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RESUMO

O escape vascular € definido como a incapacidade do musculo liso arterial em manter-
se contraido, completo ou parcialmente, quando sobre ele incide um estimulo
vasoconstritor constante, como 0 que ocorre durante a infusdo de agonistas
adrenérgicos (noradrenalina, fenilefrina, etc.). O escape parece ter um significado
especial como mecanismo protetor frente as variagbes subitas e frequentes da
tonicidade vascular. Os mecanismos envolvidos com a taquifilaxia de rapida evolucao
foram extensamente estudados em termos moleculares, especialmente para o0s
receptores acoplados a proteina G. Neste trabalho objetivou-se avaliar os efeitos do uso
de metformina, glimepirida e glibenclamida no escape renovascular de rim isolado de
coelho em animais normais, suas repostas pressoricas no fluxo de perfusato, fluxo
urinario, resisténcia e reatividade vasculares. Foram utilizados protocolos com sistema
aberto de rim isolado e perfundido, bem como de anéis de aorta para estudo desses
eventos. A infusdo dos trés antidiabéticos orais, em solucdo de Krebs-Henseleit,
mostrou aumento médio na pressao de perfusdo em comparagcao com a média do grupo
controle (KH: 25,46+3,63mmHg; MET+KH: 58,194+5,49mmHg; GLIM+KH:
63,91+7,80mmHg; GLIB+KH: 102,27+13,28mmHg), salientando-se que a glibenclamida
produziu curva de pressao ascendente, e em todos os parametros de perfusato, fluxo
urinario e resisténcia vascular foram alterados significantemente. Nas infusées com
fenilefrina, em trés curvas, observaram-se alteracbes nas pressdes de perfuséo
(KH+PHE: 117,31+12,24mmHg; MET+ PHE: 111,68+8,62mmHg; GLIM+ PHE:
102,91+11,28mmHg; GLIB+ PHE: 101,77+10,27mmHg) Observou-se, também, intensa
taquifilaxia quando comparados todos os grupos experimentais, bem como a presenca
de escape renovascular onde se diferenciaram estatisticamente nas curvas de pressao
(KH+PHE:15,19+3,09%; MET+PHE: 23,45+3,70%; GLIM+PHE: 38,88+5,15%;
GLIB+PHE: 34,11+6,28%). A confirmacdo da participacdo de endotelina, via bloqueio
com tezosentan e infusdo posterior com glibenclamida (TEZO+GLIB: 91,42+4,93mmHg.
Quando se infundiu glimepirida e metformina (PHE+MET: 0,97+0,03g; PHE+GLIM:
1,45+0,079g), observou-se notéria potencializacado dos efeitos pressoricos em anéis de
aorta, fato esse bastante evidente nessa pesquisa Portanto, a pesquisa revelou a
existéncia de forte interagdo farmacologica de drogas antidiabéticas orais em rim
perfundido, assim como em anéis de aorta de coelho, o que mostrou sinais sugestivos
de que nessas condi¢cdes também houve escape vascular, caracterizando significante
potenciagao das respostas a;-adrenérgicas no escape renovascular e na taquifilaxia.

Palavras-chave: hipoglicemiantes orais, reatividade vascular adrenérgica, escape

renovascular, taquifilaxia.
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ABSTRACT

STUDY OF THE EFFECTS OF ORAL ANTIDIABETICS IN ADRENERGIC VASCULAR
REACTIVITY, RENOVASCULAR ESCAPE AND TAQUIFILAXIA IN ISOLATED RABBIT
KIDNEYS

Vascular escape is defined as the inability of the arterial smooth muscle to remain
contracted, completely or partially, when a constant vasoconstrictor stimulus occurs, such as
occurs during the infusion of adrenergic agonists (noradrenaline, phenylephrine, etc.). The
vascular escape appears to have a special meaning as a protective mechanism against
sudden and frequent variations in vascular tone. The mechanisms involved in rapidly
tachyphylaxis have been extensively studied in molecular terms, especially for G protein
coupled receptors. The aim of this study was to evaluate the effects of metformin, glimepiride
and glibenclamide on the renovascular escape of isolated rabbit kidney in normal animals,
their blood pressure responses in perfusate flow, urinary flow, vascular resistance and
reactivity. Protocols with open system of isolated and perfused kidney, as well as of aorta
rings were used to study these events. The infusion of the three oral antidiabetic drugs in
Krebs-Henseleit solution showed an increase in perfusion pressure compared to the control
group (KH: 25.46 + 3.63 mmHg; MET + KH: 58.19 + 5.49 mmHg; GLIM + KH: 63.91 + 7.80
mmHg, GLIB + KH: 102.27 + 13.28 mmHg), noting that glibenclamide obtained an upward
pressure curve, and all parameters of perfusate, urinary flow and vascular resistance were
significantly altered. In infusions with phenylephrine, in three curves, changes in perfusion
pressures were observed (KH + PHE: 117.31 + 12.24 mmHg; MET + PHE: 111.68 * 8.62
mmHg; GLIM + PHE: 102.91 + 11 , As well as the presence of vascular escape where they
were statistically different in the pressure curves (KH + PHE: 15, 28, 28, 28, 28, 19 + 3.09%,
MET + PHE: 23.45 £ 3.70%, GLIM + PHE: 38.88 £ 5.15%, GLIB + PHE: 34.11 + 6.28%). The
confirmation of the participation of endothelin by tezosentan blockade and subsequent
infusion with glibenclamide (TEZO+GLIB: 91.42 + 4.93 mmHg), and the potentiation of
pressure effects in aortic rings was evident in this study when glimepiride and metformin
were infused (PHE + MET: 0.97 + 0.03g; PHE + GLIM: 1.45 £ 0.07g). Therefore, the
research revealed the existence of strong pharmacological interaction of oral antidiabetic
drugs in perfused kidney, as well as in rabbit aorta rings, characterizing significant

potentiation of a;-adrenergic responses in renovascular escape and tachyphylaxis.

Key-words: Oral hypoglycemic agents, vascular adrenergic reactivity, renovascular
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico e Epidemiologia

A diabetes mellitus (DM) é uma patologia que foi descrita pela primeira vez
no século Il da era cristd e acomete varias populagdes nos dias atuais. O termo
diabetes deriva etimologicamente do grego 81aBATNG e significa “passar através ou
por um sifao” e foi criado pelo médico Areteu da Capaddcia o qual fez uma analogia
deste com o0 organismo de seus pacientes, por ter notado a entrada e saida
abundante de agua do organismo deles através da urina, além de ter percebido que
eles comiam muito, porém a energia ndo era aproveitada (PEREIRA, 2006; HENRY,
2008).

No ano de 1670, Thomas Willis incorporou o termo mellitus, por causa da
urina adocicada dos pacientes e, em 1815, Chevreul demonstrou a estrutura quimica
do acucar eliminado, a glicose. O diagndstico clinico naquela época era feito
mediante provacdo da urina daqueles que apresentavam a suspeita. Assim, essa
doenca passou a ser chamada de diabetes mellitus que significa produzir urina doce
(GHELMAN, 2009; PEREIRA, 2011).

A DM é considerada um problema mundial de saude, porque nos ultimos
anos, tém sido diagnosticadas cada vez mais pacientes, corroborando com a teoria
de que esta havendo um continuo crescimento no nimero de casos. Desta forma, as
pessoas acometidas, se ndo forem tratadas, poderdo morrer mais cedo, devido ao
surgimento das complicacdes secundarias produzidas pela doenca (GAMA, 2002;
SILVA, 2008).

A diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) representa aproximadamente 10% de todos
0os casos diagnosticados, sendo ocasionado por lesdo nas células B,
comprometendo a producéo e secrecdo de insulina. Quando o pancreas endocrino é
acometido por esta patologia, ocorre um exterminio gradativo destas células, até
chegar ao estagio de destruicdo quase que completa (95% das células afetadas),
incapacitando o organismo em produzir a glicose como substrato primario, bem
como de armazena-la em seus tecidos. A destruicdo celular decorre de reacdes
imunoldgicas, porque sdo encontrados anticorpos dirigidos contra as proteinas das
células B. Portanto, esta reacdo deixa as pessoas insulinodependentes como
medicacédo substitutiva (SKYLER, 2004; GUYTON e HALL, 2006).

As etnias com maiores indices da diabetes mellitus do tipo 2 sdo os indios

americanos, americanos hispanicos e afro-americanos, seguido dos europeus. As
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taxas de prevaléncia variam mundialmente e a DM-2 é mais propensa nos hindus,
polinésios, micronésios e latino-americanos. Africanos, aborigenes australianos e
asiaticos, apresentam um maior risco, apds migrarem para os EUA, isso é devido a
incorporacao dos habitos alimentares do ocidente, como baixa atividade fisica, dieta
rica em gordura e bem caldrica (BARNETT e BRAUNSTEIN, 2005).

1.2 Fisiopatologia Diabetes tipo 1

A DM-1 é desenvolvida com mais frequéncia na infancia, progredindo na
puberdade e com o decorrer da idade. Atualmente as denominacdes genéricas
como “diabetes juvenil” e “diabetes mellitus dependente de insulina” estdo sendo
consideradas obsoletas, pois a recente classificacdo traz uma designacdo que
reflete nos mecanismos patogénicos e ndo mais na idade ou modo de tratamento da
doenca, embora 0s pacientes necessitem de insulina exégena. No entendimento
desta patologia, €é necessario ressaltar os fatores genéticos, ambientais e
autoimunes que contribuem para seu desenvolvimento e aparecimento (BARNETT e
BRAUNSTEIN, 2005; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, SBD, 2006).

A DM-1 é uma patologia de evolucdo progressiva, e pode se desenvolver
durante anos em uma fase pré-clinica. Todavia, seu surgimento pode ocorrer em um
periodo curto e abrupto. Nela verifica-se uma hiperglicemia de jejum e uma
cetoacidose diabética, devido a um processo inflamatério que causa a deplecédo das
células B. Histologicamente, nota-se a presenca de infiltrados inflamatérios com
células linfomononucleares, sendo que os macrofagos aparecem como as primeiras
células inflamatérias, observando-se mais tarde que as ilhotas estdo infiltradas por
células mononucleares secretoras de citocinas ativadas, caracterizando o quadro da
fisiopatologia (BALDA, PACHECO-SILVA, 1999: GUYTON e HALL, 2008).

Inicialmente, o processo inflamatério € decorrente da agresséo dos linfécitos
T (CD8", citotdxicos, e CD4", helper ou auxiliares) os quais estdo associados ao
complexo maior de histocompatibilidade (MHC). Portanto, € um processo
dependente da imunidade celular, no entanto, verifica-se também a presenca de
linfécitos B. A manifestacdo de linfocitos T, interagindo com células apresentadoras
de antigenos (APCs), acarreta a secrecdo de citolisinas (enzimas capazes de

provocar a lise celular, no caso as secretoras de insulina), ativando também as vias



de sinalizacdo da apoptose (BALDA, PACHECO-SILVA, 1999; GUYTON e HALL,
2006).

Macrofagos produzem e liberam citocinas como interleucina (IL-1) e fator de
necrose tumoral (TNF-a) os quais destroem as células B. A IL-1 lesa estas células
por meio dos radicais livres como os anions superoxidos, o peroxido de hidrogénio e
os radicais hidroxilas, pois as células B sdo bem sensiveis a esses radicais. As
acOes da IL-1 sdo potencializadas pelo TNF-a e interferon gama (INF-y). Entéo,
ocorre a diminuicdo das ilhotas, embora em um primeiro momento as reservas de
insulina possam suprir a manutencdo dos niveis plasméticos de glicose
(RODRIGUES, 2012; GROSS et al., 2000).

A suscetibilidade genética para o desenvolvimento da DM-1 estd aumentada
nos parentes de primeiro grau dos acometidos (2 a 6%), sendo que 50% da
suscetibilidade tem uma ligacdo com os genes do MHC que codificam os antigenos
leucocitarios humanos (HLA) de classe Il (moléculas expressadas na superficie dos
macrofagos apresentadores de antigenos). Estas moléculas formam um complexo
com antigenos extrinsecos processados, ou autoantigenos que ativam os linfécitos T
CD4". Entdo, tem-se observado nos individuos com predisposicdo a DM-1 a
expressao das moléculas geradoras da resposta imune, denominadas DR3 e DR4,
com também a influéncia forte dos alelos nos loci classe Il HLA-DR, ou HLA-DQ
(ATKINSON e MACLAREN, 1994).

Autoanticorpos contra células das ilhotas (ICA) e anticorpos contra a insulina
(IAA) estdo associados no desenvolvimento da DM-1, ja que no diagnéstico clinico
dos individuos estdo presentes, 50% dos ICA e 50% dos IAA. H4 uma hipo6tese de
que eles sirvam como marcadores da destruicdo imunolégica das ilhotas, estando
dirigidos contra os antigenos-descarboxilase do acido glutdmico (GAD) e a proteina
tirosinofosfatase-2 (IA2) - das células B, iniciando a resposta imune. A combinacao
destes autoanticorpos permite uma previsdo probabilistica, pois 70% dos parentes
em primeiro grau, positivos para ambos os anticorpos, desenvolvem a doenca dentro
de cinco anos (McPHEE e GANONG, 2007).

Para o desenvolvimento da DM-1 o fator genético & imprescindivel e
necessario, no entanto, este fator per se ndo é suficiente para a patologia. Foi
sugerido que fatores ambientais (dieta e toxinas) coligados a genética, contribuam
sinergicamente para o processo autoimune. Porém, a énfase foi direcionada as
infec¢des virais (sarampo, rubéola, virus Coxsackie B), por conta do tropismo pelas

células B. A destruicdo imunologica destas células é fundamentada na hipotese do
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mimetismo molecular (antigenos extrinsecos homoélogos as células das ilhotas),
como por exemplo, um antigeno identificado de células das ilhotas (GAD) que é
semelhante as proteinas do virus Coxsackie, e da albumina sérica bovina, presente
no leite de vaca, cujo consumo, na infancia, pode estar associado ao aumento da
incidéncia diabetes (SMELTZER & BARE, 2005; McPHEE e GANONG, 2007).

