em cées sadios, a ingestdo de proteina pode
incitar um tipo especifico de acdo do SRAA, foi realizado este estudo. Para tanto, os
objetivos compreendem a avaliacdo dos (1) efeitos da ingestdo de uma carga de
proteina sobre a funcdo glomerular e tubular de cées clinicamente sadios,
contemplando o papel da (2) angiotensina IlI, por meio de inibicdo farmacolégica, no

mecanismo envolvido.



4

Material e Métodos
Animais

Foram utilizados sete caes (trés machos e quatro fémeas), clinicamente
saudaveis, sem raca definida, mantidos no Hospital Veterinario (HV) “Governador Laudo
Natel” da FCAV/UNESP-Jaboticabal para fins de ensino e pesquisa.

Para certificagdo do estado de saude dos animais foram realizados exame fisico
e avaliacbes complementares (hemograma, urinalise, perfil bioquimico sérico, além de
testes da funcéo renal).

Instalacdo e Alimentacéo

Os animais foram instalados em boxes individuais do canil do HV e alimentados
com racdo comercial seca e agua ad libitum. Para os procedimentos do estudo, os
animais foram alojados em gaiolas metabdlicas.

Delineamento Experimental

O estudo foi composto por quatro experimentos realizados com 0s mesmos
animais. Entre os experimentos observaram-se intervalos de sete dias, durante os quais
os cées foram avaliados diariamente para certificacdo da condi¢éo de saude.

Inicialmente foi conduzida a avaliagdo basal. Objetivando-se investigar as
modificacdes da fisiologia renal determinadas pela ingestdo de proteina de origem
animal, os caes foram submetidos a carga de proteina (CP). Do mesmo modo, com
objetivo de estudar a relagéo do Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) sobre
a funcao renal, foi utilizado o inibidor da ECA (i-ECA). Posteriormente, para verificar a
possivel atuacéo deste Sistema na modulagéo das respostas renais determinadas pela
ingestao de proteinas, foi associada a carga de proteina com o inibidor da ECA (CP+i-
ECA) (Quadro 2).

Em cada um dos experimentos foram realizadas mensuracdes dos valores
séricos de creatinina, uréia, proteina total, albumina, sddio e potassio, clearance de
creatinina, volume de urina, razdo proteina:creatinina da urina (U-P/C), razéo
uréia:creatinina da urina (U-U/C), excrecdo fracionada de soédio, potassio e uréia, e

presséao arterial sistémica.

Quadro 1 - Sumario do delineamento experimental.
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tempo de jejum carga de proteina enalapril
(horas) (albumina) (inibidor da ECA)
Basal 16 - -
CP 13 X -
i-ECA 16 - X
CP+i-ECA 13 X X

Protocolo Experimental

BASAL — Antes de serem instalados nas gaiolas metabdlicas, eles eram
conduzidos ao passeio, para o esvaziamento da vesicula urinaria. Dez horas da manha,
completadas 16 horas de jejum, os caes eram colocados nas gaiolas metabdlicas e la
permaneciam por um periodo de quatro horas. Concluido este tempo eram efetuadas as
coletas de urina total eliminada no periodo e, por meio de cateterismo vesical obtinha-se
o restante de urina ainda armazenada na bexiga. Apés homogeneizacgéo, o volume total
da urina produzida era mensurado e reservado para as analises laboratoriais.
Imediatamente apds o0 esvaziamento vesical, uma amostra de sangue (5mL) era
coletada por meio de venipuntura jugular, para obtencao de soro destinado as dosagens
bioquimicas.

CP — Nesta etapa os caes eram submetidos aos mesmos procedimentos
descritos para o0 experimento 1, no entanto, as 7 da manha era oferecida a carga de
proteina. Assim, houve 13 horas de jejum.

I-ECA — Nesta fase os caes foram medicados com inibidor da ECA, e o
protocolo de avaliagao foi semelhante ao realizado no experimento 1.

