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RESUMO

Células do cortex e da medula renal estdo constantemente expostas
a variagdes da concentracao de solutos extracelulares e podem responder a essas
variagbes com o acumulo de osmolitos organicos, como a glicina betaina, cujo
precursor € a colina. Uma das caracteristicas do diabetes € um disturbio osmdético
renal, levando posteriormente a uma nefropatia diabética, que finalmente pode
resultar num quadro de insuficiéncia renal. O objetivo desse trabalho foi estudar o
metabolismo da colina e da glicina betaina no rim de ratos diabéticos. Rins de
ratos diabéticos foram excisados e fatiados. Nas fatias foram separadas a regiéo
cortical e a medular, e entdo incubadas em solugdo fisiolégica com 0,2 uCi de
[metil-'*C] cloreto de colina. Foram quantificadas entdo a captacdo de colina e a
formagao de glicina betaina. Os maiores valores de captagao foram obtidos aos 30
minutos de incubacgao. Tanto o cortex como a medula apresentaram diminui¢ao na
captacdo de colina e na formagédo de glicina betaina na presenga de colina ndo
marcada no meio de incubacio, possivelmente por um processo de competicao
pelos transportadores de colina nos tubulos renais. Os rins de ratos diabéticos
apresentaram maiores valores de captacdo de colina, possivelmente para
contrabalangar a alta osmolaridade do liquido tubular decorrente da alta
concentragdo de glicose. Os ratos que receberam tratamento com colina na
alimentagdo apresentaram valores de captacdo semelhantes aos isentos. O
suplemento de colina na dieta produziu um aumento na formacédo de glicina
betaina no cortex. Possivelmente a colina dietética fornecida em baixas

concentragbes e cronicamente pode estar funcionando como um ativador do



sistema enzimatico de formacao de glicina betaina presente no cortex renal. Por
outro lado a hipertrofia renal n&o foi influenciada pelo tratamento.
Entretanto, estudos com a avaliacdo da atividade enzimatica nestes

tecidos ajudarao a esclarecer este mecanismo osmorregulador.



INTRODUGAO

A capacidade de sobreviver em diferentes meios osmoticos foi
adquirida nos grupos de animais pela aquisicdo de um meio interno estavel, que
age para proteger os tecidos internos contra oscilagdes do meio externo. Assim, a
capacidade de manter um meio interno adequado face ao estresse osmatico (algo
que tende a perturbar a homeostase idnica e osmaética) desempenhou um papel
muito importante na evolugédo animal (Randall et al., 2000).

Fatores abioticos estressantes como seca, salinidade e extremos de
temperatura tem sido limitantes para a sobrevivéncia das espécies. Organismos
que vivem em habitats onde esses fatores predominam, desenvolveram varias
adaptacdes para sobreviver nestes ambientes. Eles acumulam solutos orgéanicos
como alcoois, aminoacidos, compostos quaternarios de aménia ou terciarios de
sulfato, em resposta ao estresse osmaético. O acumulo desses solutos em resposta
ao estresse osmotico € uma adaptacdo metabdlica encontrada em invertebrados
e vertebrados tolerantes ao estresse, sugerindo uma evolugédo convergente para
esse trago (Rathinasabapathi, 2000).

No ambiente os organismos estdo expostos a variagbes de
concentracido de solutos no meio enquanto que a concentragdo interna de
nutrientes precisa ser mantida relativamente constante. Um subito aumento de
osmolaridade no meio resulta num fluxo de agua da célula para o meio, causando
uma perda na pressao osmoética, mudancas na concentragdo intracelular de
solutos e mudancas no volume celular. Essas condicdes hiperosmodticas sao

prejudiciais para qualquer tipo de célula viva. Estresse osmético também envolve



condigdes hiposmoticas, onde pode ocorrer lise da célula (Van der Heide &
Poolman, 2000). A regulagédo do volume celular em resposta ao estresse osmaético
€ mediada pela regulacdo de moléculas de pequeno peso molecular. Esta
caracteristica regulatéria tem sido estudada em uma ampla variedade de
espécies. Em geral estes compostos sdo chamados de compativeis porque ao
inverso dos ions inorganicos eles nao perturbam as macromoléculas. Além disso
alguns osmodlitos, especialmente as metilaminas, s&o chamadas de
contrarreguladores porque podem estabilizar macromoléculas contra uma
variedade de perturbagdes fisioldgicas (Miller et al., 2000).

A colina consiste em uma amina quaternaria que se encontra
amplamente distribuida em alimentos (Shills et al., 1999) e é essencial para a
funcdo normal de todas as células. A colina assegura a integridade estrutural e as
funcdes sinalizadoras das membranas celulares; constitui a principal fonte de
grupamento metila na dieta; afeta diretamente a neurotransmisséao colinérgica; e é
necessaria para o transporte/ metabolismo lipidico. A maior parte da colina no
organismo €& encontrada em fosfolipidios como a fosfatidilcolina e a esfingomielina.
A fosfatidilcolina consiste no fosfolipidio predominante na maioria das membranas
de mamiferos. Apesar de representarem uma menor propor¢ao da reserva total de
colina, importantes metabdlitos da mesma incluem o fator de ativagdo de
plaquetas, a acetilcolina, plasmogenos de colina, lisofosfatidilcolina, fosfocolina,
glicerofosfocolina e a betaina.

A (glicina-betaina (betaina) é uma trimetilamina produzida pela

oxidacdo da colina em dois passos, onde a primeira reagao € catalisada pela
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enzima colina desidrogenase (CD) e a segunda é catalisada pela betaina aldeido
desidrogenase (BADH):
CD BADH

Colina— betaina aldeido + NAD*— glicina betaina + NADH

A atividade da colina desidrogenase é maior no figado e nos rins de
ratos e outros mamiferos, e em humanos, esta atividade € maior nos rins do que
no figado (Moeckel & Lien, 1997).

A betaina é utilizada como osmodlito ndo perturbante por plantas,
bactérias, invertebrados e vertebrados para compensar o estresse hipertonico
(Petty & Lucero, 1999). A colina é captada por proteinas transportadoras
dependente de sédio. Okuda et al. (2000) demonstraram que a sequéncia de
aminoacidos do transportador de colina em neurdnios colinérgicos de rato tem
uma significante homologia com os membros da familia do transportador de
glicose dependente de sédio (26%).

Osmolitos organicos sdo substancias que se acumulam em células
de muitas espécies em resposta ao estresse hipertdnico e realizam um importante
papel na homeostase do volume celular. O papel dessas trimetilaminas como
osmolitos aparenta ser altamente conservado, ja que a sua fungdo tem sido
demonstrada em diversos grupos animais (Moeckel & Lien, 1997).

As bactérias, por exemplo, enfrentam o estresse hiperosmoético
acumulando solutos compativeis, pela captagdo e/ou sintese da glicina betaina

(Van der Heide & Poolman, 2000).
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Ao expor Bacillus subtilis a um meio hipersalino inicia-se uma
resposta fisioldégica para restabelecer o balango hidrico, manter a turgescéncia e
proteger os componentes da célula contra os efeitos da alta concentragéo de sal.
A defesa mais efetiva contra este estresse € o acumulo de grandes quantidades
de osmoprotetores, sendo o mais importante deles a glicina betaina. Ela é
sintetizada por plantas e disponibilizada para o B. subfilis pela degradagao dos
tecidos e/ou excrecdo das raizes das plantas. Nessa mesma bactéria foram
identificados dois genes cujos produtos servem para converter colina em glicina
betaina (Boch et al., 1996).

As bactérias Actinopolyspora halophila e Ectothiorhodorspira
halochloris séo capazes de viver em ambientes com alto estresse osmatico, e sao
também eficientes produtores de betaina. A concentracdo interna de betaina em
A. halophila pode representar até 33% de seu peso seco e E. halochloris pode
mostrar um acumulo de até 2,5M de concentracdo de betaina intracelular
(Nyyssola et al., 2000).

Muitos organismos podem crescer em meios contendo altas
concentragdes de sal e uréia. Por exemplo, bactérias crescem no trato urinario de
mamiferos, na presenca de sal e uréia. A betaina, presente na urina, tem sido
apontada como sendo importante na manutencdo do crescimento destes
organismos (Randall et al., 1996).

No molusco marinho Mytilus californianus o transportador de betaina
presente nas branquias € dependente de sddio e a atividade de transporte diminui
com a diminui¢gdo da osmolaridade. Na lula Lolliguncula brevis foi verificado que a

ativacdo do transporte de betaina em condigcdes hipertbnicas pode afetar a
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regulacdo de volume e a excitabilidade de neurbnios motores (Petty & Lucero,
1999).

A ostra Crassostrea virginica apresenta sintese de betaina a partir de
colina exodgena. Foi verificado que mitocdéndrias de ostras adaptadas a alta
salinidade captam colina e sintetizam betaina mais rapido que em baixas
salinidades (Pierce et al., 1995).

A taxa de sintese de glicina betaina é governada pela taxa de
captacdo de colina por mitocondrias de Limulus polyphemus. Em resposta a
concentracido ibnica em alta salinidade, a captagdo de colina pela mitocéndria
aumenta e o aumento dos niveis de colina estimulam a via metabdlica resultando
em um aumento na produgéo de glicina betaina. (Pierce et al., 1995).

Em trabalho realizado com caranguejos Chasmagnathus granulata,
Jahn (2001) verificou que, o animal quando exposto a um ambiente hiperosmético,
aumenta a captagdo de colina e a formagdo de glicina betaina no tecido
hepatopancreatico.

O estresse hiperosmotico de alguma forma ativa certos genes
denominados osmogenes que promovem a eventual sintese de transportadores
de colina na membrana (bactérias) assim como a betaina aldeido desidrogenase
(bactérias e plantas) que é a enzima terminal da rota sintética (Pierce et al., 1995).

Além destas fungdes osmoticas, esses solutos compativeis podem
também agir intracelularmente, protegendo enzimas e organelas contra o potencial
efeito inibitério das mudangas no potencial iénico e disponibilidade de agua. Além
de todas essas funcdes relacionadas a mudancgas nas pressdes osmoéticas do

meio, esses solutos compativeis podem realizar uma série de outras funcdes nas
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células: reservas intracelulares de carbono e nitrogénio; termotolerancia, tanto
para o calor como para o frio e até para o congelamento; tolerancia a dessecacgéao.
Também apresentam significancia ecoldogica quando estdo livres no meio
ambiente, liberados pelas células, quando da sua morte ou lise, ou no caso de um
choque hiposmotico onde serdo fortemente expulsos das células, podendo servir
como fonte de osmoprotetores, carbono, nitrogénio, energia e metano (através do
metabolismo dos solutos metilados) para outros membros da comunidade (Welsh,
1999).

A betaina como osmodlito tem sido investigada a mais de 30 anos,
entretanto este composto tem sido ignorado em estudos na regulagdo do volume
celular em favor dos aminoacidos livres (Gilles, 1982; 1983; Gilles & Pequeux,
1985; Gilles, 1997). Embora os aminoacidos livres sejam extremamente
importantes osmdlitos em organismos marinhos, as metilaminas em geral e
particularmente a betaina estdo freqiuentemente em maiores quantidades que os
aminoacidos em muitos animais eurihalinos (Pierce et al., 1995).

A glicina betaina é utilizada por varios organismos para facilitar o
crescimento sob condicbes de estresse celular, podendo também estabilizar
macromoléculas contra sodio, uréia, desnaturagao por calor e congelamento. Em
mamiferos ela é acumulada intracelularmente na medula do rim, onde faz o
balango hiperosmético do meio e evita a desnaturagdo pela uréia (Randall et
al.,1996).