No tecido muscular ocorre a lise das proteinas e a liberagdo dos amino&cidos
que serdo usados no figado como substratos para a gliconeogénese. Os
triglicerideos armazenados no tecido adiposo sdo degradados e liberados na
circulacdo, bem como no figado e os acidos graxos livres e glicerol serdo usados
como substancias gliconeogénicas e para a formacgao de corpos cetdnicos, passiveis
de serem utilizados pelo cérebro como combustivel. Essas cetonas consistem em [3-
hidroxibutirato e acetoacetato. A presenca de concentracdes excessivamente altas
desses acidos pode causar deplecdo do bicarbonato sérico, resultando finalmente
em um estado de acidose metabdlica, denominada cetoacidose diabética (CAD)
(GUYTON e HALL, 2006; BAYNES e DOMINICZAK, 2011).

1.3 Fisiopatologia Diabetes tipo 2

A diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) € uma doenca complexa e multifatorial
resultante de defeitos da secrecdo e acdo da insulina ou de ambos, sendo
responsavel por 90% de todos os casos de diabetes diagnosticados. Os fatores
genéticos e ambientais estdo envolvidos na sua patogénese e seu inicio € insidioso
com sintomas mais brandos. O pico de incidéncia € maior em adultos com mais de
40 anos de idade, que tenham uma longa histéria de excesso de peso e um histérico
familiar desta doenca. Contudo, este tipo de diabetes esta atingindo cada vez mais
adolescentes e criancas, devido aos habitos alimentares, levando a obesidade
infantil (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, ADA, 2010; REIS e VELHO, 2002;
BRASIL, 2013).

Estudos iniciados a partir do histérico familiar e com gémeos assinalaram que
os fatores genéticos apresentam um maior impacto na determinacgéo e predisposi¢ao
para este tipo de diabetes. Pelo fato de 35% dos parentes em primeiro grau
apresentarem esta patologia ou tolerancia a glicose diminuida (TGD) a ocorréncia de
DM-2 entre gémeos univitelinos gira em torno de 50-80%, um indice alto quando

comparados aos numeros de casos de gémeos bivitelinos que sdo menos do que



20%. Além disso, observa-se ainda a grande variacdo na prevaléncia deste tipo de
diabetes em diferentes grupos étnicos (PEREIRA, 2006; McPHEE e GANONG,
2007).

Sobre as anormalidades genéticas desta doenca, ainda h4 muito o que ser
esclarecido, porém outros fatores estdo bem estabelecidos e contribuem
significativamente para o risco desta diabetes mellitus como o aumento da idade, a
reducéo da atividade fisica e principalmente a epidemia da obesidade. E importante
salientar a existéncia de uma rara forma autossémica de DM-2 que acomete 2 a 5%
de pessoas magras, a diabetes da maturidade desenvolvida no jovem (do inglés,
MODY), resultante das mutac¢des da glicoquinase (MODY?2) e fatores de transcricéo
nuclear do hepatocito (HNF-4a, MODY1) e (HNF-a1, MODY3). Ha também a
diabetes mitocondrial, mutacdo no DNA mitocondrial, prejudicando a fosforilacdo
oxidativa (BARNETT e BRAUNSTEIN, 2005; BAYNES e DOMINICZAK, 2011).

Diabetes tipo 2 tem sido reconhecido como um fator de risco independente
para varias doencas cardiovasculares (DCV), incluindo a doenca arterial coronariana
(DAC), acidente vascular cerebral, doenca arterial periférica, cardiomiopatia e
insuficiéncia cardiaca congestiva. ComplicacBes vasculares do diabetes também se
estendem a doenca microvascular ao manifestar-se como nefropatia diabética,
neuropatia ou retinopatia. O impacto do controle glicémico na reducdo de
complica¢Bes microvasculares estd bem estabelecido (PLUTZK, 2011).

A resisténcia a insulina é definida como a incapacidade dos tecidos-alvo em
responder normalmente a acdo dos efeitos metabdlicos da insulina. Nos individuos
com resisténcia a insulina diminui-se a captacdo de glicose na musculatura
esquelética com reducdo na glicolise e oxidacdo de acidos graxos (AGs) hepaticos,
além da incapacidade de suprimir a gliconeogénese hepatica. Os carboidratos sao
pouco metabolizados e armazenados, resultando no aumento de glicose plasmatica,
insulina e glucagon. O superestimulo de secrec¢do da insulina em longo prazo causa
a exaustdo das células B, devido ao efeito glicotdéxico. Dessa forma, a perda da
sensibilidade a insulina nos hepatoécitos € provavelmente o maior contribuinte da
patogenia da Rl (KUMMAR et al., 2010; GABBAY e cols., 2003).

Uma variedade de defeitos na via de sinalizagdo da insulina nos estados de
RI causa a reducao da fosforilagéo da tirosina e o aumento da fosforilagéo da serina
no receptor de insulina e das proteinas IRS os quais atenuam a transducéo do sinal.
Porém, poucos fatores desempenham um papel tdo importante no desenvolvimento
da RI quanto a obesidade (KUMMAR et al., 2010).
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A obesidade que integra as doencas crbnicas nao-transmissiveis é definida
como um distarbio dos sistemas reguladores do peso corporal e é caracterizada por
um acumulo excessivo de gordura corporea. Noventa e um por cento das pessoas
com DM-2 acometidos sdo obesas e mostram um indice de massa corporal (IMC) >
25 com dietas baixas em fibras e cereais, alto consumo de gordura polissaturada,
tabagismo e sedentarismo (CHAMPE, HARVEY e FERRIER, 2006; McDERMOTT,
2010).

Quando se compara os tempos passados aos atuais é notdria a inversdo dos
papeis no que diz respeito ao gasto calorico e a ingesta dos alimentos, pois as
sociedades modernas possuem uma facilidade em encontrar mantimentos
industrializados, por isso consomem cada vez mais, ao passo que o estilo de vida
tornou-se sedentario, criando um superavit calorico e favorecendo a epidemia da
obesidade e DM-2 (MITCHELL et al., 2012).

O ganho na massa corporal de gordura tem influéncia no tecido adiposo, e
este tecido tem sido implicado no desenvolvimento da RI. O tecido adiposo néo é sé
um deposito de armazenamento do excesso de energia é também um oOrgao
endocrino secretério de substancias conhecidas como adipocinas. Estes séo
secretadas em resposta a alteracdes no estado metabdlico, como por exemplo, a
resistina (pro-hiperglicémicas), leptina e a adiponectina (anti-hiperglicEmicas)
(KUMMAR et al., 2010; MITCHELL et al., 2012).

A resistina € uma proteina proinflamatéria, secretada tanto por mondcitos
como adipécitos, expressos e secretados significativamente em individuos magros,
porém seus niveis estdo comumente mais elevados na obesidade, por conta do
aumento da gliconeogénese hepatica. A leptina e a adiponectina sdo essenciais na
sensibilidade a insulina, pois atuam diretamente na atividade da proteina quinase
ativada (AMPK), enzima responséavel pela promocéo da oxidacdo de AGs no figado
e midcitos esqueléticos. Porém, quando seus genes codificadores apresentam-se
defeituosos, seus niveis sdo reduzidos. Assim, estas citocinas induzem a RI,
aumentando o estresse oxidativo, evento o qual ativam mudltiplas cascatas de
sinalizacdo que antagonizam a acao da insulina nos tecidos periféricos (KUMMAR et
al., 2010; FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Os sintomas da DM-2 parecem com os da DM-1, devido os diabéticos
apresentarem polidria, polidipsia, polifagia, glicosuria (eliminacdo de glicose na

urina), visao turva, nauseas, émese, fraqueza, tontura, irritabilidade, fadiga extrema,



formigamento nas pernas, pé diabético, infec¢ges frequentes ou recorrentes da pele,
gengiva ou bexiga e cicatrizacdo lenta de ferimentos ou escoriacbes (NIEMAN,
1999; VIANA e RODRIGUEZ, 2011).

As principais complicacdes relacionadas a DM-2 sdo as microvasculares,
nefropatia, retinopatia e neuropatia e as macrovasculares que englobam as doencas
cardiovasculares (DC). Estima-se que 50% a 80% da mortalidade dos diabéticos
associam-se a esta ultima com destaque a aterosclerose que contribui para a
manifestacdo da doenca arterial coronariana (DAC), doenca cerebrovascular (DCV),
acidente vascular cerebral (AVC), doenca arterial periférica (DAP) e de vasos

periféricos como patologias da aorta, rins e de membros (MONTEIRO e cols., 2007).

1.4 Agentes antidiabéticos orais

Os agentes hipoglicemiantes orais aumentam a secrecdo de insulina ou
aumentam a sensibilidade dos tecidos a insulina endogena, portanto, sdo muito
utilizados em pacientes nos quais ndo exigem insulina como ferramenta terapéutica
de véarios esquemas em que funciona sozinho ou com outros agentes
hipoglicemiantes orais do tipo sulfonilureias (KRENTZ & BAILEY, 2005).

1.4.1 Metformina

A metformina é o agente hipoglicemiante mais comumente utilizado, uma vez
gue a fenformina (seu antecessor farmacolégico usado) causava acidose latica. As
propriedades hipoglicémicas da metformina devem-se, sobretudo, a supressao da
producdo hepatica de glicose, especialmente a gliconeogénese hepéatica e ao
aumento da sensibilidade periférica a insulina nos tecidos (RUEGG & CADUFF,
2017). Embora o mecanismo exato de acdo hipoglicemiante da metformina ainda
nao esteja claro, é provavel que interrompa processos oxidativos mitocondriais no
figado, podendio corrigir anormalidades do metabolismo do calcio intracelular em
tecidos sensiveis a insulina (figado, musculo esquelético e adipdécitos) e tecido
cardiovascular (KIRPICHNIKOV et. al., 2002). Portanto, sdo propostos alguns
possiveis mecanismos de acdo desta droga: 1) estimulacdo direta da glicélise
tecidual, com aumento da remocdo sanguinea da glicose; 2) reducdo da
gliconeogénese hepatica; 3) reducédo na reabsorcdo de glicose gastrintestinal, com

28



29

aumento na conversdo de glicose em lactato pelos enterdcitos e/ou 4) reducdo dos

niveis plasmaticos de glucagon, além de ativar a AMPK (KATZUNG, 2014).
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Figura 1. Estrutura molecular da metformina (Fonte: SARTORI et al., 2009)

Ademais possui trés vantagens terapéuticas sobre 0s outros agentes
hipoglicemiantes as quais cita-se a perda de peso, sem produzir hipoglicemia e
nefroprotecdo. Por essas razdes, deve-se considerar a metformina como um dos
melhores agentes visando a nefroprotecéo para o diabético tipo dois (obeso ou néo)
(GOO et. al., 1996; TIKOO e cols., 2016; RAVINDRAN e cols., 2017).

Em um estudo recente, LUND e colaboradores (2008) compararam os efeitos
da metformina com os da repaglinida (um secretagogo de insulina de acdo curta) e
demonstraram que os niveis de fator de necrose tumoral-alfa, antigeno ativador do
plasminogénio-1, do antigeno ativador de plasminogénio tecidual, fator de Von
Willebrand, molécula de adesé&o-1 intracelular soluvel e E-selectina soluvel foram
significativamente menores durante o0s tratamentos pela metformina versus
repaglinida. H4 muitos outros efeitos ainda ndo definidos dessa substancia, tais
como aqui apresentados.

1.4.2 Sulfonilureias

Outro grupo de agentes hipoglicemiantes sé@o as sulfonilureias, as quais foram
desenvolvidas apés observacdo de hipoglicemia produzida por um derivado da
sulfonamida utilizado no tratamento da febre tifoide. Seu mecanismo de acéo
consiste no estimulo a liberacido de insulina pelas células B pancreaticas, bem como
podem atuar diminuindo a metabolizacdo hepatica do horménio. Com administracao
cronica os niveis de insulina diminuem a niveis menores, mas 0s niveis de glicose
diminuidos sdo mantidos; tal evento ainda ndo esta totalmente esclarecido e pode
ser referido como memoaria glicémica vascular (BEREZIN, 2016).

As primeiras a serem usadas foram a tolbutamida e a clorpropamida. Os

agentes de segunda geracao sdo metabolizados no figado em suas formas inativas,



como por exemplo, a glipizida, por isso, podem apresentar menos risco de
hipoglicemia nos pacientes com funcdo renal reduzida, porém seu efeito
hipoglicémico maximo ndo € maior. Ligam-se as subunidades do receptor de
sulfonilureia (SUR1) e blogueiam canal de K* a receptores (AGUILAR-BRYAN et. al.,
2001; BRYAN et. al., 2005);

Melander (1996) propfe que, tanto a resisténcia a insulina quanto a secrecao
de insulina prejudicada levam a estabelecer um quadro de hiperglicemia crénica, e
se ndo tratada, promovem agravos indesejaveis em varios sistemas fisiolégicos. Isso
justifica 0 uso de drogas que promovem a liberacdo de insulina, por exemplo, a
glipizida. A exposicao continua a concentracfes elevadas de sulfoniluréias pode
provocar uma downregulation das células beta.