CP+i-ECA — Foi associado a carga de proteina e a inibicdo do SRAA, e
perfazendo um tempo de jejum de 13 horas, realizaram-se 0s mesmos procedimentos

do experimento 1.
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Carga de Proteina

Considerando as recomendacdes para dieta de manutencédo de caes adultos,
foram estabelecidas as quantidades de proteina para atender a necessidade diaria de
cada cao estudado. A quantidade de proteina foi calculada com base na recomendacao
de fornecimento de 132kcal EM/kg de peso corpéreo®”
de EM/100g contendo 63g de PB/Mcal de EM (HUMBERT et al., 2001). Assim, foram

fornecidos 4,7g de PB/kg de peso corpdreo. Como fonte de proteina foi utilizada clara

, por meio de dieta com 380kcal

de ovo pasteurizada e desidratada (Albumina Salto’s)*destinada ao consumo humano
(cada 14g do produto contém 11g de proteina, 8,7mg de célcio, 0,02mg de ferro, e
179mg de saddio). O total calculado foi fornecido em uma Unica refeicdo, quebrando o
jejum de 13 horas. A clara de ovo foi misturada com agua até que atingisse consisténcia
pastosa, transferida para bisnagas plasticas e oferecida aos caes diretamente na boca.
Os animais ingeriam a papa de proteina dentro de 15 minutos.

A clara de ovo contém 54% de ovoalbumina, 13% de ovotransferrina, 11% de
ovomucoides, 3,5% lisozima, 1,5% de ovomucina, os 17% restantes sédo constituidos
por ovoglicoproteina, ovoinibidores, ovomacroglobulina, outras globulinas, flavoproteina
e avidina (ROBINSON, 1991).

Administracéo de Inibidor da ECA

Para a inibicdo do SRAA, os animais receberam inibidor da enzima conversora

de angiotensina (maleato de enalapril*®

), na dose de 1mg/kg de peso corporal, a cada
doze horas durante dez dias que antecederam o dia do experimento.
Avaliacéo da Proteinuria
A proteinaria foi avaliada por meio da determinacdo da razédo
proteina:creatinina urinarias (U-P/C), a partir dos valores de concentragcdo de creatinina
e de proteina obtidos na mesma amostra de urina. As determinacdes dos valores de
proteinas totais urinérias foram feitas com auxilio do conjunto de reagentes Sensiprot’

(método do vermelho de pirogalol). Para a determinacdo da creatinina urinaria foram

15 Salto’s Alimentos Ltda — Salto, SP
1% Renitec® -
v Kit - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.
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utilizados reagentes® Creatinina K (método Jaffé modificado). As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro®®.

Provas de Funcao Renal

A analise da funcéo renal foi feita por meio da mensuracédo do clearance de
creatinina de quatro horas para estimar a Taxa de Filtragdo Glomerular (FINCO et al.,
1992), e excrecéo fracionada de sédio (EfNa), potassio (EfK) e uréia (EfUr) para avaliar
o trabalho tubular.

Bioquimica Sérica e Urinéria

Foram coletados 5mL de sangue, por puncdo da veia jugular externa e apés
coagulacéo, as amostras foram processadas a 1000G em centrifuga, durante 5 minutos.

Ap6s a sinérese, e utilizando o sistema Labtest'® para diagnéstico, aliquotas das
amostras de soro foram processadas para determinacdo de creatinina (método Jaffé
modificado); uréia (método urease), proteina total (método biureto); albumina (método
Verde de bromocresol), Nas amostras de urina foram determinadas as concentracdes
de creatinina.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro®®, considerando-se a faixa
visivel para as respectivas provas bioquimicas.

O sobdio e potassio séricos e urinarios foram mensurados pelo sistema de

eletrodo ion-seletivo?’.

18 LABQUEST - Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa - MG.
1 | ABTEST - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.
2| ABQUEST-LABTEST - Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa - MG.