A manutengao da concentracéo de solutos intracelulares e do volume
celular € um pré-requisito para o funcionamento da célula. Em mamiferos, o rim &

o0 componente chave desse sistema de defesa contra mudangas na concentragao



14

de solutos intra e extracelulares, através da formacao de urina com concentracoes
muito variadas. Isto s6 é possivel devido ao sistema de contracorrente presente
na medula renal, que faz com que a medula renal apresente variagdes muito
grandes de NaCl e uréia. Essas altas concentracbes fazem com que as células
renais enfrentem diversos problemas, como manter os gradientes elétricos
transmembranas e enfrentar as extraordinariamente altas concentracdes de uréia
na medula (pode chegar a 2000 mM em alguns animais). Essa uréia pode
penetrar na célula e prejudicar a estrutura e fungdo de proteina e de acidos
nucleicos. Esses desafios sdo enfrentados com o auxilio do acumulo de osmdlitos
organicos, que nao interferem no potencial elétrico das células e conseguem
contrabalancar esses efeitos deletérios da uréia (Beck et al., 1998).

A glicina betaina demonstrou forte efeito osmoprotetor, permitindo o
crescimento de cultura de células de ovario de hamsters incubadas em um meio
com alta osmolaridade, onde normalmente estes tecidos ndo seriam capazes de
se desenvolver (Kim et al., 2000).

Em mamiferos os ions inorganicos sdo os maiores efetores
osmoticos (osmodlitos) intra e extracelular. Entretanto de forma anormal os ions
podem aumentar seus niveis e perturbar a estrutura e fungdo das
macromoléculas. Durante o estresse algumas células de mamiferos regulam seu
volume com osmolitos orgéanicos. Estes osmdlitos podem ser divididos em trés
categorias os polidis como o sorbitol, aminoacidos livres como glutamato e taurina,
e metilaminas como creatina e betaina. (Miller et al., 2000).

Sob fortes pressdes osmaticas, a medula do rim, coragao, cristalino e

cérebro de mamiferos, utilizam osmdlitos organicos para regular o volume celular.
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Normalmente em mamiferos, somente os sistemas excretor e reprodutivo
apresentam altas pressdes osmaoticas nao patoldgicas, e estes apresentam altas
concentragdes de osmolitos orgéanicos (Miller et al., 2000).

Células do cértex e da medula renal sdo constantemente expostas a
variacées nas concentragcdes de solutos extracelulares, e respondem a essas
variagbes com o acumulo de osmdlitos organicos, como a glicina-betaina. A colina
€ livremente filtrada no glomérulo, ja que ela ndo é ligada a nenhuma proteina
plasmatica. Somente 3% da colina filtrada é excretada na urina, sugerindo uma
reabsorcédo de colina, em nivel fisiologico, de 10 uM. A maioria da colina
reabsorvida é transformada em betaina pelo rim (Moeckel & Lein, 1997).

A sintese de betaina tem sido demonstrada no cortex renal, medula
externa e medula interna, e a sintese € maior no coértex e vai diminuindo em
direcdo a papila. Em contraste, o acumulo de betaina € minimo nos tubulos
corticais e aumenta em direcao a papila (Moeckel & Lein, 1997).

Experimento realizado por Moeckel & Lein (1997) demonstrou que
apo6s uma injegdo de [**C] colina na artéria renal de ratos foi verificada a sintese
de ['*C] betaina no rim. A sintese aumentada no cértex posteriormente forneceu
essa nova betaina formada para a medula renal, onde foi acumulada em resposta
a estimulos de antidiurese. Essa nova betaina pode estar deixando as células
corticais tanto pelos vasos sanguineos para depois ser captada pelas células
medulares via um transportador de betaina dependente de Na’-Cl, ou entra no
lumen tubular para posteriormente ser reabsorvida na alga de Henle pelo mesmo

transportador.
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Fisiologia Renal

A capacidade que o rim de mamifero tem de conservar agua, liberar
os residuos nitrogenados e outros, € manter uma pequena variagao idnica e acido-
basica, € essencial para a manutencdao da vida animal. Somente com estes
mecanismos dos rins € que os mamiferos puderam invadir ambientes tao diversos
e indspitos (Pough et al., 1993).

Na regulagdo osmotica, um fator importante na regulagdo do meio
interno é a retencdo de quantidades apropriadas de agua. Outro requerimento
importante para a sobrevivéncia da célula € a presenga, em concentragoes
apropriadas, de varios solutos (p. ex., sais e moléculas de nutrientes) nos
compartimentos intra e extracelular (Randall et al., 2000).

O balancgo i6nico do liquido extracelular é principalmente regulado
pelos rins. Para melhor apreciar a importancia destas regulagdes renais, basta
fazer uma listagem parcial das substancias inorganicas simples mais importantes
que constituem o meio interno e quais s&o reguladas pelo rim: agua, sodio,
potassio, cloreto, calcio, magnésio, sulfato, fosfato e ion hidrogénio (Vander et al.,
1981).

O transporte de varios solutos através do epitélio renal pode ser feito
por mecanismos passivos a favor de um gradiente eletroquimico ou por processos
ativos especificos localizados na membrana da célula tubular. Os varios sistemas
de transporte sdo interdependentes e um importante mecanismo como a
reabsorc¢ao ativa de sodio, que utiliza uma grande fragado do suprimento energético

total do rim, exerce uma significativa influéncia no gradiente eletroquimico através
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do epitélio tubular renal, que passa a afetar o transporte passivo de agua e demais
solutos, promovendo a energia necessaria para a reabsorgdo de varias
substancias, como glicose e aminoacidos (Malnic & Marcondes, 1986).

O rim é o principal 6érgdo de osmorregulagdo e excregao de
nitrogénio na maioria dos vertebrados terrestres, especialmente em mamiferos,
que nao possuem outro recurso para a excregao de sais ou nitrogénio. Os rins
utilizam a multiplicacdo do mecanismo de contracorrente para produzir urina
hiperosmética, que € mais concentrada do que o plasma (Randall et al., 2000).

Segundo Randall et al. (2000), varios mecanismos sdo empregados
para controlar os problemas osmoticos e regular as diferengas entre: os
compartimentos intra e extracelular; e o compartimento extracelular e o meio
externo. Tais mecanismos sdo coletivamente chamados de mecanismos
osmorregulatorios que se referem a regulagdo da pressdo osmoética e da
concentragéo idnica no compartimento extracelular do organismo animal.

A capacidade osmorreguladora depende, em grande extensdo, das
propriedades do epitélio de transporte, localizado nos 6rgaos osmorreguladores
tais como o rim de mamiferos. A célula altamente especializada que compde
esses epitélios difere de todos os outros tipos de células por ser anatémica e
funcionalmente polarizada. E a partir dessas células epiteliais que depende a
composicdo do liquido extracelular (LEC), através de seu trabalho
osmorregulador.

A capacidade do epitélio de transporte € amplamente aumentada em
orgaos osmorreguladores em face de organizagao anatémica destes 6rgaos, como

€ claramente evidenciado nos rins de mamiferos. Neles, além do transporte
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transepitelial, o epitélio é organizado em tubulos arranjados de modo a aumentar a
eficiéncia de transporte do epitélio tubular. Esta combinacdo de funcao celular e
organizagao do tecido produziu um dérgédo excretor e osmorregulador eficiente
(Randall et al., 2000).

Os rins desempenham suas fungbes mais importantes filtrando o
plasma e removendo substancias do filtrado em graus diferentes, dependendo das
necessidades do corpo. Por fim, os rins depuram o filtrado (e, portanto, o corpo)
de substancias indesejaveis, excretando-as na urina; ao mesmo tempo, fazem
com que substancias necessarias sejam devolvidas ao sangue. Outra fungao é a
de controlar o volume e a composigao dos liquidos corporais. Para a agua e
virtualmente todos os eletrdlitos do corpo, o equilibrio entre ingesta (decorrente de
ingestao ou de produgédo metabdlica) e eliminagdo (decorrente de excregao ou de
consumo metabdlico) € mantido em grande parte pelos rins. Esta fungéo
reguladora dos rins mantém estavel o ambiente de que as células necessitam para
executar suas diversas atividades. (Guyton & Hall, 1997).

Dentre as principais fungdes do rim pode-se citar:

a) Fun¢des Homeostaticas:

Regulagdo do volume plasmatico e do equilibrio hidrolitico

(importante determinante da pressao sanguinea);

Regulagédo da osmolalidade sanguinea;

Manutencdo do equilibrio eletrolitico (Na*, K*, CI, Ca**, Mg,

S04%, PO%);

Regulagéo do equilibrio acido-basico (regulagdo do pH sanguineo);

Excrecdo de metabdlitos (ex. uréia, acido urico, creatinina).
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b) Fungdes Bioquimicas:
- Producao de horménios:
- Eritropoietina (estimula a produgéo de eritrocitos pela medula
Ossea);
- Renina (enzima que catalisa a produgéo de Angiotensina);
- 1,25-diidroxicolecalciferol (forma biologicamente ativa da
vitamina D);
- Producéao de substancias bioativas (ex. prostaglandinas, adenosina,
endotelina, oxido nitrico (NO), bradicinina, fator de crescimento
epidérmico, fator de crescimento tipo insulina);
- Sintese de glicose (gliconeogénese), angiotensinogénio e aménia;

- Metabolismo de algumas substéncias (ex. insulina).

Anatomia Macroscoépica

A face medial de cada rim apresenta uma endentacdo pela qual
passam a artéria e as veias renais, nervos e a pelve renal. Na superficie de corte
de um rim dividido em duas partes iguais, duas regides sédo evidentes: uma regido
externa, chamada cortex, e uma regiédo interna, chamada medula. O cortex e a
medula sdo compostos por néfrons, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos.
No rim, a medula é dividida em massas cbnicas: as piramides renais. A base de
cada piramide origina-se na borda corticomedular, e o apice termina na papila, que
fica dentro do espacgo pélvico. A pelve renal representa a regido dilatada superior

do ureter, que carrega urina do espaco pélvico para a bexiga urinaria. A pelve se
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divide em sacos abertos nas extremidades: os calices maiores, que se estendem
para fora da extremidade dilatada da pelve. Cada calice maior divide-se em
calices menores, que coletam a urina de cada papila. As paredes dos calices,
pelve e ureteres contém musculo liso, que se contrai para impelir a urina na
diregdo da bexiga, onde fica armazenada até sua eliminagdo (Berne & Levy,

1996).

cortex renal papila renal

capsula renal

medula renal
veia renal
calice menor artéria renal
. , pelve renal
calice maior
coluna renal
ureter

pirdmide renal

Figura 1. Estrutura do rim humano aberto para mostrar as estruturas internas.

Anatomia Microscépica
A unidade funcional do rim de mamiferos € o néfron, um tubo epitelial
que é fechado em sua extremidade inicial mas aberto em sua extremidade distal.
Cada rim contém numerosos néfrons, que se esvaziam em ductos coletores. Estes
ductos combinam-se para formar ductos papilares, que por fim se esvaziam na
pelve renal. Na extremidade fechada, o néfron é expandido para formar a capsula
de Bowman. A capsula de Bowman tem forma de calice, possuindo parede dupla

entre as quais fica o espago de Bowman, ocupado pelo filtrado glomerular. A luz
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da cépsula é continua com a luz estreita que se estende através do tubulo renal.
Um tufo de capilares dentro da capsula de Bowman forma o glomérulo renal
(também chamado de corpusculo renal). Essa estrutura é responsavel pelo
primeiro passo na formagao da urina .