As tiazolidinodionas, ou glitazonas, foram desenvolvidas ap6s a observagéo
casual de que um andélogo do clofibrato, a ciglitazona, que estava sendo usada por
seus efeitos no metabolismo de lipideos, reduziu inesperadamente o nivel de
glicemia. Atualmente, as glitazonas utilizadas (rosiglitazona e pioglitazona) reduzem
a liberacdo hepética de glicose e aumentam a captacdo de glicose no musculo,
potenciando a eficacia da insulina enddgena e reduzindo a quantidade de insulina
exdgena necessaria a manutencao da glicemia (RANG, DALE, RITTER & MOORE,

2004).
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Figura 2. Estrutura molecular da glimepirida (Fonte: Song & Ashcroft, 2001)

Os canais de potassio regulam o potencial de membrana do musculo liso que
controla a entrada de calcio através de canais de calcio voltagem-dependentes e
assim, a contratilidade modifica através do célcio intracelular. O canal de K*/ATP
parece ser composto por membros de genes de canal retificador interno (Kir6) e
receptores proteicos de sulfonilureias. Os canais K'IR nido sdo bem distribuidos
guanto os canais dependentes ATP no musculo liso e promoveram um mecanismo
pelo qual mudancgas no potassio intracelular podem alterar o potencial de membrana

das células das ilhotas pancreéticas, e também o didametro arterial. Os canais de
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K*ATP-dependentes contribuem para a condutancia em repouso de algusn tipos de
musculo liso e podem abrir sob situacdes de comprometimento metabdlico. Os
canais de K'/ATP sdo alvos de uma ampla variedade de vasodilatadores e
constritores que atuam, respectivamente, através de 3’5’monofosfato ciclico/proteina
quinase A e proeteina quinase C. Os canais de K*ATP também s&o ativados por um
namero de vasodilatadores sintéticos (diazoxida e pinacidil) e sédo inibidos por
drogas hipoglicemiantes orais como a glibenclamida. Juntos, canais ATP e K'IR s&o
importantes reguladores da funcdo muscular lisa e representam importantes alvos
terapéuticos (QUAST & COOK, 1989). Esta pesquisa estudou essas substancias no
rim perfundido.

As sulfonilureias estimulam a secrecdo de insulina em pacientes diabéticos
tipo-2 bloqueando canais de potassio sensiveis a ATP na membrana de células beta
pancreaticas. Esse efeito € mediado pela ligacdo da droga a subunidade do receptor
nos canais de K’ que também estdo presentes em outros tecidos, mas
frequentemente contém diferentes tipos de subunidades (SUR1 nas células beta,
SURZ2A no coracao e SUR2B nos musculos lisos). A sensibilidade desses diferentes
tipos de canais de célcio as sulfonilureias também é variavel: gliclazida e outras
substancias usadas em nossa preparacdo blogueiam nas células beta, mas ndo no
coracdo nem nos musculo liso. Ja a glibenclamida bloqueia os trés tipos de canais
com similar afinidade (ASHCROFT & GRIBBLE 2000).
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Figura 3. Estrutura molecular da glibenclamida (Fonte: Song & Ashcroft, 2001)

As sulfonilureias antidiabéticas relaxaram completamente artérias coronarias
de ratos contraidas por PGFy,, demonstrando um efeito no musculo liso vascular. As
drogas também relaxaram as contragdes induzidas por 30mM de K*, mas bem
menos potentemente. A eficacia das drogas como relaxantes de musculo liso ndo

correlacionou com suas habilidades em antagonizar a acédo vasorrelaxante da
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cromakalina. O vasorrelaxamento induzido pelas sulfonilureias provavelmente
envolve mecanismos outros que interagdes com canais de K* regulados por ATP
(NIELSEN-KUDSK & THIRSTRUP, 1991).

1.5 Regulagédo Glicémica Renal

Segundo CERSOSIMO (2004), estudos mais recentes confirmaram a vital
importancia do rim na manutencdo da homeostase da glicose. Com uma imensa
estrutura bioquimica e um sistema de transporte abundante, o rim & capaz de
simultaneamente utilizar e produzir glicose, participando, assim, ativamente no
controle dos niveis de glicemia. O rim impede que se desenvolva hiperglicemia
extrema com hiperosmolaridade e desidratacéo intracelular, e €, também, capaz de
produzir e acrescentar glicose a circulacdo nos periodos de hipoglicemia iminente,
ajudando, assim, a prevenir a glicocitopenia através de sua propria gliconeogénese,
complementar ao figado (FONTELES & LEIBACH, 1982).

Diversas pesquisas ja demonstraram que o rim tem uma imensa capacidade
bioquimica, tal como locus importante de eventos de gliconeogénese e sendo a
glicose filtrada pelos glomérulos € reabsorvida integralmente de forma ativa pelos
tubulos renais. A excrecdo urinaria de glicose que excede o limiar de reabsorcéo
tubular, que se situa em torno de 190-200 mg/dl e representa uma funcao renal que
tem como finalidade principal evitar que os niveis plasmaticos de glicose alcancem
valores metabdlicos desfavoraveis (splay fisioldgico). Desta maneira, o rim impede
gue se desenvolva um estado de hiperglicemia extrema com sérias complicacdes,
como a hiperosmolaridade e a desidratacéo intracelular. O rim é, também, capaz de
produzir e acrescentar glicose a circulacdo, especialmente durante periodos de
jejum (OWEN et. al., 1969; FONTELES et al, 1973).

De acordo com CANO (2002), novos dados sobre a liberagéo de glicose renal
e a sua captacao obtida através da combinagdo de glicose arteriovenosa sistémica e
o equilibrio de diluicdo renal da glicose tornam possivel a reavaliacdo do papel do
rim na homeostase da glicose. Assim como o figado, o rim obedece a uma complexa
regulacdo neuro-hormonal com a prioridade de armazenar e mobilizar energia no
organismo, sempre procurando manter, porém, a glicemia dentro de valores
normais. Com a perda progressiva de funcéo renal, a homeostase da glicose se
altera de forma significativa, e € preciso reavaliar o tratamento dos pacientes
diabéticos, sem esquecer seu papel regulatorio sobre a insulinemia. (CERSOSIMO,
2004).
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A magnitude da glicogendlise poés-absortiva foi recentemente reavaliada
utilizando medi¢cbes do contetudo de glicogénio hepético por ressonancia magnética
nuclear (PETERSEN et al, 1996). Estes estudos mostraram que a glicogendlise
representava 45% da liberacdo de glicose hepatica, em vez dos 25% previamente
determinados. Esses achados estavam de acordo com o relatorio de que a liberagéao
total de glicose devido a gliconeogénese, calculada a partir do método de diluicdo
isotopica, responde por 54% da liberacdo total de glicose (CHANDRAMOULI et
al. 1997).

A liberacdo de glicose renal seguia aparentemente a mesma ordem de
grandeza que a liberacdo de glicose esplénica durante o periodo pds- absortivo.
Além disso, a peculiaridade desta fungéo renal na liberacéo de glicose pareceu estar
relacionada a sua sensibilidade a acdo hormonal, o que da ao rim um papel mais
proeminente na homeostase da glicose durante diversos estados fisiolégicos e/ou
patologicos. Além disso, a reavaliagdo da gliconeogénese renal juntamente com
estudos sobre substratos gliconeogénicos demonstram diversas evidéncias para um
papel-chave do rim no metabolismo da glicose (CANO, 2002).

Portanto, o controle da glicemia plasmatica em pacientes diabéticos que
desenvolvem insuficiéncia renal é uma tarefa complexa e dificil. A presenca de
insuficiéncia renal gera uma situagcdo ambigua, onde periodos de hiperglicemia
severa e hipoglicemia frequente se alternam (LACAVA et al. 2017). Em
consequéncia, em pacientes com insuficiéncia renal € necesséario ajustar os
medicamentos, tanto na dose como no tipo de insulina usada para manter a glicemia
dentro de valores aceitaveis.

Assim, pacientes com funcéo de célula beta normal podem alterar a secrecao
de insulina para acomodar os diferentes graus de sensibilidade a insulina e, deste
modo, manter a glicemia dentro dos valores normais. Estudos de corte em jovens
adultos saudaveis demonstram uma relagéao curvilinea entre a secrecao de insulina
e a sensibilidade a insulina, de modo que o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, tanto como consequéncia da puberdade, inatividade fisica ou obesidade,
em jovens com funcdo de célula beta normal, esta associado a um aumento na
secrecdo de insulina, o que permite a manutencdo da tolerancia a glicose normal
(CARVALHO et al., 2006).

Muitos fatores atuam em conjunto para promover vasoconstricao e retencao

de sodio. A principal hipétese sugere que a leptina, os &cidos graxos livres e a



insulina, cujas concentracbes estdo aumentadas na obesidade, atuem
sinergisticamente estimulando a atividade simpética e a vasoconstricdo. Além disso,
a resisténcia a insulina e a disfuncdo endotelial atuam como amplificadores da
resposta vasoconstritora. Finalmente, o aumento da reabsorcéo renal de sodio pode
também ocorrer, causado por aumento da atividade simpatica renal, por efeito direto
da insulina, hiperatividade do sistema renina-angiotensina e possivelmente por
alteracdo de forgas fisicas intrarrenais (MONTANI et al., 2002) ou por efeitos
proprios da insulina na reabsorgéo de sodio e proteinas (GUYTON & HALL, 2006)

A resisténcia a insulina devido a diabetes e/ou hiperinsulinemia tem sido
sugerida como responsavel, também, pelo aumento da pressao arterial em alguns
pacientes com hipertensdo arterial. Esta caracteristica € agora amplamente
reconhecida como parte da sindrome X, ou sindrome metabdlica marcada também
por obesidade central, dislipidemia (especialmente elevacdo dos niveis séricos de
triacilglicerdis) e hipertensdo. Apesar de estar claramente demonstrada que uma
fracdo substancial da populacdo de hipertensos apresenta resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia, a existéncia de associagdo ainda ndo € tao clara, embora diabetes
e hipertensao coexistam na resisténcia insulinica (CARVALHO et al., 2006).

O papel exercido pela resisténcia a insulina, que frequentemente esta
associada ao hiperinsulinismo compensatério, ndo €é ainda completamente
compreendido. Uma possibilidade é que, na tentativa de sobrepujar a inibicdo da via
de sinalizacao insulinica, a hiperinsulinemia possa continuar a estimular a via de
sinalizacdo mitogénica da insulina, exercendo seus efeitos indesejados (WANG et
al., 2004). Deve-se ressaltar que a insulina apresenta acao vasodilatadora, a qual se
deve a producao endotelial de NO. Assim, a resisténcia a insulina pode contribuir
para a disfuncdo endotelial. Véarios estudos também demonstraram que a
vasodilatacdo mediada pelo 6xido nitrico (NO) esta diminuida em pacientes com
diabetes melitus tipo 2 (DM2). A resposta da artéria braquial esta alterada, seja em
doadores enddégenos ou exdgenos de NO, sugerindo que ha aumento da inativagao
do NO, possivelmente devido a aumento do seu metabolismo ou a resposta alterada
do musculo liso devido a alteracbes da sinalizagcdo na via da guanilato ciclase
(DANDONA et al., 2004).

Estudos experimentais contribuiram de forma marcante para implicar a
hipertensdo intraglomerular e a hiperfiltracdo no processo de lesdo renal no
diabetes. Este aumento da taxa de filtracdo glomerular tem sido interpretado como

resultado de um fluxo plasmatico renal aumentado em decorréncia de uma reducgéo
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na resisténcia da arteriola aferente que ndo se acompanha de uma reducéo
proporcional na resisténcia da arteriola eferente, com consequente elevacdo no
gradiente de pressao hidrostatica transcapilar glomerular. Varios fatores tém sido
implicados como causa desta dilatacdo preferencial da arteriola aferente incluindo a
hiperglicemia, o fator natriurético atrial, a presenca de neuropatia autonémica, 0
acumulo de prostaglandinas, o aumento da concentracdo do peptideo IGFI (insulin-
like growth factor I) e a sintese aumentada de oxido nitrico (ZANELLA e col., 1992;
FELICIO et al, 2006; CARLSTROM et al, 2015).

Associado ao distarbio da filtragdo glomerular de origem multifatorial, a
incapacidade de autorregulacédo dos capilares renais torna a vasculatura renal mais
vulneravel as flutuagcbes da pressdo arterial sisttmica. Uma vez instalada a
hipertensédo arterial que caracteristicamente acompanha a nefropatia diabética, a
transmissao de niveis tensionais elevados aos glomérulos perpetuaria 0 processo
lesivo, conduzindo a glomeruloesclerose, forma nodular ou difusa. Esta leséo
estrutural € em geral precedida na sua evolugdo pela hipertrofia glomerular,
expansado mesangial e espessamento da membrana basal glomerular (ZANELLA e
col., 1992).

O diabetes, por sua vez, altera a funcao de varios tipos celulares incluindo o
endotélio, células musculares lisas e plaquetas (BECKMAN et al., 2002). A
hiperglicemia, o excesso de acidos graxos livres e a resisténcia a insulina, trés
caracteristicas maiores da perturbacdo metabdlica, provocam disfuncéo endotelial. A
diminuicdo da sintese do oOxido nitrico, que se acompanha do aumento das
concentragbes de endotelina—1 e angiotensina Il, conduzem a um aumento da
vasoconstricdo e da inflamacdo e promove a trombose (VERMA & ANDERSON,
2001). Neste sentido, COSTA e FORTI & FONTELES (1998) demonstraram que 0s
efeitos vasodilatadores no endotélio vascular diminuiram em rins de coelhos
diabéticos por aloxana.