2! |sebab — DRAKE, Séo José do Rio Preto — SP
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Presséao Arterial

Para determinacdo das pressbes arteriais sistolica, diastolica e meédia, foi
utilizado monitor multiparamétrico?, dotado de médulo de coleta n&o-invasivo, tipo
oscilométrico, cujo manguito de tamanho adequado para o porte do animal foi adaptado
ao membro toracico esquerdo, acima da articulagdo Umero-radio-ulnar. Foram

realizadas 5 aferigfes e utilizou-se a média obtida.

Analise Estatistica
Os dados foram devidamente tabelados e representados graficamente. Para a

comparacdo dos valores dos parametros estudados utilizou-se o programa de
estatistica MINITAB® Statistical Software, com o teste t pareado para comparacdo de

meédias, com nivel de confianca de 95%.

22 Monitor Dixtal DX 2010 LCD
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Resultados

A taxa de filtracdo glomerular, estimada pelo clearance de creatinina, aumentou
tanto em conseqiéncia da carga de proteina (P=0,002), como quando foi feita inibicdo
da enzima conversora de angiotensina. Com a associacdo de ingestédo de proteina e i-
ECA o clearance de creatinina foi maior em relacdo ao basal (P=0,008), mas nao atingiu
os valores alcancados por cada um dos fatos isoladamente (CP: P=0,013; i-ECA:
P=0,012). A concentragdo sérica de creatinina variou de modo inversamente
proporcional as modificacdes do clearance.

A semelhanca do que foi observado com a taxa de filtracdo glomerular, o volume
de urina foi maior ap0s a carga de proteina (P=0,024), inibidor de ECA (P=0,040) e a
associacgao dos dois fatores (P=0,052).

Para avaliar a excregdo urinaria de uréia foi calculada a razdo uréia:creatinina da
urina. Este parametro variou consideravelmente entre os individuos, assim como
ocorreu com a concentragcao sérica de uréia. O tratamento com inibidor de ECA resultou
nas meédias mais baixas para ambos os parametros. Diferenca estatistica, no caso da
uréia sérica, foi obtida em relagdo a média resultante da combinagédo de CP e i-ECA
(P=0,033), e para a U-U/C foi observada em relacdo a média do estudo com carga de
proteina.

A administracdo de inibidor de ECA resultou em diminuicdo da concentragéo
sérica de sodio em relagdo a meédia basal (P=0,041 e P=0,016). Também houve
diferenca entre as meédias quando comparados os estudos com carga de proteina
(P=0,011). A excrecao fracionada de sddio, contudo, resultou em médias maiores nos
estudos com carga de proteina, tendo havido diferenca somente entre o valor basal e o
resultante da administracdo de proteina (P=0,036). As concentracdes séricas de
potassio ndo variaram significativamente, mas a excrecao urinaria sim. A excrecao
fracionada de potassio, em relacdo ao valor basal, aumentou com a carga de proteina
(P=0,008) e com a proteina mais i-ECA (P=0,027) e diminuiu com o i-ECA (P=0,004).

A ingestdo de proteina, como fator Unico ou associada ao i-ECA, resultou em
diminuicdo da concentracdo sérica de albumina em relacdo ao basal (P=0,026 e

P=0,000) e em relacéo ao i-ECA como fator unico (P=0,010 e P=0,003). Estas variacdes
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refletiram nos valores de proteina total sérica, mas ndo sobre a excrecdo urinaria de
proteina, expressa pela razao proteina:creatinina da urina.

Quando os animais receberam inibidor de ECA, como tratamento Unico ou
associado a carga de proteina, houve diminuicdo da presséao arterial diastélica (P=0,014
e P=0,009, respectivamente). As pressoOes arteriais sistolica e média ndo variaram
significativamente.

Os valores obtidos estao apresentados na Tabela 3 e nas Figuras 8, 9, 10 e 11.
Independentemente da significacdo estatistica das variacbes observadas, todos os

parametros estudados mantiveram-se dentro dos valores normais para caes sadios.