A parede do tubulo renal é uma camada grossa de células; esse
epitélio separa a luz, do liquido intersticial. Em algumas por¢des do néfron, essas
células epiteliais s&o morfologicamente especializadas em transporte,
apresentando um denso tufo de microvilosidades em sua superficie luminal ou
apical e profundas invaginagcdes de sua membrana basal. As células epiteliais sdo
mantidas juntas por jungdes fechadas relativamente permeaveis, que permitem
difusdo paracelular limitada entre a luz e o espaco intersticial em torno do tubulo
renal.

O néfron pode ser dividido em trés regides principais: o néfron
proximal, a alca de Henle e o néfron distal. O néfron proximal consiste na capsula
de Bowman e no tubulo proximal. A alca de Henle compreende um ramo
descendente e um ramo ascendente. Este ultimo desemboca em um tubulo distal,

que se junta a um tubulo ou ducto coletor que serve a varios néfrons.
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artéria e veia — a1 | : .
interlobular  — — arteriola eferente
tubulo contorcido distat

capsulade Bowman—_- . . o 7

-arteriola aferente

tubulo contorcido proximal 77,

vasa recta

glomérulo «

capilares peritubulares®
- artéria arqueada

veia arqueada

alca descendente
alca ascendente

ducto coletor
Figura 2: estrutura microscépica interna do rim humano.

Formacgao de Urina
Segundo Randall et al. (2000), trés processos principais contribuem

para a composigao final da urina:
- Filtragdo glomerular do plasma para formar um ultrafiltrado na luz

da capsula de Bowman.
- Reabsorgdo tubular de aproximadamente 99% da agua e da

maioria de sais do ultrafiltrado remanescentes e concentragdo dos produtos de

excregao tais como uréia.
Secrecdo tubular de varias substancias principalmente por

transporte ativo.
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Mecanismos Basicos de Excrecao Renal

Arteriola Arteriola
aferente eferente

1. Filtracao

Capilares 2. Reabsorgao
glomerulares ~
3. Secrecao
4. Excregao

Capsula de
Bowman

Capilares
peritubulares

Excrec¢ao urinaria
Excrecao = Filtracdo — Reabsorcdo + Secrecao

Figura 3. Mecanismos basicos de excrecao renal.

A excrecao de diferentes substancias na urina representa a soma
algébrica destes trés processos renais: (1) a filtragdo glomerular, (2) reabsorg¢ao
de substancias do tubulo renal para o sangue e (3) secregdo de substancias do

sangue para os tubulos renais (Figura 3). Em termos matematicos,

Excrecao urinaria = filtragao — reabsorgao + secre¢ao
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A formacdo de wurina comega com filtragcdo, dos capilares
glomerulares para a capsula de Bowman, de grande quantidade de um liquido
virtualmente isento de proteinas. A maioria das substancias existentes no plasma
com excegao das proteinas € filtrada livremente, de modo que suas concentragoes
no filtrado glomerular colhido na capsula de Bowman sdo quase as mesmas do
plasma. A medida que o filtrado deixa a capsula de Bowman e avancga pelos
tubulos, ele é modificado pela reabsor¢ao, de volta para o sangue, de agua e
solutos especificos ou pela secrecdo de outras substédncias dos capilares

peritubulares para os tubulos.

Mecanismos tubulares

O filtrado glomerular € modificado por mecanismos tubulares que
dependem de processos de transporte ativo ou passivo das substancias filtradas.
Os processos de transporte ativos podem ser primarios ou secundarios.

O transporte ativo primario é realizado por bombas, denominagao
que se da aos sistemas enzimaticos que geram energia a partir do ATP, para
transportar um elemento contra um gradiente eletroquimico. Esse é o caso do Na,
K*, H e Ca®*, para os quais existem a Na* , K* - ATPase (bomba de Na*e K*), a
H* - ATPase (bomba de H*), a H*, K* - ATPase (bomba de H*, K*) e a Ca** -
ATPase (bomba de Ca?*).

No transporte ativo secundario, o gradiente eletroquimico produzido
pelo transporte ativo primario fornece energia para a passagem do elemento, mas
a esse se liga outra substancia por meio de um co-transportador, como no caso da

passagem de Na’, da luz tubular para o interior da célula (interior negativo e de
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baixa concentragéo), acoplado a glicose no mesmo sentido. Outros exemplos s&o
o co-transportador Na*/ K*/ 2CI', na membrana luminal do ramo ascendente da
alga de Henle, e o co-transportador Na*/ CI, na membrana luminal do tabulo
contorcido distal. Em outras situagdes o elemento acoplado tem sentido contrario:
fluxo de Na* para o interior da célula a partir da luz tubular e de H" ou de NH4" em
direcao oposta.

No transporte passivo, os elementos se movem a favor de um
gradiente eletroquimico (difusdo simples), em algumas ocasidées com intervengao
de transportadores da membrana celular que facilitam sua passagem (difusdo
facilitada). Alguns ions, como o K, possuem canais especificos que favorecem a
saida do interior da célula, seguindo seu gradiente de concentragao.

A agua se move por diferengas de pressdo osmoética criadas por
mecanismos de transporte ativo através de canais aquosos (aquaporinas) que

facilitam sua passagem (Houssay & Cingolani, 2004).

Diabetes Mellitus
Diabetes mellitus (DM) se caracteriza por um grupo de disturbios
metabdlicos identificados por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecéo de
insulina, na agdo da insulina ou de ambos. A hiperglicemia crbénica do diabetes é
associada com danos a longo prazo, disfun¢cdes e faléncia de varios 6rgéos,
especialmente olhos, rins, nervos, coragao e vasos sanguineos.
Diversos processos patogénicos  estdo  envolvidos no

desenvolvimento do diabetes. Desde destruicdo autoimune das células  do
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pancreas com consequente deficiéncia de insulina, até anormalidades que
resultam na resisténcia a acao da insulina. A base das anormalidades no
metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras no diabetes é a acéao
ineficiente da insulina nos seus tecidos alvo. Acao deficiente da insulina é
resultado de uma secregéo inadequada ou diminuicao da resposta do tecido a
insulina em um ou mais pontos da complexa rota de agéao deste hormoénio.

Sintomas de severa hiperglicemia incluem poliuria, polidipsia, perda
de peso, algumas vezes polifagia e visdo borrada. Disfungdo de crescimento e
suscetibilidade a certas infecgdes também podem acompanhar a hiperglicemia
cronica.

Complicagdes a longo prazo do diabetes incluem retinopatia com
perda potencial da visdo; nefropatia levando a faléncia renal; neuropatia periférica
com risco de ulceras nos pés e amputacdes; e neuropatia autonébmica causando
sintomas gastrointestinais, genitourinarios e cardiovasculares e disfungao sexual.
Pacientes com diabetes ainda apresentam incidéncia aumentada de
arteriosclerose cardiovascular e doenga cerebrovascular. Hipertensdo e
anormalidades no metabolismo de lipoproteinas também s&o geralmente
associados com o diabetes.

A grande maioria dos casos de diabetes podem ser classificados em
duas categorias: No diabetes do tipo | , a causa é a absoluta deficiéncia na
secrecdo de insulina pelas células B das ilhotas pancreaticas, resultado da
destruicdo autoimune dessas células. Também é conhecida como diabetes

dependente de insulina e diabetes juvenil. No diabetes tipo Il, a causa € uma
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combinagao de uma resisténcia a acdo da insulina e uma resposta secretéria de
insulina compensatéria inadequada. Esse aumento da resisténcia periférica a
insulina se da devido a defeitos na cascata de sinalizagdo ou no proprio receptor
de insulina. As causas para o estabelecimento desse tipo de diabetes, também
conhecido como nao-dependente de insulina ou diabetes do adulto, ainda nao
foram completamente esclarecidas, mas acredita-se que a obesidade, idade,
deposi¢ao inadequada de gordura corporal e falta de exercicio fisico podem
causar resisténcia a agao da insulina nos seus tecidos alvo levando a esse quadro

de diabetes (American Diabetes Association, 2004).

Diabetes experimental

O modelo experimental de DM contribui para o entendimento das
causas, consequéncias e tratamento desta doenca. Para o seu desenvolvimento
sdo utilizadas toxinas quimicas (aloxano, estreptozotocina, queladores de zinco),
animais transgénicos (ratos geneticamente modificados, por exemplo), entre
outros. A estreptozotocina é o agente empregado na inducdo do diabetes
experimental devido a sua seletividade pelas células 3 das ilhotas pancreaticas. A
estreptozotocina € uma nitrosuréia derivada de um fungo — Streptomyces griseus
— que produz severa insuficiéncia de insulina em ratos, simulando entdo o
diabetes tipo | (Pickup & Willians, 1998).

A estrutura quimica da STZ consiste de uma nitrosuréia interposta
entre um grupo metil e uma glicosamina. Embora seu mecanismo de agao nao

esteja bem esclarecido, esta droga esta relacionada a inibicdo da sintese de DNA,
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algumas enzimas envolvidas com gliconeogénese. No organismo distribui-se pelo
figado, rins e pancreas. E excretada predominantemente pelos rins (60-72% em

24h), na respiracéo (5%) e pelas fezes (1%) (BC Cancer Agency, 1994).

Nefropatia Diabética

Uma das maiores complicagdes do DM é uma progressiva nefropatia
que se desenvolvem em aproximadamente 35% dos pacientes a partir de 10 — 20
anos apds o inicio da doenga e leva, na maioria dos casos, a faléncia renal
terminal (Bardoux et al., 1999).

A nefropatia diabética (ND) representa atualmente a principal causa
de insuficiéncia renal terminal (IRT) nos Estados Unidos, e sua frequéncia esta em
ascensao (Faria, 2001).

A alteracdo mais precoce é o espessamento da membrana basal dos
capilares glomerulares. Simultaneamente, verifica-se uma esclerose glomerular
progressiva, caracterizada por expansdao mesangial acelular. A expanséo
mesangial progressiva causa colapso dos capilares glomerulares e a area de
filtragao declina proporcionalmente.

A hiperglicemia crénica resulta na glicosilagdo ndo enzimatica de
diversas proteinas plasmaticas e teciduais. Este fen6bmeno origina produtos
glicosilados que sofrem um rearrajno molecular levando a formacéo de produtos
glicosilados avangados (AGE). Os AGE podem causar dano tecidual por sua
reatividade com outras proteinas, modificando sua estrutura ou funcéo, ou pela

ativagdo de diversas linhagens de células, como células endoteliais, fibroblastos,
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células mesangiais e macrofagos. Um exemplo € a albumina glicosilada que, em
modelos animais, € capaz de induzir as lesdes observadas na nefropatia diabética
(espessamento da membrana basal glomerular e expansao mesangial).

Em decorréncia da expansao do mesangio e do colapso progressivo
dos capilares glomerulares, ocorre isquemia tubulo-intersticial, observando-se
infiltrado inflamatério e posteriormente atrofia e fibrose. Esta lesdo isquémica
favorece a ocorréncia de necrose da papila renal.