O diabetes contribui para a instabilidade da placa ateromatosa o qual confere
estabilidade mecéanica a capsula fibrosa da referida placa (UEMURA et al., 2001).
Inimeras foram as tentativas de se explicar o escape vascular, porém seu
mecanismo preciso ainda permanece elusivo. Alguns autores sugerem O
envolvimento da liberagdo de mediadores vasodilatadores ainda nao identificados
secundérios a estimulacdo nervosa simpatica, ou a administragdo de substancias
vasoconstritoras (RICHARDSON e JOHNSON, 1969; FONTELES et al., 1974,



FERREIRA e FONTELES, 1988). Estudos em leito renal de ratos hipertensos e
normotensos também demonstraram a ocorréncia de EV, embora no grupo dos
animais hipertensos esse fenbmeno tenha ocorrido com menor intensidade
(FONTELES e JESKE, 1976). Ademais, demonstrou-se a ocorréncia de escape
vascular com agentes ndo-adrenérgicos, como a angiotensina Il (FIGUEIREDO,
1995).

Trabalhos com rins isolados de coelhos demonstraram que um inibidor de
cicloxigenases (COX), indometacina, promovia uma reducdo na intensidade de
escape vascular. Como as prostaglandinas dependem da acéo destas enzimas para
serem formadas, este resultado sugere a participacdo destes eicosanoides na
regulacao da PA durante o EV (FONTELES et al., 1974). Experimentos posteriores
confirmaram essa hipotese (FONTELES e MOREIRA LIMA, 1984; FONTELES e
FORTI, 1993). Além disso, PINTO (1999) em um estudo acerca do papel da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) e das cicloxigenases 1 e 2 no escape vascular sistémico
em ratos normotensos conclui que a inibicdo da COX-1 e da COX-2 néo alterou o
escape vascular, porém o bloqueio crénico da NOS promoveu aumento deste
fenbmeno fisioldgico, provavelmente pela estimulacdo de liberacdo de outros

mediadores vasodilatadores, como as prostaglandinas.

1.6. Escape Vascular

O fenbmeno do escape vascular (EV) tem sido abordado em varias
publicacdes desde sua primeira descricdo ha cerca de 43 anos em experimentos em
rins isolados de ratos até o presente (FONTELES et al.,1974). Inimeros trabalhos
demonstraram a ocorréncia deste fendmeno adaptativo em sitios vasculares os mais
distintos, em diferentes espécies animais. Os resultados apresentados nessas
investigacbes se correlacionam com a ocorréncia do escape induzido por
noradrenalina a liberagdo de mediadores vasoativos secundarios, localmente
produzidos pelo endotélio, ou mesmo tecidos neurais, tais como prostaglandinas,
fator de ativacdo de plaquetas (PAF) e, de Oxido nitrico endogeno (ERDF)
(FONTELES E FERREIRA, 1994).

De acordo com FONTELES E FERREIRA (1994) o escape vascular € definido
como a incapacidade do musculo liso arterial em manter-se contraido quando sobre
ele incide um estimulo vasoconstritor constante, como 0 que ocorre durante a
infusdo de agonistas adrenérgicos (noradrenalina, fenilefrina, etc.), ou quando da

estimulacdo elétrica do tronco simpético. O escape parece ter um significado
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especial como mecanismo protetor frente as variacbes subitas e frequentes da
tonicidade vascular e por isso tem merecido especial atengcédo desde suas primeiras
descricdes, tendo sido pouco reavaliado nesta ultima década.

O controle local, principalmente através dos fatores multiplos do endotélio
vascular, representa um importante mecanismo de controle do fluxo e da presséo
sanguinea (COWLEY, 1992). Certos metabdlitos liberados pelos tecidos em
determinadas condi¢des fisiolégicas podem agir também como mediadores da
vasodilatacdo. Entre estas condicbes, podemos citar a hipoxia e a tensdo de
cisalhamento, pois ambos séo potentes indutores da liberacdo de 6xido nitrico (NO),
sendo considerados o0s sinais fisiolégicos mais importantes de vasodilatacao
endotélio dependente (ALMEIDA et al., 1993).

Estudos com leito renal de ratos hiper e normotensos também demonstraram
a ocorréncia de EV, embora no grupo dos animais hipertensos esse fendbmeno tenha
ocorrido com menor intensidade (FONTELES e cols., 1974). Em outro trabalho,
Fonteles e cols (1976) concluiram que o armazenamento a frio prejudica
parcialmente o receptor alfa adrenérgico, sem identificar e encontrar receptores beta
nestas condices. Uma analise por microscopia eletrbnica dos rins estudados
mostrou algum grau de autélise das células tubulares e boa preservacéo das células
e membranas de musculo liso vascular. Estes resultados sdo muito importantes para
a preservacao renal antes do transplante.

Remark et. al (1989) propuseram uma explicagdo para o EV na circulagao
intestinal onde vasodilatadores seriam secretados por neurdnios. O escape induzido
pela estimulacdo simpatica na circulacao intestinal de rato foi significativamente
inibido pelo tratamento prévio com capsaicina na vida neonatal, pela sua aplicacéo
aguda em nervos periarteriais e por sua injecdo aguda no lumen jejunal. De acordo
com OHYANAJR et al, 1991,corroborando com essa teoria, a vasoconstricdo levaria
a um estado de hipoxia, com a formacdo de metabdlitos locais e de outros fatores
alterados pela ma perfusédo tecidual. Em resposta, a ativacdo de mecanoceptores e
guimioceptores, através de reflexos axdnicos, poderia estimular fibras sensitivas a
liberarem substancias vasodilatadoras.

Considerado como um mecanismo protetor do vaso e de ocorréncia universal
no leito arterial, 0 escape parece ser o resultado da resposta instantanea a liberagcéao
de uma ou mais substancias com ac¢éo paracrina sobre o musculo liso vascular. A

presenca do fendmeno em o6rgéos isolados e perfundidos com solugdes eletroliticas



de composicdo semelhante a do plasma, exclui desse processo 0s elementos
sanguineos sem, no entanto, confirmar inequivocamente a participacdo isolada de
qualquer uma das substancias estudadas (FONTELES E FERREIRA, 1994).

Conforme os referidos autores acima, as reacdes de escape no rim isolado e
perfundido geralmente comegam a ocorrer entre 0s 5-7 minutos iniciais da infuséo
de noradrenalina, requerendo, portanto, infusdes prolongadas de agentes
vasoconstritores, sugerindo que a vasoconstricAo necessita de um determinado
periodo de tempo para iniciar a reatividade vascular reversa. E provavel que durante
esse periodo, fibras musculares lisas contraidas possam receber sinaliza¢cdo oposta
para sinalizar para a producdo subjacente de substancias vasoativas, capazes de
tornar o vaso momentaneamente refratario ao efeito vasoconstrictor, ou promover a
liberacdo de fatores vasodilatadores, e com isso, preservar a integridade
hemodinamica de determinado territério vascular, protegendo-o dos agravos pela
diminuicao repentina do fluxo (FONTELES & DE LIMA E FORTI, 1993).

Visto a luz do controle pressoérico, in vivo, fica claro que a ocorréncia das
reacOes de escape exige a presenca de populacdes celulares integras, quer sejam
elas parietais (muasculo liso), de revestimento (endotélio) ou simplesmente
participantes do meio onde o leito vascular esta localizado (intersticio) (FONTELES
& FERREIRA, 1994).

Outras linhas de pesquisa sugerem que o EV seja resultado da competicao
entre mecanismos locais e neuronais. A hipétese de que o receptor a, pudesse ser o
sitio especifico no qual seu bloqueio do receptor aumentasse a capacidade da
circulacao intestinal de cédes de escaparem da estimulacdo simpatica percentual de
escape foi significativamente aumentado pela ioimbina (FABER, 1988; CHEN e
cols., 1991). Outro composto avaliado em rins isolados de coelho foi o fator de
agregacdo plaquetaria (PAF), tendo sido demonstrado o relevante papel do PAF
enddgeno nos processo vasoativos e hemodinamicos, incluindo o escape vascular.
Todavia, o PAF exogenamente administrado mostrou-se completamente ineficaz
(FERREIRA & FONTLES, 1989).

Outro fator local apontado na participacéo da vasodilatacdo observada no EV
é o pH tecidual — expresso pela concentragdo plasmatica de ions H*. Segundo uma
teoria, a vasodilatacdo inicial induzida pelo agente vasopressor ou estimulagc&o
ganglionar levaria a um acumulo de metabdlitos acidos e, consequentemente, a uma
acidose local que, por sua vez, promoveria uma inibicdo dos receptores a2 pods-

singpticos e, consequentemente, uma reducdo na eficacia da noradrenalina em
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deflagrar a contracdo do musculo liso vascular. Por essa razéo, os niveis de pressao
iniciais ndo poderiam ser mantidos, resultando no escape vascular (CHEN e
SHEPHERD, 1991).

Outro estudo demonstrou que o seccionamento bilateral do nervo vago
intensificava o fendmeno de EV, ao passo que 0 pré-tratamento com reserpina
(bloqueador de receptacdo de catecolaminas) ou indometacina retardavam o inicio
do fendmeno. Por outro lado, os animais que receberam guanetidina e L-nitro-
arginina, antes do experimento, apresentaram uma menor velocidade para atingir a
pressédo arterial minima apos a maxima ter sido registrada (FIGUEIREDO, 1995).

Portanto, percebe-se que o fenbmeno de escape vascular em diferentes
classes e é exponencialmente complexo e multifatorial. Alguns autores sugerem o
envolvimento da liberacdo de medidores vasodilatadores ainda nao identificados,
secundarios a estimulacdo nervosa simpatica ou a administracdo de substancias

vasoconstritoras.

1.7 Taquifilaxia

Taquifilaxia refere-se a uma reducao dos efeitos de uma substancia quando
administrada de modo continuo ou repetido, podendo, também, ser chamada de
dessensibilizacdo, tolerancia (termo usado para drogas aplicadas clinicamente em
doses cada vez maiores para produzir o efeito desejado), refratariedade (perda de
eficacia terapéutica) ou resisténcia (perda da atividade dos antibiéticos) (SILVA,
2010).

Os mecanismos envolvidos com a taquifilaxia de rdpida evolugcdo foram
extensamente estudados em termos moleculares, especialmente para os receptores
acoplados a proteina G e, particularmente, para os B-adrenoceptores. Em nivel
celular, a estimulacdo adrenérgica com um agonista como o isoproterenol leva a
ativacdo da adenil ciclase e a um aumento abrupto nas concentracdes intracelulares
do segundo mensageiro: adenosina monofostato ciclico (AMPc). Porém, em muitas
células essa capacidade de ativar a adenil ciclase diminui com o tempo, levando a
uma diminuicdo nas concentracdes de AMPc intracelulares. A fosforilagdo dos
adrenoceptores dos adrenoceptores e sua associacdo a outras proteinas e as
alteracdes nas localiza¢cOes subcelulares dos receptores sdo todos fatos que podem
contribuir com a capacidade reduzida de agonistas adrenérgicos em acumular AMPc
(BARNES, 1993; WHALEN, 1999 e BILLINGTON et. al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whalen%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10564219

A dessensibilizacdo dos receptores ligados a proteina G pode ocorrer
especificamente pela fosforilacdo dos receptores ligados as substancias por um
receptor quinase ligado a proteina G (GRK). Esses GRKs constituem uma familia de
quinases (GRK2), originalmente conhecidas como bARK, ou quinase de afinidade a
beta-receptores, sendo ocupados por agonistas onde a ocupacao desses receptores
leva a ligacdo de um GRK ao receptor e sua posterior fosforilacdo. Esse mecanismo
foi determinado como dessensibilizacdo “homodloga”, uma vez que especificamente
envolve receptores ocupados (AIYAR e cols., 1992; RUDOMANOVA & BLAXALL,
2017).

Alkhouri e cols. (2014) mostraram que infeccdes bacterianas (e ndo apenas
infeccdes virais) podem causar dessensibilizacdo de receptores beta por ativacédo de
receptores toll-like 2. Apds a taquifilaxia, os receptores se ligam um membro de
proteinas chamada arrestina, levando a inibicdo estérica entre receptores e proteina
G. Os receptores podem ser subsequentemente sequestrados da membrana
plasmatica e deslocados para a célula o que, interessantemente, podem contribuir
para novos mecanismos de sinalizagdo adrenérgica (LUO e cols., 2017).

Um segundo mecanismo para esse evento envolve a retroalimentacédo de
segundos mensageiros que podem levar a dessensibilizacdo ndo apenas de
receptores ativados por agonistas, mas também de diferentes classes de receptores
expressos na mesma ceélula. Essa forma de taquifilaxia foi determinada sendo do
tipo “heterdloga”, uma vez que a fungéo de varios tipos de receptores pode ocorrer
simultaneamente apds a ativacdo de um tipo apenas de receptor (TRAVIS et. al.,
1997). Os [B-receptores estimulam o acumulo de AMPC o que leva a acdo da
proteina quinase A; a subunidade catalitica dessa enzima pode néo apenas fosforilar
os adrenoceptores, comprometendo sua funcdo, mas também podem
potencialmente fosforilar outros tipos de receptores na mesma célula com locais
adequados para a fosforilacdo da quinase A. Assim, taquifilaxia a um agonista de
beta-adrenoceptor representaria um mecanismo potencialmente importante para a
regulacdo em curto prazo do tonus vascular (BRODDE et. al.1990; GNEGY e cols.,
1976; PAGE et. al., 2004).

Kume e cols. (2003) descreveram em musculo liso de traqueia de cobaios
que a dessensibilizacdo do acoplamento estimulatério de receptores beta-
adrenérgicos e canais de K' ativados por Ca' foi evitada antagonizando
separadamente o canal Ca*? voltagem-dependente com o verapamil, sugerindo uma

relacdo surpreendente entre o influxo de Ca™ por e a dessensibilizacdo beta-
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adrenérgica. Estes resultados indicam que um desacoplamento do receptor beta-
adrenérgico dos canais de K/ Ca™ aumenta a mobilizacdo de Ca* e estimula o
taquifilaxia.