TABELA 3 — Valores (médiatdesvio padréo) e resultados do Teste t pareado das concentragfes séricas
de creatinina (Scr), uréia (Sur), proteina total (SPT), albumina (Salb), sédio (SNa) e
potassio (SK), além de clearances de creatinina (Ccr), volume de urina (vol. de urina), razdo
proteina:creatinina da urina (U-P/C), razdo uréia:creatinina da urina (U-U/C), excregfes
fracionadas de sédio (EfNa) e potassio (EfK), e pressfes arteriais sistdlica, média e
diastolica de sete caes (trés machos e quatro fémeas), clinicamente normais, avaliados em
jejum (basal), apés carga oral de proteina (CP), tratamento com inibidor da enzima
conversora de angiotensina (i-ECA), associacdo de tratamento com i-ECA e carga de proteina
(CP+i-ECA). Unesp - Jaboticabal, 2007.

Basal CP i-ECA CP+i-ECA
Ccr (mL/min/kg) 1,99+0,57 3,68+0,81 3,42+ 0,37 2,73+£0,34
Vol. de urina (uL/min/kg) 8,77+6,25 17,80+8,32 14,97 45,75 28,23 +19,55
U-P/C 0,13+0,06 0,14+0,04 0,08+0,03 0,20+0,10
u-u/C 30,7+23,5 39,6+17,5 22,6+7,18 31,6+13,33
EfNa (%) 0,30+ 0,34 0,54+0,29 0,33+0,37 0,77+0,39
EfK (%) 6,2+3,3 10,1+1,9 3,1+1,4 14,48+8,7
SNa (mEqg/L) 145 +4 143+4 139+3 138+2
SK (mEq/L) 4,0+0,4 4,0+0,1 4,2+0,3 3,9+0,2
Scr (mg/dL) 1,16+0,15 0,74+0,23 0,88+0,11 0,93+ 0,09
Sur (mg/dL) 46,80+ 13,2 66,7+ 26,8 42,94 9,6 51,6+4,0
SPT(g/dL) 8,00+0,9 7,3+0,4 8,2+0,9 7,1+0,3
Salb(g/dL) 3,20+0,2 2,8+0,4 3,5+0,3 2,8+0,2
PS (mmHg) 139+ 8 14247 140+4 140+ 6
PM (mmHg) 105413 110+11 101+6 105+62
PD (mmHg) 92+9 93+13 8415 81+7

CP - 4,7g de proteina por quilograma de peso corporal.
i-ECA — maleato de enalapril.
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FIGURA 8. Representacdes graficas das médias (colunas) e erros padrbes das médias (barras nos
topos das colunas) dos valores de (A) clearance de creatinina, (B) volume de urina, (C)
razao proteina:creatinina da urina (U-P/C) e (D) razao uréia:creatinina (U-U/C) de sete caes
clinicamente sadios avaliados em jejum (basal), ap6és carga oral de proteina (CP),
tratamento com maleato de enalapril (i-ECA), e associacdo de CP e i-ECA. Unesp -

Jaboticabal, 2007.
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FIGURA 9. Representagfes graficas das médias (colunas) e erros padrées das médias (barras nos topos

das colunas) dos valores de (A) excregdo fracionada de sodio (EfNa), (B) sédio sérico, (C)
excrecdo fracionada de potassio (EfK) e (D) potassio sérico de sete caes clinicamente sadios
avaliados em jejum (basal), ap6s carga oral de proteina (CP), tratamento com maleato de
enalapril (i-ECA), e associagdo de CP e i-ECA. Unesp - Jaboticabal, 2007.
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FIGURA 10. Representacbes graficas das médias (colunas) e erros padrées das médias (barras nos
topos das colunas) dos valores de (A) creatinina sérica, (B) uréia sérica, (C) proteina total
sérica e (D) albumina sérica de sete cédes clinicamente sadios avaliados em jejum (basal),
apos carga oral de proteina (CP), tratamento com maleato de enalapril (i-ECA), e