Logo apds o aparecimento do DM, praticamente todos os pacientes
apresentam aumento no fluxo sanguineo renal e na taxa de filtragdo glomerular
(TFG), ou seja, um estado de hiperfiltragdo glomerular. Os rins encontram-se
aumentados de tamanho e os glomérulos e tubulos tornam-se hipertrofiados. A
TFG excede em 20-40% o valor normal (dos n&o-diabéticos). Mesmo apds a
evolucdo para a faléncia renal, os rins do diabético permanecem
proporcionalmente maiores que os rins terminais em outras patologias.

A hiperfiltracdo esta associada ao espessamento da membrana basal
glomerular.

Atribui-se ao hiperfluxo renal um papel fundamental no
desencadeamento e progressdo da nefropatia diabética. Os mecanismos iniciais,
dependentes da hiperglicemia, parecem envolver a ativagéo renal do sistema das
cicinas-prostaglandinas e os niveis elevados de glucagon e horménio do
crescimento. Quando a glomeruloesclerose se estabelece, a progressdo da
doenca provavelmente se deve a hiperfiltracdo compensatéria, condi¢cao

adaptativa onde os néfrons remanescentes tentam manter a TFG.
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O aparecimento da proteinuria marca o inicio da nefropatia diabética
propriamente dita. O paciente que apresenta proteinuria ja apresenta leséo
glomerular visivel a microscopia oOtica — neste caso a expansao da matriz
mesangial.

Simultaneamente, a TFG inicia seu declinio como resultado da
glomeruloesclerose, caracteristica histolégica desta fase (glomerulopatia).
Observa-se entdo um aumento na incidéncia de hipertensdo arterial e o
surgimento de edema periférico. O aparecimento de edema generalizado e
proteinuria determinam a sindrome nefrética na nefropatia diabética.

Quando a taxa de filtragdo glomerular cai abaixo de um limiar, tem
inicio a elevagao dos nitrogénios nao protéicos no plasma, marcando o inicio da
insuficiéncia renal. Neste momento, a evolucio para a sindrome urémica e rins em
estado terminal é a regra, mesmo com intervencdes atualmente disponiveis que
retardam o processo de deterioragéo renal (Engel et al., 2004).

Em uma analise simples, o disturbio metabdlico por si, induzido por
DM, é suficiente para o desenvolvimento das lesbes glomerulares observadas na
nefropatia diabética. Desse modo, as lesdes renais podem ser observadas em
modelos animais com DM induzido por drogas. Estas lesbes podem ser
prevenidas ou reduzidas em sua intensidade pela obtencdo de valores glicémicos
préximos aos normais e dependem da duragao e da intensidade do tratamento
com a insulina (Faria, 2001).

Dois importantes estudos - um em pacientes com DM tipo |, o DCCT
(Diabetes Control and Complications Trial, 1993) e outro em paciente com DM tipo

II, o UKPDS (United Kingdom Prospective Study, 1998) — demonstraram que o
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desenvolvimento da nefropatia diabética é definitivamente influenciado pelo

controle glicémico (Faria, 2001).

Insuficiéncia Renal

A insuficiéncia renal crbnica resulta da perda irreversivel de grande
numero de néfrons funcionantes. Com frequéncia, os sinais clinicos graves soé
aparecem quando o numero de néfrons funcionais cai para pelo menos 70%
abaixo do normal. Em geral, a insuficiéncia renal crbénica, assim como a
insuficiéncia renal aguda, pode ocorrer em consequéncia de disturbios dos vasos
sanguineos, glomeérulos, tubulos, intersticio renal e trato urinario inferior. Apesar
da grande variedade de doencas que podem levar ao desenvolvimento de
insuficiéncia renal cronica, o resultado final € essencialmente o0 mesmo —
diminuicdo no numero de néfrons funcionais.

Em muitos casos, a ocorréncia de uma agressao aos rins pode levar
a uma deterioragao progressiva da fung¢ao renal e perda adicional de néfrons até
um ponto em que o individuo deve ser submetido a tratamento com rim artificial ou
transplante de rim funcional para sobreviver. Esta condicdo é conhecida como
insuficiéncia renal terminal.

Desconhece-se a causa dessa lesdo progressiva, mas algunas
pesquisadores acreditam que possa estar relacionada a pressdao aumentada ou
estiramento dos glomérulos restantes, o que ocorre em consequéncia da
vasodilatagcdo adaptativa ou de aumento da presséo arterial. Acredita-se que o
aumento cronico da pressao e estiramento de pequenas arteriolas e glomérulos

provoque finalmente a esclerose destes vasos (substituicdo do tecido normal por
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tecido conjuntivo). Essas lesdes escleréticas podem eventualmente obliterar o
glomérulo, com a consequente redugdo adicional da funcédo renal, além de
alteragdes adaptativas nos néfrons remanescentes e ciclo vicioso lentamente
progressivo que acaba terminando em insuficiéncia renal terminal.

Os efeitos da insuficiéncia renal sobre os liquidos corporais incluem:
edema generalizado decorrente da retengdo de agua e sal, acidose resultante da
incapacidade de os rins eliminarem do corpo produtos acidos normais,
concentragdo elevada de nitrogénio nao protéico — sobretudo a uréia — em
decorréncia da incapacidade de o organismo excretar os produtos finais das
proteinas e altas concentragcdes de outras substancias excretadas pelos rins,
como sulfatos, fendis, fosfatos, potassio e bases guanidinicas. Esta condigédo
global € denominada uremia devido a elevada concentragdo de uréia nos liquidos
corporais.

A uremia é o aumento de uréia e de outros nitrogénios nao protéicos
no sangue. Os nitrogénios nao protéicos incluem a uréia, o acido urico, a
creatinina e alguns compostos menos importantes. Em geral, trata-se de produtos
finais do metabolismo protéico, que devem ser removidos do organismo para
garantir o metabolismo normal continuo das proteinas das células. As
concentracdes desses produtos podem aumentar até 10 vezes o normal durante
uma a duas semanas de insuficiéncia renal completa. Na presenga de
insuficiéncia renal crénica, as concentracbes aumentam aproximadamente em
propor¢gdo ao grau de reducdo dos néfrons funcionais. Por essa razdo, a

determinacdo das concentracbes de tais substancias, sobretudo a uréia e a
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creatinina, fornece um importante meio de avaliar o grau de insuficiéncia renal
(Guyton & Hall, 1998).

Recentemente, o diabetes melitus e a hipertensdo passaram a ser
reconhecidos como as principais causas de insuficiéncia renal de estagio terminal

(Guyton & Hall, 1998).

Colina como suplemento

A suplementacgao dietética de colina e de betaina tem sido usada em
diversos experimentos visando os mais diferentes resultados.

Em modelos animais, uma suplementagdo de colina pré-natal tem
melhorado a fungc&o do sistema nervoso central de diversas maneiras, alterando,
por exemplo, no estagio pés-natal, a memdaria espacial e temporal e demonstrando
efeito neuroprotetor, diminuindo a vulnerabilidade a neurotoxicidade no estagio
adulto (Guo-Ross et al., 2003).

Courreges et al. (2003) testaram a influéncia de dietas
suplementadas e deficientes em colina em diferentes parametros da resposta
imune. Ndo sé durante momentos criticos como gestagao, lactagdo e desmame,
mas também na vida adulta, no caso de uma dieta deficiente em colina, essa
resposta se torna diminuida.

Uma combinagdo de wuridina e colina na dieta, de ratos
espontaneamente hipertensos, melhorou as deficiéncias cognitivas apresentadas
por estes modelos animais, como atengdo seletiva e aprendizado espacial (De

Bruin et al., 2003).
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O papel da betaina na osmorregulacédo de tecido intestinal de
galinhas foi estudado por Kettunen et al. (2001). A presenca de betaina protegeu
o epitélio duodenal contra a perda de agua num ambiente hiperosmético in vitro,
assim como o betaina é utilizada pelo rim de mamifero. No caso de uma
suplementagao de betaina na ragao, as galinhas demonstraram uma melhoria na
capacidade de retencdo de agua num meio hiperosmoético, sendo que as células
do tecido intestinal dos animais suplementados apresentaram uma maior
quantidade de betaina do que os controles neste mesmo meio, comprovando que
a suplementacgao de betaina ajudou a proteger as células contra os efeitos de um
ambiente hiperosmaético.

Ogborn et al. (2000) testaram a hipétese que uma suplementagao de
betaina poderia amenizar a doenga renal em ratos Han:SPRD-cy , um modelo de
doenga renal policistica e progressiva faléncia renal crénica, e mostraram que
essa suplementacdo pode modificar o metabolismo hepatico, mas ndo o dano
renal causado pela doenga.

Lohr et al. (1991) estudaram o efeito de uma dose de vanadato na
agua de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina no controle da glicemia,
na hipertrofia renal e no acumulo de polidis. Seus resultados proveram evidéncias
de que o tratamento com vanadato reduziu a hipertrofia renal e o acumulo de
polidis, caracteristicos da nefropatia diabética em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Mas esses resultados sao associados as propriedades do
vanadato de mimetizar os efeitos da insulina no controle glicémico.

A partir das informacdes da literatura podemos estabelecer que o

diabetes ao longo do tempo leva a uma disfungdo renal. Basicamente a
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hiperglicemia tem uma forte relagdo com esta disfungdo, provocando um tipo de
estresse osmotico renal.

Baseado na hipotese que o rim pode acumular osmdlitos organicos
durante alteragdes da pressdo osmotica, o objetivo geral do trabalho foi avaliar a
importancia da colina e da glicina betaina no cértex e na medula renal de ratos

controles e diabéticos.
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OBEJTIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a captacdo de [metil - *C] cloreto de colina in vitro no cortex
e na medula renal de ratos controles em diferentes tempos de incubagao;

Avaliar a captacdo de [metil - *C] cloreto de colina in vitro no cortex
e na medula renal de ratos incubados com diferentes doses de colina nao
marcada;

Avaliar a captacdo de [metil - *C] cloreto de colina in vitro no cortex
e na medula renal de ratos controles e diabéticos;

Avaliar a formacéao de glicina betaina em ratos controles e diabéticos;

Avaliar o indice renal de ratos controles e diabéticos;

Avaliar a influéncia de uma suplementacao dietética de colina em
ratos controles e diabéticos sobre a captagcdo de colina, formagdo de glicina

betaina e indice renal.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Os animais utilizados nesse trabalho foram ratos Wistar, machos,
pesando entre 250 e 300 gramas, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os animais foram colocados em caixas plasticas (dois ou trés ratos
por caixa) e mantidos em ambiente com temperatura controlada (22° C - 24° C). A
luminosidade foi controlada em ciclos de 12 horas com luz e 12 horas de
escuriddo (ciclo claro/escuro). Foram alimentados por ragdo (Moinhos Purina,
Porto Alegre — RS), dieta com 12 % de proteinas e agua ad libitum.

Todos os animais utilizados neste trabalho foram sacrificados por

deslocamento cervical.

Desenho experimental

Para a determinagdo de alguns parametros ideais como tempo de
incubacao, idade, sexo e competicao por transportadores foram utilizados ratos
controles.

A mortalidade observada nos animais diabéticos foi de 10% e nos
animais controles foi nula.