Na presente pesquisa, a taquifilaxia foi estudada através de estimulacao
alfa-adrenérgica na vasculatura do rim perfundido conforme a analise dos resultados

obtidos no decorrer deste trabalho.



2. JUSTIFICATIVA

Os aspectos anatomo-fisiolégicos do sistema vascular renal sdo de tal
peculiaridade homeostatica que esse locus fisiolégico € alvo de inUmeros estudos
cientificos acerca das caracteristicas vasoativas e reativas a substancias que
modulam algumas fisiopatologias bem conhecidas na pratica clinica. No diabetes
mellitus (apesar de ndo ser o objeto desse estudo) as alteracdes vasculares ja sdo
intensamente investigadas em varias nuances de aspectos in vivo e in vitro.

Entretanto, quando se pesquisa acerca dos efeitos renovasculares em
animais normoglicémicos produzidos por agentes hipoglicemiantes usados
clinicamente no controle de alteragbes glicémicas da diabetes mellitus tipo 2, ainda
h& escassas pesquisas em referéncia a esse assunto. Por isso, esse trabalho, que
foi desenvolvimento através de uma técnica de perfuséo renal in vitro, permitiu que
isso pudesse ser avaliado por conta de seus efeitos na circulacéo renal, bem como
em outras possiveis acdes no escape renovascular, na taquifilaxia a-adrenérgica e

de como essas substancias interferem ou interagem nessas preparagoes.

42



43

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL.:
Avaliar os efeitos do uso agudo in vitro dos farmacos metformina, glimepirida e
glibenclamida na reatividade vascular adrenérgica, no escape renovascular e na

taquifilaxia do rim isolado de coelho em animais normais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
3.2.1. Estudar as variacbes pressoricas durante a perfusdo renal em animais

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

3.2.2 Estudar os efeitos da metformina, glimepirida, e da glibenclamida em coelhos

normais no rim perfundido durante a interacédo vascular a-adrenérgica.

3.2.3 Avaliar outras acbes farmacoldgicas desses agentes nos rins isolados, como

fluxo de perfusato, fluxo urinario e resisténcia vascular.

3.2.4 Caracterizar os efeitos pressoéricos da glibenclamida em relagdo a endotelina,
utilizando tezosentan, um bloqueador deste efeito.

3.2.5 Pesquisar, em anéis de aorta, a contratilidade induzida pela metformina e pela

glimepirida sob infuséo de fenilefrina.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais Experimentais

Foram utilizados para pesquisa coelhos Califérnia, de ambos 0s sexos,
provenientes da Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
do Ceara, pesando, em média, entre 1,0 e 1,5 kg. Os animais foram mantidos em
jejum alimentar, em gaiolas de aco, com livre ingestdo de agua nas 24 horas prévias
aos experimentos realizados no Laboratorio de Farmacologia Renal e Metabdlica da
Unidade de Pesquisas Clinicas da Faculdade de Medicina da UFC.

O projeto foi iniciado apés aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE) sob o0 numero
4160237/2015 e os experimentos foram conduzidos de acordo com a legislacéo
brasileira que regulamenta o uso de animis em experimentacdes cientificas,
conforme a Lei Arouca 11974 de 2008.

4.2. Procedimento cirurgico e nefrectomia

Os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de uretana
(1200 mg/kg) e pentobarbital (40mg/kg) administrados por inje¢do intramuscular num
membro inferior. Por meio de uma incisdo abdominal mediana, indo do processo
xifoide a regido pubica, obteve-se o0 acesso ao interior da cavidade abdominal. Uma
vez expostas, as visceras foram rebatidas para a direita, expondo o rim esquerdo, o
primeiro a ser removido e pesado.

Apbs limpeza cuidadosa da gordura perirrenal, foram expostos e identificados
0S vasos renais, fixando por sutura a artéria renal proximo a aorta abdominal,
umedecendo as visceras com salina em gaze. A seguir, artéria e veia renais foram,
em conjunto, bloqueadas com pin¢a hemostética.

Antes da remocdo do o6rgédo, verificou-se, cuidadosamente, se as suturas
estavam adequadas e que nao havia algum ponto de hemorragia que pudesse
comprometer a perfusao tecidual das regides ainda nao utilizadas. Para remover o
rim, seccionou-se a veia renal junto a pelve renal e o ureter, em seu ter¢co- médio. O
rim foi entdo colocado em uma placa de Petri, contendo solucdo de Krebs-Henseleit
(KH) (KREBS e HENSELEIT, 1932) e procedeu-se a canulagéo arterial com tubo de

polietileno PE 50. Antes de conectar o rim ao sistema de perfusao, realizou-se uma
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lavagem rapida com solucéo salina a 37°C e a cavidade abdominal ficou protegida
com gaze embebida da solucdo e fechada sem sutura a fim de evitar maiores
contaminacgdes e desidratacdo as visceras.

Iniciou-se, de imediato, a infusdo com solucao de KH, previamente oxigenado
com carbogénio (95% de O, e 5% de CO,), ao mesmo tempo em que o ureter foi
também canulado com tubo de polietileno estirado. Na sequéncia, o 6rgao foi levado
ao sistema onde recebeu solucdo de KH com pH ajustado entre 7.35 e 7.40,
permanecendo aerado com mistura de carbogénio, com temperatura média de 37°C,
em média, 5 minutos desde a canulacdo da artéria renal. Apds cada experimento, 0
rim foi pesado e expresso em gramas (g) a fim de ser usado nos calculos dos

parametros de fluxo de perfusato, fluxo urinario e resisténcia vascular.
4.3. Sistema de perfuséo

O sistema de perfusdo adotado foi o mesmo descrito por FONTELES et al.
(1973) e sua principal caracteristica € a de ser um sistema aberto, utilizando o

perfusato sem recirculacédo. O sistema é composto, esquematicamente, por:

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

b. Sistema de borbulhamento em oxigenador especifico de fabricacdo artesanal,
acoplada a bomba de perfusdo e por onde circula o perfusato oxigenado, com pH

final entre 7,2 - 7,4;

c. Sistema de aquecimento composto por termostato com temperatura mantida em
37 + 1°C;

d. Bomba de Infusdo Imbracrios®, calibrada para infusdo de 0,2 a 0,8mL/minuto;

e. Mandmetro para registro das variacdes na presséo de perfusdo, em mmHg.

f. Sistema para captacao de bolhas.
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Figura 4. Desenho esquemético do sistema aberto de perfusdo de rim de

coelho

Figura 5. Foto do Sistema de Perfusdo Aberta em rim isolado de coelho.
4.4. Parametros Fisioldgicos

Foram estudadas as seguintes medidas da dinamica de perfuséo renal:
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4.4.1 Peso do rim: o peso dos rins utilizados nos protocolos experimentais foi
determinado apds o encerramento de cada perfusdo, sendo utilizado para a
determinacao do fluxo de perfusato, fluxo urinério e célculo da resisténcia vascular,

sendo expresso em gramas (g).

4.4.2 Pressdo de Perfusdo (PP): refere-se a pressao existente em todo o leito
vascular renal, e registrada continuamente e anotadas a intervalos de 5 minutos ao
longo de todo o experimento e foi medida por manémetro aneroide e expressa em
mmHg. O registro foi feito através de um poligrafo da Narco Biosystem™ e captado
através de um transdutor que monitorava essa medida, registrando em papel

milimetrado.

4.4.3. Escape vascular (EV): Considerou-se haver presenca de escape
renovascular quando, a pressdo maxima obtida com a infusdo continua de fenilefrina
(PHE), a partir do 20° minuto, registrar decréscimo da pressdo de perfuséo,
independentemente de situarem-se os valores minimos ao final do periodo de
infusdo do a-agonista.

O escape foi calculado segundo HENRICH e LUTZ (1971), FARA e ROSS
(1972), adaptado por FONTELES, et al., (1974), sendo expresso de acordo com o

gue com a formula abaixo:
Pj.,;_,:.x - Pl

Onde:

Pméax.- pressdo de perfusdo maxima obtida ap6s a infusdo da substancia
vasoconstritora, antes do escape;

Pmin. - pressédo de perfusdo minima observada durante a infusdo de PHE, apos o
escape;

Pi € a pressdo de perfusdo registrada imediatamente antes da infusdo do a-

agonista.

Através do estudo dos padrdes de efeitos com vasoconstritores, foi avaliada a

taquifilaxia noradrenérgica.



4.4.4 Fluxo de Perfusato e Fluxo Urinario: as medidas foram tomadas durante
todos os procedimentos experimentais dos grupos estudados, sendo, tanto o
perfusato quanto a urina, colhidos em béqueres volumétricos e depois mensurados,
a cada 10 minutos, em mL. Posteriormente, de cada volume coletado, calculou-se a
relacdo entre volume, peso do rim do animal experimentado e a unidade de tempo,

obtendo, entédo, os dados expressos em mL/g/minuto.

4.4.5 Resisténcia Vascular: considerou-se o célculo da resisténcia vascular a
relacdo entre a presséo de perfuséo e o fluxo de perfusato, colhido e calculado de
cada grupo experimental. Obteve-se, entdo, a medida expressa em unidades de

mmHg/mL.g™*.min™.

4.4.6 Taquifilaxia: segundo a observacao gréfica, as curvas de infusdo de PHE
caracterizam-se por uma tendéncia a queda dos valores pressoricos maximos, ao
longo de todo o experimento. Assim, a observacdo de trés curvas de infusdo de
PHE, intercaladas por periodos de lavagem de 10 minutos da preparacdao, mostra
uma tendéncia ao decaimento dos niveis pressoricos nas diferentes curvas. Nao ha
expressdes matematicas para a medida da taquifilaxia, sendo, portanto,
adimensional. Medimo-la pela comparacéo entre os pontos maximos das diferentes
curvas nos grupos estudados, calculando as diferencas entre as pressdes que

compdem as curvas de infusdo nos grupos com infusédo de fenilefrina. Calculou-se
um AP que corresponde a diferenca entre a pressdo de base da curva e as

pressbes seguintes antes da lavagem do sistema. Percebeu-se o fendbmeno da
taquifilaxia quando as curvas posteriores nao tiveram responsividade igual as

iniciais.
4.5. Protocolo de perfuséo

Logo apos a colocacdo no sistema, o rim foi perfundido com solucdo KH
(mM/L: NaCl 120, KCI 3, MgS0O,.7, H,O 0.62, NaH,PO4.H,O 14, NaHCO; 25,

CaCl,.2H,0O 2, glicose 8), tendo os tempos experimentais sido divididos em:

A. Periodo de Controle (20 minutos): necessario a lavagem do leito vascular renal,

retirada de sangue remanescente e estabilizacdo da pressao de perfuséo;
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B. Periodos de Infusdo de PHE (20 minutos): compostos de trés etapas de infusdo
de PHE 10°M a uma vaz&o de 1mL/min, iniciada a primeira imediatamente apés o
periodo de controle realizado.

C. Periodos de Lavagem (10 minutos cada): lavagem com liquido de perfusato,
intercalada aos periodos de infusédo de PHE, repetidos em trés ciclos de 20 minutos.
Todas as substancias antidiabéticas orais estudadas foram preparadas, diluidas e

adicionadas a solucéo de KH para posterior infusdo no sistema.

4.6. Grupos de estudo

Os grupos de estudo foram divididos de acordo com o protocolo de infusao
com ou sem a substancia vasoconstritora nos grupos experimentais e seus
subgrupos com as drogas antidiabéticas. Considerou-se 0 n o numero de rins
perfundidos em cada experimento.
A. Grupo controle (n = 3) com infusdo apenas de solucdo de Krebs-Henseleit para a
validacdo com a literatura.
B. Animais perfundidos com fenilefrina (PHE) em grupos com duas curvas (n=8) ou
trés curvas de infusdo (n=14),
C. Estudo dos efeitos do antidiabético metformina (MET) em infusdes sem fenilefrina
(n=6) e com fenilefrina (n=14) em dois grupos experimentais distintos.
D. Estudo dos efeitos do antidiabético glimepirida (GLIM) em infusées sem fenilefrina
(n=5) e com fenilefrina (n=9) em dois grupos experimentais distintos.
E. Estudo dos efeitos do antidiabético glibenclamida (GLIB) em trés grupos
experimentais: i) infusdes sem fenilefrina (n=11), ii) infus6es com fenilefrina (n=11), e
iii) um grupo experimental com infusdo prévia de tezosentan (TEZO) e posterior de
glibenclamida (n=3).
F. Estudo dos efeitos do anti-inflamatorio ndo-esteroide indometacina (INDO) em

duas curvas de infusGes com fenilefrina (n=2) como teste avaliativo.
4.7. Anéis de aorta de coelhos
Foi realizado, neste procedimento experimental, o0 mesmo protocolo

anestésico utilizado na nefrectomia com a utilizagdo de uretana (1200 mg/kg) e

pentobarbital (40mg/kg) administrados por inje¢do intramuscular num membro



inferior. Posteriormente, foi feita uma inciséo ventral nos animais e abertura da caixa
toracica por excisdo do esterno e de parte das costelas. O bloco coracao-pulmao foi
retirado, possibilitando a visualizacdo do arco adrtico que foi entdo retirada e
transferida para uma placa de Petri contendo solugdo nutridora de Krebs-Henseleit,
para se proceder a cuidadosa remocdo do tecido adiposo e tecido conectivo aderido.
As aortas foram divididas em segmentos cilindricos de 3-4 mm, denominados anéis
de aorta. Os anéis de aorta foram colocados horizontalmente entre dois tridangulos
(preparados com fios de aco inoxidavel) e montados em camara para 0Orgao
isolados, com 5 mL de capacidade, contendo solugéo de Krebs-Henseleit, ajustada
para pH 7.4, oxigenada por borbulhamento de mistura carbogénica (95% O, - 5%
C0O,) e mantida a 37°C. Um dos fios ficava conectado a uma base fixa e outro
conectado verticalmente a um transdutor de forca apropriado para registro
isométrico das contragdes, conectado a um poligrafo analégico (AUTOMATIC
ORGANIC BATH, Panlab Harvard Apparatus, Barcelona, Espanha).