associacdo de CP e i-ECA. Unesp - Jaboticabal, 2007.
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FIGURA 11. RepresentagBes graficas das médias (colunas) e erros padrdes das médias (barras nos
topos das colunas) dos valores de (A) pressao arterial sistélica, (B) pressédo arterial média
e (C) pressdo arterial distolica de sete cées clinicamente sadios avaliados em jejum
(basal), apés carga oral de proteina (CP), tratamento com maleato de enalapril (i-ECA), e
associacdo de CP e i-ECA. Unesp - Jaboticabal, 2007.
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Discusséao

A taxa de filtracdo glomerular, estimada pelo clearance de creatinina, aumentou
em conseqiéncia da carga de proteina, provavelmente por acdo de prostaglandinas.
Em ratos as dietas com teor protéico alto determinam aumento da TFG com aumento da
excrecdo urinéria de eicosandides (KEIJZER & PROVOOST, 1992). O envolvimento
das prostaglandinas no processo fica evidenciado pelo aumento da expressao cortical
de COX-2 mediado por oxido nitrico produzido a partir de estimulo neuronal (YAO et al.,
2006).

Quando foi feita inibicdo da enzima conversora de angiotensina os cdes também
apresentaram aumento da TFG. Este achado evidencia que a All pode ter papel
relevante na manutencédo da filtracdo glomerular em um ritmo baixo durante o jejum
como observado na avaliagdo basal do experimento. Considerando o descrito por
MENE & DUNN (1992), sob condicdo basal a All pode exercer efeito vasoconstritor na
arteriola aferente, o que teria sido abolido pelo i-ECA.

A administracdo de uma carga de proteina aos cées sob efeito de i-ECA resultou
em uma TFG de valor intermediario entre o basal e os obtidos com as duas
intervencdes isoladamente. E sabido que independentemente da hemodinamica
glomerular a All atua no tubulo proximal aumentando o transporte de sddio atraves da
membrana basolateral (MENE & DUNN, 1992). Com a inibicdo da formacé&o de All pode
ter havido aumento da carga de cloreto de sédio oferecida ao tubulo distal e,
consequentemente, ativacdo do mecanismo de regulagéo tubulo-glomerular. Quando ha
um aporte grande de cloreto de sodio para o segmento distal, a leitura feita pela macula
densa estimula a producdo de renina e a expressdao de COX-2 (BOIM et al., 2002 e
HARRIS et al.,, 2004). Nesta condicdo ocorre resisténcia vascular dependente dos
prostandides (CASTROP et al., 2001).

A excregdo fracionada de potassio diminuiu com a administracdo de i-ECA.
Possivelmente, deixou de haver estimulacdo da secrecdo de aldosterona, em
decorréncia da inibicio de producéo de All (MENE & DUNN, 1992; BOIM et al., 2002).
Entretanto, a inibicdo de ECA nao constituiu fator de contraposicdo ao aumento da

excrecdo de potassio incitada pela carga de proteina. A semelhanca do que foi
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observado com a taxa de filtracdo glomerular, e como conseqiiéncia de seu aumento, 0
volume de urina foi maior apds a carga de proteina, i-ECA e a associacdo dos dois
fatores. O volume maior de urina implica aumento do fluxo de liquido tubular e da
secrecdo de potassio por arrastamento (SEGURO et al., 2002). Em resumo, o estudo
evidenciou que, em cédes sadios, a angiotensina Il pode ser responsavel pela
manutencdo da TFG em situagdo basal, ou seja, quando o aumento da filtracdo ndo é
requerido. Se fisiologicamente o cdo apresenta aumento da TFG apls ingestdo de
proteina, e este evento fica parcialmente restringido com a inibicdo da formacao de All,

o aumento de liberacdo de renina pode desencadear diminui¢cdo néo fisioldgica da TFG.
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