Experimentos in vitro foram realizados para determinar a fungao da
colina e da glicina betaina nos ratos diabéticos, estes foram divididos da seguinte

forma:
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Experimento I:
- Controles (5 ratos) : injecdo de tampao;

- Diabéticos ( 6 ratos) : injecdo de STZ ;

Para a determinagédo da influéncia de uma suplementagao dietética
de colina na agua sobre os processos de captacédo de colina e de formagao de

glicina betaina em ratos diabéticos, estes foram divididos da seguinte forma:

Experimento Il:
- Controles Isentos (2 ratos) : inje¢do de tampéao e agua isenta;
- Controles Tratados (3 ratos) : injecdo de tampdo e agua
suplementada;
- Diabéticos Isentos (2 ratos) : injegdo de STZ e agua isenta;
- Diabéticos Tratados (6 ratos) : injecdo de STZ e agua

suplementada;

Indugao do Diabetes
O diabetes foi induzido por uma unica injegao intra peritoneal (i.p.) de
Streptozotocina (STZ — Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) 70 mg/kg
(Takeuchi et al., 1994).
A STZ foi diluida em tampéao citrato de sodio (0,01M, pH 4,5) e
injetada até 10 minutos apos a diluicdo dessa substancia. Os animais controle

receberam o mesmo volume de tampao citrato de sédio na mesma via.
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Suplementacgao Dietética

Os animais dos grupos experimentais controle tratado (CTR-TRT) e
diabético tratado (DBT-TRT) receberam uma suplementagao dietética de colina
(25 mM de Cloreto de Colina) na agua (Guo-Ross et al.,, 2003), e os animais
controle isento (CTR-ISN) e diabético isento (DBT-ISN) receberam agua potavel. A
quantidade de agua ingerida por animal (controle ou diabético) foi controlada
através da anadlise do consumo com o auxilio de garrafas graduadas e levada em
consideragdo no momento de se determinar a quantidade de colina na agua para
que todos animais ingerissem a mesma quantidade de colina.

Foi realizada entdo uma corre¢cdo no momento do preparo da agua
suplementada para os animais diabéticos para que, apesar de eles estarem
tomando mais agua, estardo recebendo a mesma quantidade de colina.

Ingesta hidrica em animais controles: aproximadamente 45 mL / rato
/ dia (3,69 de colinal/litro);

Ingesta hidrica em animais diabéticos: aproximadamente 135 mL /

rato / dia (1,2g de colina/litro).

Determinacgao da Glicemia e da Uremia
O sangue foi retirado da veia caudal dos ratos e depositado em tubo
de ensaio previamente heparinizado (Liquemine ®), para evitar a coagulagao.
Apos realizou-se a separagao do plasma e dos elementos figurados através de

centrifugacédo (Centrifuga Eppendorf) e 5000 rpm (rotagdes por minuto) por 10
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minutos. Retirou-se o plasma que foi armazenado em freezer para posterior
analise da glicemia e da uremia.

Amostras de sangue foram coletadas semanalmente para realizagéo
das dosagens.

A glicemia foi determinada através da utilizacdo do teste
colorimétrico enzimatico Glicose PAP Liquiform (Kit ENZICOLOR, LABTEST
Diagndstica), no qual um reagente de cor foi misturado com 10 uL de amostra do
plasma e medido em espectofotometro (Espectofotdmetro Ultraspec 2000 —
Pharmacia Biotech) com comprimento de onda de 505 nm.

A uremia foi determinada através da utilizagao do teste colorimétrico
enzimatico Uréia CE (Kit UREASE, LABTEST Diagndstica) onde 5 uL de amostra
do plasma foi misturado primeiramente com a urease tamponada, deixada em
banho-maria e posteriormente misturada com o oxidante de uso. As amostras
foram medidas em espectofotobmetro (Espectofotdmetro Ultraspec 2000 -

Pharmacia Biotech) com comprimento de onda de 600 nm.

Validagao do modelo experimental: rato diabético
Os animais foram avaliados durante 60 dias com coletas semanais
de sangue e urina.
A injecdo de STZ ou tampéao foi feita no dia 0 (zero) e no dia 4
(quatro) foi feita a primeira dosagem da glicemia. Foram considerados diabéticos
aqueles animais que apresentaram concentragdo de glicose plasmatica maior de

250mg/dL (Packer et al., 2000).
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Tabelas das glicemias
A glicemia foi monitorada para certificagdo da existéncia e

manutencio do diabetes.

Tabela 1: Niveis glicémicos (mg/dL) de animais controles e diabéticos apos

diferentes tempos de tratamento - (Experimento )

TEMPO DE TRATAMENTO
(dias)
0(n=5e7) 1M (n=5e7) 25(n=5e7) 39(n=5e6) 53(n=5eb)

CONTROLE 108,417,4 99,5+8,6 88,3+2,9 105,8+3,6 122,2+17,3

DIABETICOS 104,446,1 393,1£13,6*  408,6£12,3* 479,8£14,9*  512,2445,4*

Valores expressos em média + EPM,;
* - diferenga em relagéo ao controle(p<0,05).

Tabela 2: Niveis glicémicos (mg/dL) de animais controles e diabéticos apos

diferentes tempos de tratamento - (Experimento )

TEMPO DE TRATAMENTO
(dias)
0(n=5e7) 11 (n=5e7) 25(n=5e7) 39(n=5e7) 53(n=4eb)

CONTROLE 108,4+7,4 85,415,9 99,615,0 93,1£3,4 125,145,8

DIABETICOS 104,446,1 442,0£23,5*  555,2+25,6* 580,0+19,1* 619,8+28,6*

Valores expressos em média + EPM,;
* - diferenga em relagao ao controle(p<0,05).
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Tabelas das Uremias
A uremia foi medida para monitorar o avango da insuficiéncia renal,
sendo que o aumento da uremia é aproximadamente proporcional a diminuicdo do

numero de néfrons funcionais (Guyton & Hall, 1998).

Tabela 3: Niveis urémicos (mg/dL) de animais controles e diabéticos apos

diferentes tempos de tratamento - (Experimento )

TEMPO DE TRATAMENTO
(dias)
O(n=5e7) 11 (n=5e7) 25(n=5e7) 39(n=5e6) 53(n=5eb)

CONTROLE 44,9+3,3 46,3+4,2 43,2+1,4 47,9123 49,2+0,9

DIABETICOS 42,1£2,2 50,5+1,5 52,1+2,3* 55,9+3,5* 80,3+9,8* °

Valores expressos em média + EPM;
* - diferenga em relagdo ao controle (p<0,05);
a - diferenga com os outros dias dentro do mesmo grupo(p<0,05).

Tabela 4: Niveis urémicos (mg/dL) de animais controles e diabéticos apos

diferentes tempos de tratamento - (Experimento )

TEMPO DE TRATAMENTO
(dias)
O(n=5e7) 11 (n=5e7) 25(n=5e7) 39(n=5e6) 53(n=3eb)

CONTROLE 44,9+3,3 51,2+2,6 53,1£2,5 49,4422 59,3+5,9

DIABETICOS 42,1422 60,3+2,9*°  65,9+4,0*°  65,0£3,4*° 92,0+6,7* "2

Valores expressos em média + EPM;

* - diferenga em relagéo ao controle(p<0,05);

®_ diferenca com o dia 0 dentro do mesmo grupo(p<0,05);

a - diferenga com os outros dias dentro do mesmo grupo(p<0,05).
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Tabela de Pesos

O peso dos animais também foi monitorado, antes e depois do

periodo experimental.

Tabela 5: Pesos (g) de animais controles e diabéticos - (Experimento 1)

PESOS (g)
Inicial Final Variagao
(n=4¢5) (n=4 e 5) (Pf-Pi)
CONTROLE 292,3+11,2 445,3+7,8 153
DIABETICOS 240,616 226,0+17,6 -14,6

Valores expressos em média + EPM;

Tabela 6: Pesos (g) de animais controles e diabéticos - (Experimento 1)

PESOS (g)

Inicial Final Variacao
(n=2,2,2e3) (n=2,2,2e 3) (Pf-Pi)

CONTROLES 222,0+18,0 323,0+36,0 101
ISENTOS

CONTROLES 268,5+13,5 344,0+25,0 75,5
TRATADOS

DIABETICO 353,5+11,5 317,0+£11,0 -36,5
ISENTOS

DIABETICOS 283,7+10,2 249,3+10,7 -34,3
TRATADOS

Valores expressos em média + EPM;

Foram observados alguns aspectos caracteristicos de animais
diabéticos, como pélo amarelado (devido a poliuria) (Figura 4), alto consumo de
agua (polidipsia), alto consumo de alimento (polifagia), diminuicdo de peso

(Tabelas 5 e 6 e Figura 4) e rins hipertroficos (Figura 5).
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Figura 4: Aspecto visual de ratos: CTR: controle e DBT: diabético.

o=
= IR\
~ = ‘.
E \
= |
2
-8 pér
=
o_=
~ 5
=
P

5
iy

Figura 5: Aspecto visual do rim: CTR: controle e DBT: diabético.

Avaliacao Qualitativa da Urina
Amostras de urina dos ratos de todos os grupos foram submetidas a

avaliagdes qualitativas com o auxilio de tiras reagentes para uroanalise (Multistix
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® - Bayer Diagnosticos). A presenca de grandes quantidades de glicose na urina

foi observada nos ratos dos grupos diabéticos.

Procedimento Experimental

Os animais foram pesados e posteriormente sacrificados por
deslocamento cervical. Os rins foram excisados e colocados em placas de Petri
umedecidas com solugéo fisiolégica gelada (Ringer Bicarbonato em mmol/L: NaCl
118,3; KCI 4,7; CaCl, + 2H,0 2,5; MgSO4 + 7H20 1,2; KH,PO4 1,2; NaHCO3 25,0;
pH 7,4). Apos, os rins foram secados em papel filtro e pesados, para a
determinagao do indice renal. Os rins foram entdo cortados em fatias (Figura 6)
com o auxilio de um slicer, e foi feita a separacao do cortex renal (CX) da medula
renal (MD). Para cada rim foram obtidas 3 fatias de aproximadamente 800-
1000um de espessura. Esses tecidos foram secados em papel filtro e colocados
em tubos de 5ml, previamente pesados, contendo 1000ul de SF e 0,2uCi de [metil
- 1C] cloreto de colina (55,0 mCi/mmol; Amersham Internacional). Os tubos foram
pesados novamente para a determinagao do peso dos tecidos. A seguir foi feita a
substituicdo da fase gasosa por carbogénio (O2:/CO2, na proporgéo 95:5% v/v). Os
tubos foram fechados e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff sob

agitacao constante por 30 minutos e a 37°C.

Ao final de cada tempo experimental, os tubos eram imersos
imediatamente em recipiente com gelo para interromper os processos de

metabolicos.
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As amostras foram removidas do meio de incubacao, lavadas duas
vezes em solugao fisioldgica gelada, com o objetivo de retirar o excesso de
radioatividade adsorvida ao tecido, secas em papel filtro e colocadas em frascos
com tampa rosca contendo 1 ml de agua bidestilada. Apds, estes frascos foram
congelados e fervidos alternadamente por trés vezes, para romper as células e
liberar conteudo captado pelo tecido renal. Este conteudo liberado foi considerado

0 meio interno, e o meio de incubacao, o externo.

Figura 6: Amostra de uma fatia retirada de um rim.

Avaliagao da captacao de colina
Para cada amostra, foram utilizados 100uL do meio interno e do
meio externo, e colocados em 2,5 ml de liquido de cintilagcdo [tolueno— triton X-
100 (2:1), PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] para medida de radioatividade. Esta
medida foi realizada em espectrdmetro de cintilacdo liquida (LKB-Wallac) com

97% de eficiéncia. Os resultados da captacdo de colina foram expressos pela da
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radioatividade contida no meio interno ([metil - *C] cloreto de colina captada pelo
tecido) e no meio externo (meio de incubacéao) (T/M: dpm/ml meio interno dividido
por dpm/ml de meio externo), conforme descrito por Machado et al. (1991).