Os sinais elétricos gerados pelo transdutor de forca foram decodificados e
digitalizados por um sistema de aquisicdo de dados (Panlab, Barcelona, Espanha)
acoplado a um computador e os dados foram registrados através do software
(Protwin 1.0) para posterior analise.

ApOs a montagem, as preparacdes foram submetidas a um periodo de
estabilizacdo (cerca de 30 minutos) e os anéis de aorta toracica de coelho
receberam tensao passiva de 1g, reajustados a cada 15 minutos com trés trocas de
solucdo de KH. Ao término deste periodo de estabilizac&o, foi considerado que a
preparacdo atingiu seu tdnus basal e todos os protocolos experimentais foram
iniciados. Ao banho foi adicionada na solugcdo de KH fenilefrina a 10upg/mL,
metformina a 10pg/mL e glimepirida a 2,0pg/mL.

4.8 Produtos quimicos

A. Reagentes utilizados no preparo da solucdo de Krebs-Henseleit: NaCl, KCI,
NaHCO3, MgSO,4, NaH,PO4, CaCl,, Glicose (Merck).

B. Reagentes utilizados no preparo da solucdo vasoconstrictora: fenilefrina a dose
de 10pg/mL (SIGMA).
C. Anestésicos: uretana e pentobarbital soédico (Merck).

D. Cloridrato de metformina 500mg. Cada comprimido da droga foi dissolvido em
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solucdo de Krebs-Henseleit na razdo de 500mg/1000mL onde se chegou a
concentragéo de 0,5mg/mL.

E. Glimepirida 2mg. Preparou-se a partir de um comprimido de glimepirida,
pulverizado em um becker e ressuspenso em 1,0L de solucdo de KH, perfazendo,
pois, uma concentracéo de 2ug/mL.

F. Glibenclamida. Cada comprimido da droga (5mg) foi dissolvido em um litro de
solucdo salina na razdo de 5mg/1000mL onde se chegou a concentracdo final de

5ug/mL.

4.9. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pela Andlise de Variancia (ANOVA), testes de
Dunett e Bonferroni (Anélise de comparacdes intergrupos), testes t pareados e/ou
nao pareados de Student, pelo programa computacional GraphPad Prism verséo 7.0
para Windows. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas a

partir de p<0,05.



5. RESULTADOS

5.1 Grupo controle sem infusao de fenilefrina

Os resultados mostraram que a perfusao renal, apenas com solugcéo de
Krebs-Henseleit (n=3), ndo alterou significativamente as pressdes ao longo da
duracdo dos experimentos, nao obtendo, portanto, alteracdes estatisticas
significantes (Figura 6). As mensuracdes de fluxo de perfusato n&o tiveram
alteracOes estatisticas significantes, assim como nas de fluxo urinario. No tocante a
resisténcia vascular, ndo foram encontradas diferengas entre as médias. Esse grupo

estudado, portanto, ndo mostrou diferencas entre as médias (Quadro 1).
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Figura 6. Pressédo de perfusao de rins de coelhos normais, perfundidos com
solucéo de Krebs-Henseleit.
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Quadro 1. Dindmica de perfusédo de rins de coelhos normais, perfundidos com
solucéo de Krebs-Henseleit.

TEMPO | FLUXO DE FLUXO RESISTENCIA
(minutos) | PERFUSATO URINARIO VASCULAR
0 3,22+0,04 0,16+0,04 5,97+1,12
10' 3,79+1,16 0,20+0,04 6,05+2.02
20' 4,77+0,78 0,27+0,07 6.45+1,29
30' 4,89+1,26 0,30+0,11 6,01+0.95
40' 4,81+1,31 0,34+0,16 6,88+2,47
50’ 5,03+1,61 0,35+0,13 7,2943,22
60’ 4,49+1,40 0,36+0,16 8,73+4,18
70' 4,24+1,32 0,31+0,12 7,40+2,08
80' 4,16+1,09 0,30+0,11 7,38+2,03
90 4,71+1,03 0,30+0,13 5,19+0,57

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

Ndo houve diferencas estatisticas dentre os parametros mensurados

5.2 Grupos controle com infuséo de fenilefrina

Os aspectos gerais das pressdes verificadas nesses grupos estudados
podem ser observados através das varias alteracdes nas linhas das curvas graficas
plotadas nas figuras 7A e 8A. Primeiramente, h4 um periodo de estabilizacdo das
pressdes logo apos a nefrectomia e acomodac¢ao do rim no sistema de perfusdo. Em
seguida a injecao de fenilefrina, vé-se uma subita e acentuada elevacdo na pressao
de perfusdo, seguido de um trecho em que o incremento pressoérico diminui
rapidamente, tendendo a um periodo estavel e, finalmente, uma reducdo da
pressdo, mesmo mantida a infusdo do agente vasoconstritor.

Houve, entdo, dois grupos de experimentos onde se fez infusdo de fenilefrina
(10pg/mL) nos rins isolados em dois ou trés ciclos de infusdes a fim de se estudar o
comportamento pressorico renal. Salienta-se que essa dose também fora utilizada
nos experimentos dos grupos seguintes onde as infusbes foram feitas com
antidiabéticos orais e fenilefrina. Nos experimentos de duas curvas de infusdo (n=8),
a segunda infusdo de fenilefrina resultou num incremento pressorico menos intenso
quando comparado com o primeiro, sendo observado o fendbmeno da taquifilaxia
onde nas duas curvas houve significante alteracdo nas médias: 5= 73,875+5,62
mmHg; tempo 20’= 154,5+15,42 mmHg; tempo 50'= 84,25+17,78 mmHg e tempo
90’=: 63,75+8,7mmHg (Figura 7A).



Nas avaliacOes estatisticas de fluxo de perfusato e de fluxo urinario ndo
houve divergéncias entre as meédias calculadas. Entretanto, no parametro de
resisténcia vascular, notou-se significancia estatistica entre os tempos iniciais de 0
(7,78+0,47 mmHg/mL.g-.min?) e 10 (8,1340,96 mmHg/mL.g .min) quando
comparados com os de 20' (21,52+4,72 mmHg/mL.g .min™") , 30’ (18,41%4,55
mmHg/mL.g.min) e 40’ (10,752,69 mmHg/mL.g ™ .min™) (Quadro 2).

Entretanto, no grupo onde se infundiu trés vezes 0 agente agonista
adrenérgico (n=14), as curvas foram decrescentemente diferentes, onde apds a
primeira infusdo, uma significante diferenca foi observada desde o minuto 5
(80,15+1,88mmHg) até o minuto 20 (152,77+21,54mmHg). Na segunda infusdo de
fenilefrina, as pressbes também variaram  significativamente: tempo
50’=136,0+24,95mmHg e tempo 70’=87,40+10,39mmHg; na terceira infusdo, os
valores foram de 123,96+15,87mmHg (tempo de 80’) e 94,54+9,07mmHg (tempo de
90’). Até a ultima infusdao as médias de pressao foram também significantes, porém
em valores absolutos menores, evidenciando o notério e proporcional efeito
taquifilatico (Figura 8A). No Quadro 3 sdo apresentados os valores de perfusato:
tempo 0'=6,7£0,75ml/g/min; tempo 20’°=7,09+0,89ml/g/min ml/g/min; tempo 50’=
6,68+1,0ml/g/min e tempo 90'=6,4810,74ml/g/min; fluxo wurinario: tempo
0’=0,4410,08ml/g/min; tempo 20’=0,48+0,07ml/g/min; tempo 50’=0,53+0,07ml/g/min
e tempo 90’= 0,50%0,07ml/g/min. Porém, no parametro de resisténcia observou-se
acentuada significancia nos tempos aferidos: tempo 0'=8,98+0,39mmHg/mL.g™*.min’
! tempo 0'=26,22+3,3mmHg/mL.g™*.min™; tempo 50°=25,92+3,82 mmHg/mL.g™*.min*
e tempo 90’'=17,24+2,21 mmHg/mL.g*.min™.
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Na figura 7B, como um anexo do grafico, foi demonstrada a variacdo de
pressédo durante as duas infusdes de fenilefrina, referidas como curva A e curva B.
Em cada curva calculou-se as variagbes de pressao a partir da presséo de base de
cada intervalo aferido, sendo, pois AT a variagdo entre os pontos de cada curva.
Portanto, houve taquifilaxia nesse grupo, uma vez que a resposta pressorica foi
menor na segunda curva. Na figura 8B, o grafico demonstrou a variacdo de pressao
durante as trés infusdes de fenilefrina, referidas como curva A, curva B e curva C.
Em cada curva calculou-se as variagbes de pressao a partir da presséo de base de
cada intervalo aferido, sendo, pois AT a variagdo entre os pontos de cada curva.
Portanto, houve taquifilaxia evidente nesse grupo, uma vez que a resposta

pressorica foi decrescente nas curvas avaliadas.
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Figura 7A Presséo de perfusao de rins de coelhos normais, perfundidos com
fenilefrina (10pg/mL) em solugdo de Krebs-Henseleit em duas curvas
pressoricas em que se observa escape.
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Figura 7B. Comparagéo das taquifilaxias de ambas as curvas com infuséo de
fenilefrina, evidenciando a taquifilaxia.

Quadro 2. Efeito da fenilefrina (10ug/mL) na perfusdo de rins de coelhos
normais, perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit, em duas curvas de
escape vascular.

TEMPO | FLUXO DE ) RESISTENCIA

(minutos) | PERFUSATO | FLUXO URINARIO VASCULAR
0 8,74+1,10 0,26+0,10 7,78+0,47
10' 9,15+1,05 0,28+0,05 8,13+0,96
20' 8,49+1,05 0,37+0,07 21,52+4,72 *
30' 9,73+1,16 0,40+0,06 18,41+4,55*
40' 8,29+1,11 0,40+0,07 10,75+2,69*
50' 9,21+1,11 0,50+0,12 11,62+4,37*
60’ 8,34+1,03 0,49+0,11 17,66+3,82*
70' 8,82+0,06 0,32+0,064 14,66+1,98*
80' 8,99+0,86 0,34+0,11 8,08+1,64
90' 8,49+0,86 0,38+0,12 7,90+1,63

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

*p<0,05 na resisténcia vascular, os valores nos tempos de 20’ até 70’
apresentaram diferencga estatistica quando comparados com os tempos de 0’ e
10’ e dentre 80’ e 90’ (teste t pareado)
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Figura 8B. Comparacdo das taquifilaxias das trés curvas, evidenciando-se
através do desenho grafico acima.



Quadro 3. Efeito da fenilefrina na perfusdo de rins de coelhos normais,
perfundidos com solucéo de Krebs-Henseleit, em trés curvas que apresentam
escape.

TEMPO | FLUXO DE , ]

(minutos) | PERFUSATO | FLUXO URINARIO | RESISTENCIA VASCULAR
0 6,720,75 0,44+0,08 8,98+0,39
10 6,52+0,86 0,41+0,06 9,68+0,55
20 7,0920,89 0,48+0,07 26,22+3,3 ***
30 6,6420,97 0,50+0,07 29,56+3,7 ***
40 7,000,94 0,54+0,09 17,93+2,07**
50 6,68+1,00 0,53+0,07 25,92+3,82***
60 7,16+1,17 0,59+0,09 22,79+3,23***
70 6,78+0,94 0,590,94 16,43+2,15**
80' 6,88+0,91 0,5750,11 21,4142,91%**
90 6,4820,74 0,50+0,07 17,2442, 21*

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

***n<0,0008. Os valores entre os tempos de 40° a 90° nao diferiram
estatisticamente

4.3 Grupos de rins perfundidos com cloridrato de metformina (0.5mg/mL)

Com o intuito de se estudar os efeitos do antidiabético metformina foram
realizadas infusdes sem fenilefrina, e outro grupo com o agonista a-adrenérgico, na
dose de 10ug/mL e em dois grupos experimentais distintos. No primeiro grupo (n=6),
sem infusdo de agonista adrenérgico, porém, notou-se que, em comparacao as
pressdes aferidas no grupo de infusdo apenas com solucédo de KH, houve aumento
significante nas pressdes de perfuséo. Nas aferices deste grupo experimental ndo
houve alteracfes significantes nas meédias pressoricas ao longo dos periodos de
tempo mensurados, (Figura 9). Ademais, também néo se observaram significantes
alteracdes no tocante ao fluxo de perfusato e nas medidas de fluxo urinario. No
tocante a resisténcia vascular também nao se observou diferencas estatisticas
significantes (Quadro 4).

No segundo grupo (n=14), seguindo o protocolo de infusdes dos rins com

fenilefrina, fez-se também a infusdo de cloridrato de metformina onde se observou
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aumento de presséao significante a primeira administracdo do agonista adrenérgico.
A partir dai, nas seguintes infusGes de fenilefrina, os aumentos de pressdo foram
menores, mas significantes quando comparados aos primeiros, denotando
taquifilaxia ao final das aferigdes temporais: tempo 5= 73,28+4,18mmHg; tempo
20'= 153,14+7,15mmHg; tempo 50'=127,5£12,05mmHg; tempo
90’=97,07+12,89mmHg (Figura 10A).

Nesse grupo, a resisténcia vascular teve crescimento significativo apds a
infusdo do agente vasoconstritor, decrescendo um pouco ao final dos experimentos:
tempo 0’= 8,38+0,39mmHg/mL.g ™ .min™; tempo 20’= 24,15+2,73mmHg/mL.g™*.min%;
tempo 50'= 23,13+3,71mmHg/mL.g .min™;. Nos tempos de 40’ e a partir de 70’, os
valores alteraram-se menos significativamente. Por outro lado, as taxas de fluxo de
perfusato e fluxo urinario ndo apresentaram diferencas entre as médias calculadas
(Quadro 5).