Os seguintes parametros de captacao foram estudados:

a) Captacao de colina em fungao do tempo de incubagao:

As amostras do tecido renal (cortex e medula) de ratos controles
foram incubadas em solugao fisiolégica, conforme descrito acima, e a colina
radioativa durante tempos de 30, 45 e 60 minutos.

b) Captacao de colina na presenca de colina nao radioativa
(colina fria) :

Neste experimento foram utilizadas amostras de CX e MD de rim de
animais controle incubados com SF mais [metil - "*C] cloreto de colina, nas quais
foram acrescidas doses de colina n&o radioativa na concentracdo de OmM
(controle), 1mM, 5mM e 10mM.

c) Captacao de colina pelo rim de ratos diabéticos:

Foi realizado o procedimento de captacdo de colina em CX e MD
renal de ratos controles e diabéticos, onde amostras do tecido renal foram
incubadas em solucio fisioldgica mais [metil - *C] cloreto de colina.

d) Captagcdao de colina pelo rim de ratos diabéticos com
suplementagao:

Experimento de captagdo de colina pelo tecido renal (CX e MD) foi
realizado em ratos de quatro diferentes grupos: controle isento, controle tratado,

diabético isento e diabético tratado.
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Avaliagcao da formacgao de glicina betaina a partir da colina radioativa

No CX e na MD renal foram realizados experimentos de formagéao de
glicina betaina a partir da colina radioativa captada pelos tecidos. Para determinar
a sintese de glicina betaina foi realizada a cromatografia de camada fina. Utilizou-
se 20 uL do meio interno, aplicado em placas de cromatografia (Silica gel G-60;
Darmstadt, Germany). A solugéo carreadora foi preparada com metanol e amonia
0,88M (75:25), e posteriormente a formagdo de betaina foi avaliada por
autorradiografia em filme radiografico (Hyperfiim® MP — Amersham Pharmacia
Biotech, England) (Boch et al., 1994). As autorradiografias foram analisadas por
meio de densitdmetro (VDS, Pharmacia), para quantificar a formagao de betaina

que foi expressa em unidades arbitrarias de pixels.

Foram realizados os seguintes experimentos de formacgao de glicina
betaina a partir da colina radioativa captada pelo tecido renal.

e) Formacgao de glicina betaina na presenca de competidores:

Neste experimento foi realizado a avaliagédo da formagao de glicina
betaina em amostras de CX e MD renal de animais controle e com a dose de
10mM de colina fria.

f) Formacao de glicina betaina em ratos diabéticos:

Foi realizado a avaliagdo da formagéo de glicina betaina a partir da

captacgao de colina em CX e MD renal de ratos controles e diabéticos.
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g) Formacdao de glicina betaina em ratos diabéticos com
suplementagao:

Experimento de formagao de glicina betaina pelo tecido renal (CX e
MD) foi realizado em ratos de quatro diferentes grupos: controle isento, controle

tratado, diabético isento e diabético tratado.
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Tratamento Estatistico

Os resultados foram expressos como a média + o erro padrao da
média (EPM). Para os dados experimentais obtidos foi utilizado o teste t de
Student para dados nao pareados. Para as curvas de tempo ou de tratamentos foi
feita a analise de variancia (ANOVA) de uma via, com teste de comparagéao de
Student-Newman-Keuls (SNK). As diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que
0,05.

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat

versao 2.0 compativel com Windows.
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ABSTRACT

Cells from renal cortex and medulla are constantly exposed to
variations of extracellular solutes and can respond to these variations with the
accumulation of organic osmolytes, like the glycine betaine, whose precursor is the
choline. One characteristic of the diabetes disease is a renal osmotic disturbance,
leading to a diabetic nephropathy, which can result in renal insufficiency. The
purpose of this work was to study the metabolism of the choline and glycine
betaine in the kidneys of diabetic rats. Kidneys of diabetic rats were excised and
sliced. In the slices were separated the cortical and medullar regions, and than
incubated in physiological solution with 0,2 uCi of [methil-"*C] choline cloride. Than
the choline uptake and the glcyne betaine formation were measured. The higher
values of choline uptake were obtained after 30 minutes of incubation. The cortex
and the medulla showed reduction of the choline uptake and of the glycine betaine
formation in the presence of non labeled choline in the incubation media, probably
because of a competition process by the choline transporters at the renal tubules.
Kidneys from diabetic rats showed higher values of choline uptake, probably to
compensate the high osmolarity of the tubular liquid, due to high glucose
concentration. The rats which receive a treatment with choline in their diet showed
choline uptake values similar to the diet free ones. The supplement of choline in
the diet resulted in a rising on the glycine betaine formation at the cortex. The

choline supplied chronically and in small concentrations can probably be working
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as an activator of the enzymatic system of glycine betaine formation, at the renal
cortex. Nevertheless the hypertrophy was not influenced by the treatment.
However, studies of the enzymatic activity in these tissues will help to

enlighten this osmoregulator mechanism.
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INTRODUGAO

Fatores abioticos estressantes como seca, salinidade e extremos de
temperatura tem sido limitantes para a sobrevivéncia das espécies. Organismos
que vivem em habitats onde esses fatores predominam, desenvolveram varias
adaptagdes para sobreviver nestes ambientes. Eles acumulam solutos orgéanicos
como alcoois, aminoacidos, compostos quaternarios de amoénia ou terciarios de
sulfato, em resposta ao estresse osmoético. O acumulo desses solutos em resposta
ao estresse osmotico é uma adaptagao metabdlica encontrada em invertebrados
e vertebrados tolerantes ao estresse, sugerindo uma evolugédo convergente para
esse trago (Rathinasabapathi, 2000). Em geral estes compostos sdo chamados de
compativeis porque ao inverso dos ions inorganicos eles nao perturbam as
macromoléculas. Além disso alguns osmdlitos, especialmente as metilaminas, séo
chamados de contrareguladores porque podem estabilizar macromoléculas contra
uma variedade de perturbagdes fisioldgicas (Miller et al., 2000).

A (dlicina-betaina (betaina) é uma trimetilamina produzida pela
oxidacdo da colina em dois passos, onde a primeira reagdo € catalisada pela
enzima colina desidrogenase (CD) e a segunda pela betaina aldeido
desidrogenase (BADH):

CcDh BADH
Colina—> betaina aldeido + NAD*— glicina betaina + NADH

A betaina é utilizada como osmodlito ndo perturbante por plantas,

bactérias, invertebrados e vertebrados para compensar o estresse hipertonico

(Petty & Lucero, 1999).



56

A glicina betaina é utilizada por varios organismos para facilitar o
crescimento sob condicbes de estresse celular, podendo também estabilizar
macromoléculas contra sodio, uréia, desnaturagao por calor e congelamento. Em
mamiferos ela é acumulada intracelularmente na medula do rim, onde faz o
balango hiperosmético do meio e evita a desnaturagdo pela uréia (Randall et
al.,1996).

Células do cortex e da medula renal sdo constantemente expostas a
variagdes nas concentragbes de solutos extracelulares, e respondem a essas
variagdbes com o acumulo de osmdlitos organicos, como a glicina-betaina. A colina
é livremente filtrada no glomérulo, ja que ela ndo esta ligada a nenhuma proteina
plasmatica. Somente 3% da colina filtrada é excretada na urina, sugerindo uma
reabsorcédo de colina, em nivel fisiologico, de 10 uM. A maioria da colina
reabsorvida é transformada em betaina pelo rim (Moeckel & Lein, 1997).

A sintese de betaina tem sido demonstrada no cortex renal, medula
externa e medula interna, e a sintese € maior no coértex e vai diminuindo em
direcdo a papila. Em contraste, o acumulo de betaina € minimo nos tubulos

corticais e aumenta em direcao a papila (Moeckel & Lein, 1997).

Diabetes Mellitus
Diabetes mellitus (DM) se caracteriza por um grupo de disturbios
metabdlicos identificados por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecao de

insulina, na agao da insulina ou de ambos. A hiperglicemia crénica do diabetes é
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associada com danos a longo prazo, disfungdes e faléncia de varios 6rgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, coragao e vasos sanguineos.

Uma das maiores complicagcdes do DM é uma progressiva nefropatia
que se desenvolve em aproximadamente 35% dos pacientes a partir de 10 — 20
anos apds o inicio da doenga e leva, na maioria dos casos, a faléncia renal
terminal (Bardoux et al., 1999).

A nefropatia diabética (ND) representa atualmente, junto com a
hipertensdo, as duas principais causas de insuficiéncia renal terminal (IRT) nos
Estados Unidos e sua frequéncia esta em ascensao (Faria, 2001; Guyton & Hall,
1998).

Em uma analise simples, o disturbio metabdlico por si, induzido por
DM, é suficiente para o desenvolvimento das lesbes glomerulares observadas na
nefropatia diabética. Desse modo, as lesdes renais podem ser observadas em

modelos animais com DM induzido por drogas (Faria, 2001).

Suplementacgao Dietética

A suplementacao dietética de colina e de betaina tem sido usada em
diversos experimentos, para avaliar seu papel no sistema nervoso de ratos (Guo-
Ross et al., 2003; Courréges et al., 2003; De Bruin et al., 2003 ), osmorregulagéo
em aves (Kettunen et al., 2001) e amenizar uma doenga renal policistica em ratos
(Ogborn et al., 2000). Também ja foi estudado o efeito do vanadato na
alimentagao para diminuir a hipertrofia renal no diabetes (Lohr et al., 1991).

A partir das informacdes da literatura podemos estabelecer que o

diabetes leva, ao longo do tempo, a uma disfungdo renal. Basicamente a
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hiperglicemia tem uma forte relagcdo com esta disfungdo, provocando um tipo de
estresse osmotico renal.

Baseado na hipotese que o rim pode acumular osmdlitos organicos
durante alteragbes da pressao osmotica, o objetivo do trabalho foi avaliar a
importancia da colina e da glicina betaina no cértex e na medula renal de ratos
controles e diabéticos, através da avaliagao do indice renal, da captagéo de colina
e da formagdo de glicina betaina no rim de ratos diabéticos com e sem

suplementacgao dietética de colina.
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MATERIAIS E METODOS

Animais
Os animais utilizados nesse trabalho foram ratos Wistar, machos,
pesando entre 250 e 300 gramas. Todos os animais utilizados neste trabalho

foram sacrificados por deslocamento cervical.

Desenho experimental
Para a determinagdo de alguns parametros ideais como tempo de
incubacao, idade, sexo e competicao por transportadores foram utilizados ratos
controles.
Experimentos in vitro foram realizados para determinar a fungao da
colina e da glicina betaina nos ratos diabéticos, sendo que o primeiro experimento
contou com ratos controle e diabéticos e no segundo experimento foi oferecida

uma suplementagao de colina na dieta de ratos controles e diabéticos.

Indugao do Diabetes
O diabetes foi induzido por uma unica injegao intra peritoneal (i.p.) de
estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), dose de

70 mg/kg (Takeuchi et al., 1994).

Suplementacgao Dietética (Experimento Il)
Os animais dos grupos experimentais controle tratado (CTR-TRT) e

diabético tratado (DBT-TRT) receberam uma suplementacdo dietética de colina
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(25 mM de Cloreto de Colina) na agua (Guo-Ross et al.,, 2003), e os animais
controle isento (CTR-ISN) e diabético isento (DBT-ISN) receberam agua potavel. A
quantidade de agua ingerida por animal (controle ou diabético) foi controlada
através da anadlise do consumo com o auxilio de garrafas graduadas e levada em
consideragao no momento de se determinar a quantidade de colina na agua para

que todos animais ingerissem a mesma quantidade de colina.