Na figura 10B, o grafico foi demonstrou a variacéo de presséo durante as trés
infusbes de fenilefrina, referidas como curva A, curva B e curva C. Em cada curva
calculou-se as variacdes de pressdo a partir da pressdo de base de cada intervalo
aferido, sendo, pois AT a variagao entre os pontos de cada curva. Portanto, houve
taquifilaxia nesse grupo, evidenciada na curva C a qual teve pouca reatividade
pressorica.

Em aorta de coelho foi realizado outro protocolo com intuito de avaliar se as
respostas vasoconstritoras induzidas pela metformina teriam alguma potencialidade
nesse modelo experimental (Figura 11). Observou-se que houve aumento no perfil
pressoérico da metformina quando se avaliou o perfil mioténico na aorta de coelho,
caracterizando, portanto, uma proatividade reativa vascular constritora desse agente
antidiabético (Figura 12). Além disso, foi constatado que houve diferenca estatistica
entre 0s grupos de aorta que receberam fenilefrina e, depois, acrescida de
metformina, evidenciando aumento na forgca contrdtil lisa sob a influéncia do
antidiabético. Fato este corroborado quando se constatou um acréscimo na pressao
de perfusdo nos grupos experimentais, em rim isolado, sem a infusao de fenilefrina,

comparada a infusdo apenas com solucdo de KH nos grupos de metformina.
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Figura 9. Pressdo de perfusdo de rins de coelhos normais, perfundidos com
cloridrato de metformina (0.5mg/mL) em solucdo de Krebs-Henseleit.

Quadro 4. Efeito do cloridrato de metformina (0.5mg/mL) na perfusao de rins
de coelhos normais, perfundidos com solucédo de Krebs-Henseleit.

TEMPO FLUXO DE FLUXO A
(minutos) | PERFUSATO URINARIO RESISTENCIA VASCULAR
0 9,36+0,91 0,31+0,08 6,82+1,15
10 8,54+1,07 0,37+0,13 7,43+0,91
20' 8,52+1,20 0,35+0,13 6,80+0,59
30' 7,64+0,40 0,38+0,15 7,84+0,47
40' 7,54+0,32 0,39+0,15 7,60+0,42
50’ 7,54+0,39 0,41+0,12 7,66+0,39
60' 7,44+0,67 0,43+0,14 8,04+0,38
70' 7,87+0,65 0,45+0,14 7,93+0,68
80' 8,22+0,64 0,43+0,15 7,22+0,75
90’ 7,24+0,29 0,44+0,18 7,75+0,18

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

N&o houve diferenca estatistica na avaliagcdo dos parametros estudados.
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Figura 10A. Presséo de perfusao de rins de coelhos normais, perfundidos com
cloridrato de metformina (0.5mg/mL) e fenilefrina (10ug/mL) em solucdo de
Krebs-Henseleit onde se nota a taquifilaxia e 0 escape vascular nas trés curvas
de infuséo.
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Figura 10B. Comparacdo das taquifilaxias das trés curvas com infusdo de
metformina, evidenciando-se através do desenho grafico acima.
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Figura 11. Reatividade contratil em anéis de aorta em experimentos com
infusdo controle de fenilefrina (10uM) e, apés tratamento com metformina,
evidenciando aumento na contratilidade induzida pela droga antidiabética.
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Figura 12. Experimento de anel de aorta de coelho para se validar a
potencialidade da metformina em modificar a vasorreatividade contratil a
fenilefrina.

**p<0,05 (teste t de Student ndo-pareado)
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Quadro 5. Efeito do cloridrato de metformina (10ug/mL) na perfuséo de rins de
coelhos normais, perfundidos com fenilefrina (10pg/mL) em solucao de Krebs-

Henseleit.

TEMPO | FLUXO DE FLUXO ]
(minutos) | PERFUSATO | URINARIO RESISTENCIA VASCULAR
0 6,900,71 0,300,49 8,380,39

10 7,2040,83 04210,06 9,2040,57
20' 7,34£0,77 0,43£0,07 24,15£2,73 ***
30 7,560,69 0,370,07 25,51+3,69 *+**
40 7,13+0,65 0,420,08 12,25+1,71 ****
50 6,860,61 0,46£0,08 23,13+3,71 *
60' 7,82+0,72 0,490,089 20,862,39 *
70 7,150,54 0,46+0,08 13,39+1,98 *
80' 7,4%0,69 0,550,11 14,7+2,38 *
90' 7,170,57 0,510,10 14,00+1,86 *

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

****n<0.0001. Na analise da resisténcia vascular houve significante diferenca
entre as médias dos grupos nos tempos de 20’, 30’ e 40’ comparados com o
intervalo de 0 a 10’ (teste t pareado).

*p<0.05. Na analise da resisténcia vascular houve significante diferenca entre
as médias dos grupos nos tempos de 50’ a 90°, comparados com o intervalo de
0 a 10’ (teste t pareado).

5.4 Grupos de rins perfundidos com glimepirida (2ug/mL)

Nesses grupos experimentais foram desenvolvidos dois protocolos onde se
fez infusdo de glimepirida (2ug/mL) em coelhos normais com (n=9) e sem infuséo
(n=5) de fenilefrina nos rins colocados no sistema de perfusdo. Nos rins perfundidos
com a droga, mas sem fenilefrina, ndo houve alteracdes significantes nas diferencas
das pressbes médias calculadas (Figura 13). O mesmo perfil estatistico, sem
diferencas entre as meédias, se mostrou semelhante quando se mediu fluxo de
perfusato e resisténcia vascular. As medidas de fluxo urinario ao logo dos intervalos
temporais se mostraram maiores progressivamente, mostrando diferenca estatistica
(p<0,05) quando comparadas ao tempo inicial: tempo 0’=0,26+0,09ml/g/min; tempo
20'=0,44+0,17ml/g/min; tempo 50’= 0,77x0,21ml/g/min e
0,79+0,16ml/g/min (Quadro 6).

tempo 90’=



Nos grupos de tratamento com glimepirida com infusao de fenilefrina (n=9) o
incremento de presséo foi deveras acentuado, elevando a pressdo desde os tempos
de 5 (68,9+£3,82mmHg) até o minuto 20 (147,33+10,18mmHg) do experimento,
atingindo um pico médio de 158+13,49mmHg. AplGs a lavagem do sistema e
reinfuséo seguinte de fenilefrina na segunda dose, as pressées aumentaram quando
foram comparadas as mensuracdes iniciais, vistas nas médias dos minutos 50 e 90
(122,0+£15,41 vs 80,33+14,58mmHg, respectivamente), contudo, esse aumento foi
menor quando comparada a primeira curva e a terceira, bem como e segunda e a
primeira, salientando que a reatividade da terceira curva foi minima (Figura 14A). As
médias de perfusato e fluxo urindrio ndo tiveram divergéncias estatisticas
significantes. Porém, a resisténcia vascular foi aumentada apos a infusdo de
fenilefrina: nos tempos de 30’ a 50’ houve diferenga significante quando comparadas
aos tempos de 0’ e 10’ (Quadro 7).

Na figura 14B foi demonstrada a variacao de pressdo durante as trés infusdes
de fenilefrina, referidas como curva A, curva B e curva C. Em cada curva calculou-se
as variacoes de pressdo a partir da pressdo de base de cada intervalo aferido,
sendo, pois AT a variacdo entre os pontos de cada curva. Portanto, houve
taquifilaxia nesse grupo, evidenciada na curva C a qual teve resposta a acdo do
agonista a-adrenérgico menor quando comparada ao grupo da metformina. Portanto,
tanto o escape vascular quanto a taquifilaxia se mostraram mais evidentes nesse
grupo estudado, a vista do perfil tracado no grafico.

Neste protocolo experimental também se procedeu a investigagdo em aorta
de coelho com a finalidade de se estudar as possiveis respostas vasoconstritoras
em muasculo liso vascular induzidas pela glimepirida (Figura 15), bem como sua
provavel poténcia nesse modelo. Observou-se que houve aumento no perfil
pressorico da glimepirida quando se avaliou o perfil miotbnico na aorta de coelho,
caracterizando, portanto, uma proatividade reativa vascular constritora desse agente
antidiabético (Figura 16). Além disso, foi constatado que houve diferenca estatistica
entre 0s grupos de aorta que receberam fenilefrina e, depois, acrescida de
glimepirida, evidenciando aumento na forga contratil lisa sob a influéncia do
antidiabético. Fato este corroborado quando se constatou um acréscimo na pressao
de perfusdo nos grupos experimentais, em rim isolado, sem a infusdo de fenilefrina,
comparada a infusdo apenas com solucdo de KH nos grupos de glimepirida. Para
analise mais detalhada, foi plotado um grafico comparativo dos experimentos com

aneis de aorta quando se pode observar que sob efeito das drogas em estudo,
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percebe-se aumento significante na contratilidade lisa vascular, sendo, também

significantes as médias entre metformina e glimepirida, sendo esta mais reativa do

gue a metformina nesse modelo experimental (Figura 17).
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Figura 13. Pressao de perfusao de rins de coelhos normais, perfundidos com
glimepirida (2ug/mL) em solucédo de Krebs-Henseleit.

Quadro 6. Efeito da glimepirida (2ug/mL) na perfusdo de rins de coelhos
normais, perfundidos com solucédo de Krebs-Henseleit.

TEMPO FLUXO DE ) )

(minutos) | PERFUSATO FLUXO URINARIO | RESISTENCIA VASCULAR
0 10,13+0,9 0,26+0,09 4,25+0,69
10' 9,46+0,71 0,49+0,15* 7,53+0,87
20' 10,07+0,89 0,44+0,17* 6,29+0,46
30' 9,65+0,69 0,55+0,16* 6,94+0,68
40' 9,35+0,91 0,64+0,17* 7,19+0,85
50' 9,54+0,66 0,77+0,21* 6,98+0,79
60' 9,59+0,90 0,79+0,19* 6,57+0,74
70' 9,05+0,9 0,83+0,19* 6,80+0,71
80' 8,55+0,63 0,65+0,12* 7,20+0,95
90' 8,66+0,69 0,79+0,16* 6,93+0,78

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

*p<0,05 em relagao ao tempo de 0’ (teste t pareado).
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Figura 14A. Presséao de perfusédo de rins de coelhos normais, perfundidos com
glimepirida (2pg/mL) e fenilefrina (10pg/mL) em solugéo de Krebs-Henseleit.
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Figura 14B. Comparacdo das taquifilaxias das trés curvas com infusdo de
glimepirida, evidenciando-se através do desenho grafico acima.
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Figura 15. Reatividade contratil em anéis de aorta em experimentos com
infusdo controle de fenilefrina (10uM) e, posteriormente, glimepirida,
evidenciando aumento na contratilidade induzida pela droga antidiabética.
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Figura 16. Experimento de anel de aorta de coelho para se validar a
potencialidade da glimepirida quanto a vasorreatividade contratil em infusdes
com fenilefrina.

**p<0,05 (teste t de Student ndo-pareado)
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Figura 17. Grafico comparativo dos experimentos de anel de aorta de coelho
para se validar a potencialidade da metformina e glimepirida quanto a
vasorreatividade contratil em infusdes com fenilefrina.

**p<0,05 (teste t de Student ndo-pareado) quando se comparou a fenilefrina

com as drogas em estudo.

#p<0,05 (teste t de Student ndo-pareado) quando se comparou metformina e
glimepirida.

Quadro 7. Efeito da glimepirida (2,0ug/mL) na perfusdo de rins de coelhos

normais, perfundidos com fenilefrina (10ug/mL) em solucdo de Krebs-
Henseleit.
TEMPO | FLUXO DE FLUXO ]
(minutos) | PERFUSATO URINARIO RESISTENCIA VASCULAR
0 8,60,75 0,32+0,03 8,19+0,53
10' 8,56+0,84 0,33+0,09 10,60+1,86
20' 8,13+0,77 0,33+0,09 20,98+2,80 *
30' 8,75+0,93 0,33+0,06 19,30+3,24 *
40' 8,60+0,97 0,35+0,04 13,39+3,43 *
50' 9,04+1,03 0,35+0,05 17,52+3,82*
60’ 8,38+0,85 0,38+0,05 15,71+2,11*
70' 8,38+0,80 0,39+0,06 13,99+3,35*
80' 8,70+0,86 0,42+0,08 14,11+3,26*
90 8,65+0,68 0,39+0,07 10,92+2 26*

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

*p<0,05 a partir do tempo de 20’ (teste t pareado).
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5.5 Grupos de rins perfundidos com glibenclamida (5pg/mL)

Esse outro grupo de infusdo com drogas antidiabéticas orais seguiu a mesma
linha de experimentos onde foram feitos nos dois grupos; o primeiro sem infuséo de
fenilefrina e o outro com infusdo do agonista a-adrenérgico. O grupo sem a infusédo
do vasoconstritor (n=11) apresentou média pressorica crescente ao longo do tempo,
qgquando comparadas com o0s outros grupos de drogas também sem fenilefrina
(Figura 18). As médias de pressao apresentaram diferencas estatisticas quando se
compararam as pressdes dos grupos sem infusdo de fenilefrina a partir do minuto
40: KH= 27,0+1,52mmHg VS METFORMINA=57,83+6,14mmHg VS
GLIMEPIRIDA=67,2+9,81mmHg e GLIBENCLAMIDA=90,73+9,71mmHg. Tais perfis
sdo repetidos e significantes na andlise dos tempos de 90 minutos, em ordem
crescente: KH= 24,3315,36mmHg vs METFORMINA=54,83+3,16mmHg Vs
GLIMEPIRIDA=61,8+10,66mmHg e GLIBENCLAMIDA=141,27+24,15mmHg. Para
corroborar esses fatos, os parametros de fluxo de perfusato, fluxo urinério e
resisténcia vascular também obtiveram valores médios crescentes ao longo dos
tempos aferidos no grupo estudado. Fluxo de perfusato: tempo 0= 6,85+0,7ml/g/min;
tempo 20’= 7,55+0,57ml/g/min; tempo 50’= 9,63+0,25ml/g/min e tempo 90’=
10,19+0,54ml/g/min. As medidas de fluxo urinario praticamente triplicam ao longo da
analise dos tempos, devido ao aumento da pressdao de perfusdo. Fluxo urinério:
tempo 0= 0,33+0,06ml/g/min; tempo 20’= 0,51+0,07ml/g/min; tempo 50’=
0,6410,09ml/g/min e tempo 90’= 0,6910,11ml/g/min. A resisténcia vascular ndo se
alterou significativamente ao longo dos tempos (Quadro 8).