Determinacgao da Glicemia e da Uremia

Amostras de sangue foram coletadas semanalmente durante 60 dias
para realizacdo das dosagens de niveis glicémicos e niveis urémicos.

A injecdo de STZ ou tampéao foi feita no dia 0 (zero) e no dia 4
(quatro) foi feita a primeira dosagem. Foram considerados diabéticos aqueles
animais que apresentaram concentragdo de glicose plasmatica maior de
250mg/dL (Packer et al., 2000).

A uremia foi medida para monitorar o avango da insuficiéncia renal,
sendo que o aumento da uremia é aproximadamente proporcional a diminuicdo do
numero de néfrons funcionais (Guyton & Hall, 1998).

Foram observados alguns aspectos caracteristicos de animais
diabéticos, como presenca de glicose na urina (glicosuria), pélo amarelado (devido
a poliuria), alto consumo de agua (polidipsia), alto consumo de alimento (polifagia),

diminuicdo de peso corporal e rins hipertroficos.
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Procedimento Experimental

Os animais foram pesados e posteriormente sacrificados por
deslocamento cervical. Os rins foram excisados e colocados em placas de Petri
umedecidas com solucgao fisiolégica gelada (Ringer Bicarbonato, pH 7,4). Apds, os
rins foram secados em papel filtro e pesados, para a determinagéo do indice renal.
Os rins foram entdo cortados em fatias com o auxilio de um slicer, e foi feita a
separagao do cortex renal (CX) da medula renal (MD). Para cada rim foram
obtidas trés fatias de aproximadamente 800-1000um de espessura. Esses tecidos
foram secados em papel filtro e colocados em tubos de 5ml, previamente pesados,
contendo 1000ul de SF e 0,2uCi de [metil - ™C] cloreto de colina (55,0 mCi/mmol;
Amersham Internacional). Os tubos foram pesados novamente para a
determinacao do peso dos tecidos. A seguir foi feita a substituicdo da fase gasosa
por carbogénio (O,:/CO2, na proporgado 95:5% v/v). Os tubos foram fechados e
incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff sob agitagdo constante por 30
minutos e a 37°C.

Ao final de cada tempo experimental, os tubos eram imersos
imediatamente em recipiente com gelo para interromper 0s processos
metabdlicos.

As amostras foram removidas do meio de incubacgao, lavadas duas
vezes em solugado fisioldgica gelada, com o objetivo de retirar o excesso de
radioatividade adsorvida ao tecido, secadas em papel filtro e colocadas em frascos
com tampa rosca contendo 1 ml de agua bidestilada. Apds, estes frascos foram

congelados e fervidos alternadamente por trés vezes, para romper as células e



62

liberar conteudo captado pelo tecido renal. Este conteudo liberado foi considerado

0 meio interno, e o meio de incubacao, o externo.

Avaliagao da captacao de colina

Para cada amostra, foram utilizados 100uL do meio interno e do
meio externo, e colocados em 2,5 ml de liquido de cintilag&o [tolueno— triton X-100
(2:1), PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] para medida de radioatividade. Esta medida
foi realizada em espectrémetro de cintilagao liquida (LKB-Wallac) com 97% de
eficiéncia. Os resultados da captagdo de colina foram expressos pela da
radioatividade contida no meio interno ([metil - *C] cloreto de colina captada pelo
tecido) e no meio externo (meio de incubacéao) (T/M: dpm/ml meio interno dividido

por dpm/ml de meio externo), conforme descrito por Machado et al. (1991).

Avaliacao da formacao de glicina betaina a partir da colina radioativa

No CX e na MD renal foram realizados experimentos de formacéao de
glicina betaina a partir da colina radioativa captada pelos tecidos. Para determinar
a sintese de glicina betaina foi realizada a cromatografia de camada fina. Utilizou-
se 20 uL do meio interno, aplicado em placas de cromatografia (Silica gel G-60;
Darmstadt, Germany). A solugéo carreadora foi preparada com metanol e aménia
0,88M (75:25), e posteriormente a formagdo de betaina foi avaliada por
autorradiografia em filme radiografico (Hyperfim® MP Amersham Pharmacia

Biotech, England) (Boch et al., 1994). As autorradiografias foram analisadas por
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meio de densitdmetro (VDS, Pharmacia), para quantificar a formagao de betaina
que foi expressa em unidades arbitrarias de pixels.

A partir dos protocolos acima citados, os seguintes parametros de
captacéo colina e formacao de glicina betaina pelo CX e MD renal de ratos foram
estudados:

Captacao de colina em funcdo do tempo de incubagéo; captagdo de
colina e formacdo de glicina betaina na presenca de doses de colina néo
radioativa (colina fria); captacdo de colina e formagao de glicina betaina em ratos

controles e diabéticos, com e sem suplementagcdo de colina na dieta.

Tratamento Estatistico

Os resultados foram expressos como a média + o erro padrao da
média (EPM). Para os dados experimentais obtidos foi utilizado o teste t de
Student para dados nao pareados. Para as curvas de tempo ou de tratamentos foi
utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via, com teste de comparagao de
Student-Newman-Keuls (SNK). As diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que
0,05.

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat

versao 2.0 compativel com Windows.
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Figura 1. Captacao de ['“C]colina pelo tecido renal de ratos controles
em diferentes tempos de incubacdo. Coértex renal (CX) e medula renal (MD),
respectivamente; T/M: a captacdo esta expressa pela relagdo tecido/meio. Os
dados estao representados como média + EPM. O numero amostral esta indicado

entre colchetes.
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Figura 2. Captacado de [**C]colina pelo tecido renal de ratos controles
na presencga de diferentes doses de colina fria. Cértex renal (CX) e medula renal
(MD), respectivamente; T/IM: a captagao esta expressa pela relagao tecido/meio. *:
diferenca em relagdo ao controle (p<0,05); Os dados estdo representados como

média = EPM; O numero amostral esta indicado entre colchetes.
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Figura 3. Formacéo de glicina betaina a partir de ['“C]colina pelo
tecido renal de ratos controles na presenca da dose de 10mM de colina fria.
Cortex renal (CX) e medula renal (MD); CTR: controle; *: diferenga em relagdo ao
controle (p<0,05); #: diferenca em relagdo ao cortex no mesmo grupo (p<0,05);0s

dados estéo representados como média + EPM,;
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Figura 4. Captacao de ["*C]colina pelo tecido renal de ratos controles
e diabéticos. Cortex renal (CX) e medula renal (MD); T/IM: a captacédo esta
expressa pela relagao tecido/meio; CTR: controle; DBT: diabético; *: diferenca em
relacdo ao controle (p<0,05); Os dados estédo representados como média + EPM.

O numero amostral esta indicado entre colchetes.
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Figura 5. Captacéo de ['*C]colina pelo tecido renal de ratos controles
isentos (CTR-ISN), controle tratados (CTR-TRT), diabéticos isentos (DBT-ISN) e
diabéticos tratados (DBT-TRT). Cortex renal (CX) e medula renal (MD); T/M: a
captacdo esta expressa pela relacdo tecido/meio; *: diferenca em relacdo ao
controle (p<0,05); 2. diferenca em relagcdo ao DBT-ISN; Os dados estao
representados como média + EPM. O numero amostral esta indicado entre

colchetes.
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Figura 6. Formacdo de glicina betaina a partir de ['*C]colina pelo
tecido renal de ratos controles e diabéticos. Cortex renal (CX) e medula renal
(MD); CTR: controle; DBT: diabético; *: diferenga em relagdo ao cértex no mesmo

grupo (p<0,05); Os dados estao representados como média + EPM,;
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Figura 7. Formagdo de glicina betaina a partir de [*C]colina pelo
tecido renal de ratos controles isentos (CTR-ISN), controles tratados (CTR-TRT),
diabéticos isentos (DBT-ISN) e diabéticos tratados (DBT-TRT); CX: cértex renal; *:
diferenca em relacdo ao isento no mesmo grupo (p<0,05); Os dados estado

representados como média + EPM;
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Figura 8. Formagédo de glicina betaina a partir de ['“C]colina pelo
tecido renal de ratos controles isentos (CTR-ISN), controles tratados (CTR-TRT),

diabéticos isentos (DBT-ISN) e diabéticos tratados (DBT-TRT); MD: medula renal;

Os dados estao representados como média + EPM;
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Tabela 1: Valores do indice Renal (%) de animais controles e

diabéticos - (Experimento I)

PESOS (g)
Rato Rim IR
(n=2 e 3) (n=4 e 6) (%)
CONTROLES 434,0+12,0 1,32+0,04 0,31
DIABETICOS 242,7+23,2 1,21+£0,07 0,50*

Valores expressos em média + EPM;

IR - indice Renal = (Peso do rim / Peso do rato) x 100
* - diferenga em relagéo ao controle.

Tabela 2: Valores do indice Renal (%) de animais controles

isentos, controles tratados, diabéticos isentos e diabéticos tratados -

(Experimento Il)

PESOS (g)
Rato Rim IR

(n=1,2,24) (n=2,4,4¢ 8) (%)
CONTROLES 359,0+0,0 1,09+0,01 0,30
ISENTOS
CONTROLES 344,0+25,0 1,05+0,10 0,31
TRATADOS
DIABETICOS 317,018,0 1,48+0,04 0,47*
ISENTOS
DIABETICOS 249,3+10,7 1,29+0,03 0,52*
TRATADOS

Valores expressos em média + EPM,;

IR - indice Renal = (Peso do rim / Peso do rato) x 100
* - diferenga em relacéo ao controle;
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RESULTADOS

Em todos os experimentos, o cortex renal apresentou valores de
captacao maiores que a medula renal.

Na figura 1 esta demonstrada a captacéo de colina em diferentes
tempos de incubacgao. O tempo escolhido para os outros experimentos foi baseado
nos resultados desta curva, onde a maior captacédo observada foi aos 30 minutos,
diminuindo nos outros tempos.

A presenca de doses de colina fria no meio de incubacédo esta
representada na figura 2. Nas doses de 5 mM e 10 mM, tanto no cértex como na
medula, os valores de captagdo foram significativamente mais baixos que os
valores do grupo controle.

E importante salientar que as representacdes graficas da formacéo
de glicina betaina se referem a experimentos realizados numa mesma placa de
cromatografia, ndo sendo valido a comparagdo entre valores de duas
representacoes.

A formacéo de glicina betaina a partir da colina radiotiva na presenca
da dose de 10 mM de colina fria estd demonstrada na figura 3. No grupo controle
a formagéo de glicina betaina na medula foi maior que no cortex. A presenga de
colina fria diminuiu significativamente a formacao de glicina betaina na medula
renal.

A figura 4 mostra a captagdo de colina no cértex e na medula renal

de ratos controles e diabéticos. O grupo diabético apresentou valores de captagéo
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significativamente maiores que o grupo controle, tanto para o coértex renal quanto
para a medula renal.

Na figura 5 estd demonstrada a captagao de colina pelo tecido renal
de ratos controles isentos (CTR-ISN), controle tratados (CTR-TRT), diabéticos
isentos (DBT-ISN) e diabéticos tratados (DBT-TRT). Os valores de captagéo no
grupo diabético isento foram maiores que os valores controles. No grupo diabético
tratado, somente o cortex apresentou valores maiores que o controle tratado. A
medula do grupo diabético tratado apresentou uma diminuigdo nos valores de
captacédo quando comparados aos valores da medula do grupo diabético isento.

A figura 6 mostra a formagao de glicina betaina a partir da colina
marcada em ratos controles e diabéticos. A medula renal do grupo controle
apresentou maior formagao que o cértex renal no mesmo grupo. O grupo dos
diabéticos ndo apresentou diferencas em relacdo ao controle.

A formagéo de glicina betaina a partir de colina marcada no cortex
renal, nos grupos controle isento (CTR-ISN), controle tratado (CTR-TRT),
diabético isento (DBT-ISN) e diabético tratado (DBT-TRT) esta demonstrada na
figura 7. O grupo CTR-TRT apresentou valores de betaina maiores que o grupo
CTR-ISN, e esse padrao se repetiu no grupo diabético, onde o grupo DBT-TRT
apresentou valores de betaina maiores que o DBT-ISN.

A figura 8 estd mostrando a formagao de glicina betaina pela medula
renal nos grupos controle isento (CTR-ISN), controle tratado (CTR-TRT), diabético
isento (DBT-ISN) e diabético tratado (DBT-TRT); Na medula renal ndo foram
observadas diferengas na formagao de glicina betaina com a presencga da colina

na alimentacgao.
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A tabela 1 mostra as variagdes no indice renal de ratos controles e
diabéticos do Experimento I, onde é levado em conta o peso final dos ratos e o
peso de cada rim do animal. Os indices renais dos ratos diabéticos foram
significativamente maiores quando comparados com os ratos controles. Na tabela
2 estao representados os indices renais dos ratos do Experimento Il, onde ocorreu
a suplementacido dietética de colina. O mesmo padrdo do experimento | foi
observado, onde os grupos diabéticos apresentaram indices maiores que os

grupos controles.
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DISCUSSAO

A investigacdo do metabolismo e da importancia dos osmdlitos
organicos tem sido alvo de estudos em diversos organismos como bactérias (Boch
et al., 1996; Heide & Poolman, 2000; Nyyssola et al., 2000), invertebrados (Pierce
et al., 1995, Petty & Lucero, 1999) e vertebrados, como aves (Kettunen et al.,
2001) e mamiferos (Sizeland et al., 1993; Grunewald & Eckstein, 1995; Moeckel &
Lein, 1997; Moeckel et al., 1997; Beck et al., 1998; Kim et al., 2000; Miller et al.,
2000; Pummer et al.; 2000; Handler & Kwon, 2001; Grunewald et al., 2001). Estes
trabalhos mostram o envolvimento desses compostos na osmorregulagao,
protecdo contra os efeitos deletérios da uréia, manutencdo das concentragdes
intracelulares e do volume celular, entre outras fungdes.

Os primeiros resultados obtidos por este trabalho serviram como
padronizagdes para os experimentos seguintes. A curva de tempo de incubagéo
para a captacdo de colina (Figura 1) mostrou que o tempo de 30 minutos
apresentou a maior captacdo, o qual foi utilizado como tempo de incubacio para
0s outros experimentos.

Em todos os experimentos com os ratos controles e com os ratos
diabéticos a captacdo de colina sempre foi maior no coértex renal do que na
medula renal, demonstrando que o cortex € o principal sitio de captacdo deste
composto. Estes resultados estdo de acordo com Grunewald & Eckstein (1995) e
Pummer et al. (2000). Moeckel & Lien (1997) observaram que as enzimas CD e

BADH fazem a conversao da colina em betaina principalmente no cortex.
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A curva de competicdo (Figura 2) mostrou que a presenca de colina
nao marcada no meio de incubagao, nas doses de 5 mM e 10 mM, inibiu o
transporte de colina para dentro do tecido renal, tanto no cértex renal como na
medula renal, evidenciando que existe um sistema de transporte especifico para
esta substancia neste tecido e que este sistema é saturavel, ja que a colina ndo
marcada estaria competindo pelos transportadores de colina e deixando menos
transportadores disponiveis para a captagdo. Resultado semelhante foi obtido por
Kiene (1998) em bactérias, onde observou um efeito competitivo da colina n&o
marcada no meio de incubacéo, produzindo uma redugao de 85% na captagao em
relacdo ao controle. Okuda et al. (2000) demonstraram uma significante homologia
entre o transportador de colina em neurbnios de ratos com os membros da familia
do transportador de glicose dependente de sodio. Em caranguejos ja foi
demonstrado que a presenga de glicose no meio de incubagéo inibiu a captagéo
de glicose marcada em branquias (Eichler, 2001). E para a colina também ja foi
observada essa competicdo em branquias de caranguejos por Jahn (2001).

A formagédo de glicina betaina a partir da colina radioativa foi
significativamente diminuida nos grupos que receberam a dose de 10 mM de
colina fria na medula (Figura 3). A competicdo exercida pela colina fria ocasionou
uma menor captacdo da colina marcada e consequentemente reduzindo
significativamente a formacgao de glicina betaina. Nota-se que no grupo controle, a
formagao de glicina betaina na medula renal foi maior que no cértex renal, o que
explica a propriedade da medula de acumular esse composto em resposta as altas
concentragbes do intersticio medular (Sizeland et al., 1993; Beck et al., 1998;

Handler & Kwoo, 2001).
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A importancia destes osmolitos na osmorregulagdo no tecido fica
evidenciada por estes resultados. Também foi avaliado o papel destas
substancias, precisamente da colina e da glicina betaina durante o diabetes
melitus, isto €, como esta a captacao de colina e a formacéao de glicina betaina no
cértex e na medula renal de ratos normais e diabéticos, e se estas substancias
podem estar sendo utilizados para auxiliar na regulagédo osmética renal.

Sabe-se que tecido renal sofre diversos prejuizos durante o DM, e
que essa doenga é conhecida como nefropatia diabética, que em muitos casos
leva a insuficiéncia renal.

Na Figura 4 esta evidenciado um aumento na captagao de colina nos
ratos diabéticos, tanto no cértex como na medula, demonstrando que o tecido
renal destes animais esta captando mais colina, possivelmente para balancear o
significativo aumento da osmolaridade da urina e assim evitar a perda excessiva
de agua (diurese osmoética).

A formacgado de glicina betaina na medula do grupo controle esta
aumentada em relagdo ao cértex no mesmo grupo (Figura 6), reforcando o que ja
foi observado na Figura 3. A formacgao de glicina betaina nao foi influenciada pelo
diabetes, sendo que o grupo diabético ndo apresentou diferengas na formagéao
quando comparado com o grupo controle.

A captacado de colina nos ratos tratados foi semelhante a captagao
nos sem tratamento (isentos) (Figura 5), sendo que os controles apresentaram
valores aproximados tanto no cértex como na medula renal. O cértex renal dos
diabéticos, tratados ou né&o, apresentou valores de captagéo significativamente

maiores que os controles, como ja havia sido observado (Figura 4), e a
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suplementagdo nao influenciou esse comportamento. J& na medula renal, os
diabéticos isentos apresentaram valores maiores que os controles, como o
observado anteriormente, mas os diabéticos tratados apresentaram valores iguais
aos controles, e menores que os diabéticos isentos. Sendo assim, o tratamento
com colina influenciou somente o processo de captagao de colina na medula renal
dos ratos diabéticos, fazendo com que essa captagdo ficasse diminuida.
Provavelmente a suplementagdo com colina produziu um sistema de competicao
como o observado no experimento in vitro (Figura 2) onde ouve a incubagdo com
diferentes doses de colina fria. Entretanto a competicdo in vitro (Figura 2) foi
observada tanto no cértex como na medula renal e houve uma reducdo de
aproximadamente 60%, ao passo que com o tratamento (Figura 5) se observou
competicdo somente na medula, com uma reducdo de aproximadamente 21%.
Provavelmente isto estd relacionado com a dose de colina ndo radioativa
oferecida, sendo que no experimento in vitro essa dose foi maior que no
experimento do tratamento.

A Figura 7 mostra que existe influéncia da suplementacao de colina
na formac&o de glicina betaina no cortex renal. Tanto nos controles como nos
diabéticos, a suplementacdo de colina fez com que houvesse um aumento na
formagao de glicina betaina. Isto pode estar acontecendo de maneira semelhante
ao observado por Perrino & Pierce (2000) que avaliaram a cinética enzimatica da
colina desidrogenase (CD) e betaina aldeido desidrogenase (BADH), onde
utilizaram diferentes doses de colina ndo marcada para estimular a sintese de
glicina betaina em ostras. Outros protocolos também utilizam esta metodologia

para avaliar a gliconeogénese (Oliveira & Da Silva, 1997), sintese de glicogénio
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(Kucharski et al., 2002) e sintese de proteina (Schein, 1999). Como o substrato
(colina) foi oferecido cronicamente por 30 dias, o sistema enzimatico foi ativado, e
quando a colina radioativa foi adicionada ao meio de incubagao, acabou por
aumentar a sua oxidacao a betaina.

Nao foi observada nenhuma modificagdo na formagado de glicina
betaina na medula renal nos ratos controles ou diabéticos tratados (Figura 8),
evidenciando o que ja foi observado, que o mecanismo enzimatico esta localizado
no cortex renal (Grunewald & Eckstein, 1995), entdo a suplementagdo de colina
nao tem efeito na formacgéao de glicina betaina na medula renal.

Nota-se que, se o tecido estivesse integro, com o cértex e a medula
se comunicando, possivelmente essa betaina formada pelo cértex seria
acumulada na medula, que ¢é onde esse osmolito sera utilizado para
contrabalangar a alta osmolaridade do meio (Sizeland et al., 1993; Beck et al.,
1998; Handler & Kwoo, 2001).

Outro fato observado nos experimentos foi o indice renal, o que
demonstra a hipertrofia renal apresentada nos ratos diabéticos. Na Tabela 1, do
primeiro grupo experimental, o indice renal dos ratos diabéticos (0,50% do peso
corporal) foi significativamente maior que o dos ratos controles (0,31% do peso
corporal), evidenciando essa hipertrofia renal causada pela nefropatia diabética
(Lohr, 1991; Bardoux et al., 1999; Engel et al., 2004). A Tabela 2 mostra que o
tratamento com colina ndo influenciou o indice renal nos ratos controles, pois tanto
os isentos como os tratados apresentaram os mesmos valores. Na comparagao
entre os controle e os diabéticos, seguiu-se o padrdo da Tabela 1 onde os grupos

diabéticos apresentaram valores maiores que os controles, mostrando que o
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tratamento com colina ndo influenciou o aparecimento da hipertrofia renal na
nefropatia diabética.

Em resumo, este trabalho demonstrou que, em resposta ao diabetes
melitus, o tecido renal capta mais colina provavelmente para tentar amenizar a
diurese osmotica. O tratamento com colina ndo marcada na alimentacéo fez com
que ativasse o mecanismo de conversao de colina em glicina betaina no cértex,
mas esse mecanismo nao foi modificado pela doenca. E esse tratamento também
nao influenciou o processo de hipertrofia renal apresentado pelos animais
diabéticos.

Pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais a colina e a glicina
betaina atuam sobre a disfuncdo osmoética causada pelo diabetes. Estudos
posteriores, como a avaliagcdo da atividade enzimatica nestes tecidos, estudos
com tubulos renais isolados ou ainda com diferentes doses de tratamento devem
ser realizados para serem obtidas maiores informacdes sobre os mecanismos

osmoticos envolvidos no diabetes.
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