Procedeu-se, entdo, um grupo experimental onde se administrou tezosentan
(10°°M) na perfusdo com solugéo de KH por 30 minutos e, posteriormente, perfundiu-
se com glibenclamida (5ug/mL) a fim de se estudar o possivel efeito do antidiabético
na via de sinalizagdo da endotelina, substancia vasoconstritora bastante potente
(Figura 19). Os parametros estudados foram 0os mesmos em todos 0S grupos outros.
O fluxo de perfusato, fluxo urinario e a resisténcia vascular ndo obtiveram diferencas
estatisticas entre os tempos avaliados nesse grupo. No entanto, quando se
comparou as pressdes de perfusdo entre os tempos aferidos, observou-se que
houve um decréscimo significante dos valores de pressdo a medida que o efeito do
tezosentan se manifestava, denotando que o bloqueio da endotelina, mesmo sem
infusdo de qualquer substancia vasoconstritora, diminuiu os valores pressoricos a

partir dos tempos de 40 minutos (Quadro 9).



No grupo de glibenclamida com infusdo de fenilefrina, notou-se que a pressao
apos a infusdo no sistema, aumentou significativamente até a lavagem, tendo
aumentado menos do que nos primeiros minutos, tendendo também a taquifilaxia.
Observou-se, também a mudancga de configura¢cdo na segunda e terceira curvas que
ja ndo sao percebidas (Figura 20A). No entanto, quando se compara 0 grupo sem
fenilefrina com o grupo com fenilefrina, constata-se que no primeiro 0 incremento
pressérico se da de modo mais evidente, apesar de ambos terem, curvas de
pressdo bem semelhantes: GLIBENCLAMIDA: tempo 5= 68,9+3,82mmHg; tempo
20'=  75,72+4,25mmHg; tempo 50’= 101,82+12,80mmHg; tempo 90'=
141,27424,15mmHg.  GLIBENCLAMIDA +  FENILEFRINA: tempo 5=
68,72+2,84mmHg; tempo 20’= 151,63+11,64mmHg; tempo 50’=
101,09+11,81mmHg; tempo 90’= 82,27+13,98mmHg.

Na figura 20B, o grafico demonstrou a variacdo de pressdo durante as trés
infusBes de fenilefrina, referidas como curva A, curva B e curva C. Em cada curva
calculou-se as variacdes de pressdo a partir da pressdo de base de cada intervalo
aferido, sendo, pois AT a variagao entre os pontos de cada curva. Portanto, houve
taquifilaxia nesse grupo, notadamente na curva C a qual teve resposta a acdo do
agonista a-adrenérgico menor quando compara ao grupo de KH+PHE com trés
curvas.

Dentre os parametros também estudados, a resisténcia vascular se mostrou
com significantes diferencas nas médias entre as afericdes dos tempos de 20, 30 e
40 minutos quando comparadas aos tempos iniciais de 0’ e 10’. Os parametros de
fluxo de perfusato e fluxo urindrio ndo diferiram entre as amostras calculadas
(Quadro 10).

No grafico da figura 21, fez-se uma plotagem comparativa de dois grupos de
perfusdo onde a primeira se demonstra a dindmica pressoérica da glibenclamida sem
infusdo de fenilefrina, em contraposto com o tezosentan infundido 30 minutos antes
da infusdo com glibenclamida, revertendo, significativamente, a pressao de perfuséo
em rim isolado de coelho, postulando-se a participacédo da endotelina no aumento da
presséo de perfuséo a luz da glibenclamida. Portanto, ficou evidente uma verdadeira

inversao do efeito pressoérico de perfusao.
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Figura 18. Pressao de perfusao de rins de coelhos normais, perfundidos com
glibenclamida (5ug/mL) em solucéo de Krebs-Henseleit.

Quadro 8. Efeito da glibenclamida (5ug/mL) na perfusdo de rins de coelhos
normais, perfundidos com solucédo de Krebs-Henseleit.

TEMPO FLUXO DE ) )

(minutos) | PERFUSATO | FLUXO URINARIO | RESISTENCIA VASCULAR
0 6,85+0,7 0,33+0,06 8,18+0,57**
10 7,54+0,72 0,40+0,05 9,60+0,73**
20' 7,55+0,57 0,51+0,07 10,83+1,18**
30' 8,36+0,43 0,56+0,07 10,24+1,03**
40' 8,63+0,55 0,55+0,06 11,12+1,39**
50' 9,63+0,25* 0,64+0,09** 10,78+1,48
60' 9,19+0,26* 0,66+0,10** 12,99+2,19
70' 9,55+0,34* 0,64+0,10** 13,61+2,49
80' 9,08+0,26* 0,69+0,11** 14,59+2,49
90 10,19+0,54** 0,69+0,11** 14,14+2,72

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

**n<0.05 em relagao ao intervalo de tempo entre 0 e 40’ (teste t pareado).
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Figura 19 Pressédo de perfusdo de rins de coelhos normais, perfundidos com
tezosentan (10°M) por 30 minutos e com glibenclamida (5pug/mL) em solucéo
de Krebs-Henseleit.

Quadro 9. Efeito da glibenclamida (5ug/mL) e tezosentan (10°M) na perfusao de
rins de coelhos normais, perfundidos com solucédo de Krebs-Henseleit.

TEMPO | PRESSAO |PERFUSATO | FLUXO URINARIO | RESISTENCIA VASCULAR

0 123,33+8,18 3,58+0,62 0,25+0,05 37,41+8,90
10’ 120,0+2,31 2,97+,038 0,26+0,05 41,75+5,62
20' 109,33+6,35 3,07+040 0,29+0,03 39,53+3,32
30' 98,0+9,68 2,64+0,19 0,32+0,06 37,38+4,68
40' 95,33+9,33 2,85+0,66 0,37+0,04 37,22+9,88
50’ 92,0+7,02* 3,25+0,53 0,41+0,05 29,48+4,67
60’ 79,33+4,05** 2,67+0,55 0,45+0,05 31,76+7,78
70' 77,33+1,76** 2,80+0,52 0,48+0,08 30,51+6,82
80' 68,0+2,0*** 2,71+0,55 0,48+0,09 27,74+6,88
90 63,33+3,52*** | 2,66+0,51 0,5+0,11 25,31+4,45

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

*p<0.05 em relacédo ao intervalo de tempo entre 0 e 40’ (teste de Bonferroni).
**p<0.05 em relagao ao intervalo de tempo entre 0 e 40’ (teste de Bonferroni).
***p<0.05 em relagao ao intervalo de tempo entre 0 e 40’ (teste de Bonferroni).
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Figura 20A. Presséao de perfuséo de rins de coelhos normais, perfundidos com
glibenclamida (5ug/mL) e fenilefrina (10ug/mL) em solucéo de Krebs-Henseleit,
observando-se intensa taquifilaxia e escape vascular.
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Figura 20B. Comparacdo das taquifilaxias das trés curvas com infusdo de
glimepirida, evidenciando-se através do desenho grafico acima.



Quadro 10 Efeito da glibenclamida (5ug/mL) na perfusdo de rins de coelhos
normais, perfundidos com fenilefrina (1pg/mL) em solucao de Krebs-Henseleit.

TEMPO
(minutos)| PERFUSATO | FLUXO URINARIO | RESISTENCIA VASCULAR

0 8,67+0,75 0,23+0,04 8,31+0,48

10 8,56+0,84 0,35+0,09 8,88+0,45

20’ 8,13+0,77 0,34+0,09 20,43+1,28 ***

30’ 8,75+0,93 0,34+0,06 19,20+1,34%**

40' 8,61+0,97 0,35+0,04 10,29+1,94 ***

50' 9,04+1,03 0,35+0,05 13,48+2,31

60’ 8,38+0,85 0,38+0,05 16,69+2,7

70’ 8,38+0,8 0,39+0,06 14,43+2,98

80’ 8,7+0,86 0,41+0,08 12,08+2,01

90’ 8,65+0,68 0,39+0,07 11,31+2,32

Valores de fluxo de perfusato e fluxo urinario referidos

em médiaterro padrdo e

expressos em unidades de ml/g/min. A resisténcia vascular referida em médiazerro
padrdo e expressa em unidades de mmHg/mL.g™*.min™

Entre os tempos de 0’ a 40’ houve diferenga entre as médias.
***p<0.0001 em relagao aos tempos iniciais de 0 e 10’ (teste t pareado).
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Figura 21. Pressao de perfusao de rins de coelhos normais, perfundidos com

tezosentan (10°M) e, posteriormente glibenclamida (5pug/mL) em solucdo de

Krebs-Henseleit quando comparadas as pressfes do grupo com infusdo de

glibenclamida sem fenilefrina.
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5.6 Grupos de rins perfundidos com indometacina (0,33mg/mL)

Nos grupos de infusdo com indometacina, adicionados com de fenilefrina
(n=2) o incremento de pressédo foi deveras acentuado, elevando a pressao a partir
da infuséo do agente adrenérgico ao minuto 15 onde houve incremento méaximo de
pressdo no minuto 20, atingindo valor maximo médio de 205mmHg. Na segunda
infusdo do vasoconstritor, a segunda curva de pressdo teve um perfil de escape
compativel com as outras experiéncias. Dos parametros avaliados, a resisténcia
vascular obteve médias bastante elevadas, resultantes da abolicdo dos efeitos das

prostaglandinas pela inibicdo de COX pela indometacina.
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Figura 22A. Presséao de perfuséo de rins de coelhos normais, perfundidos com
indometacina (0,33mg/mL) e fenilefrina (10pug/mL) em solucdo de Krebs-
Henseleit em duas curvas de infuséo.
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Figura 22B. Comparacdo das taquifilaxias das trés curvas com infusédo de
indometacina, evidenciando-se através do desenho grafico acima.



Quadro 11. Efeito da indometacina (0,33mg/mL) na perfusao de rins de coelhos

normais, perfundidos com fenilefrina (10pug/mL) em solucdo de Krebs-
Henseleit.
TEMPO | PERFUSATO | FLUXO URINARIO RESISTENCIA VASCULAR
0 4,84+276 0,32+0,08 38,48+24,0
10' 5,20+3,26 0,37+0,13 38,2+23,64
20' 5,95+3,60 0,38+0,09 35,40+15,6
30 5,96£3,60 0,43+0,03 31,3+£14,33
40' 5,44+2,81 0,39+0,10 25,19+£13,09
50' 5,20£2,80 0,36+0,07 37,67+£19,02
60' 4,66+2,72 0,34+0,07 38,92+28,09
70' 4,23+2,29 0,34+0,07 31,05+19,5
80' 5,90+4,10 0,40+0,16 32,87+18,67
90 4,44+2 50 0,37+0,08 30,70+19,2

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

5.7 ESCAPE VASCULAR

ApoOs a conclusédo de todos os grupos experimentais, foram feitos os calculos
dos escapes vasculares, considerando-se como 0S grupos controles 0s rins
perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit, de trés curvas de infusdo de
fenilefrina. Foram analisados e comparados os grupos entre si e os dados de escape
dos grupos nas trés curvas de infusdo com a substancia vasoconstritora. Em todas
as trés curvas que compdem cada grupo experimental houve significancia estatistica
entre as médias.

No grupo controle, houve decréscimo do escape vascular nas curvas de
infusdo, mostrando-se (C1: 28,4%; C2: 12,03% e C3:5,54%). No grupo com
metformina, suas trés curvas de infusdo com PHE também se mostraram diferentes
estatisticamente: C1: 10,25%; C2: 37,86% e C3: 22,23%. Do mesmo modo, apds
analise estatistica, viu-se que os grupos com glimepirida (C1: 34,68%; C2: 25,98% e
C3: 55,98%) e glibenclamida (C1: 10,89%; C2: 51,16% e C3:40,27%) também
tiveram suas médias diferenciadas e estatisticamente significantes (Figura 23). Nas
avaliacOes estatisticas descritas acima foi utilizado o teste t pareado de Student.

De modo geral, os grupos de infusdo com as drogas antidiabéticas glimepirida
e glibenclamida apresentaram diferencas estatisticas quando se compararam as

médias dos escapes vasculares dos grupos com infusao de fenilefrina (Figura 23).
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Quando se comparou as curvas dos grupos com as dos outros, a C2 da
metformina destacou-se em comparacdo com a C2 da PHE. Nota-se, também, que,
no grupo da glibenclamida com infusdo de fenilefrina houve diferenca estatistica da
primeira curva em relacdo as duas outras curvas (Quadro 12). Na C2 da GLIB
destacou-se como a curva de maior percentual de escape vascular descrita nessa
pesquisa (Figura 23). Nas avaliacdes estatisticas descritas acima foi utilizado o teste
de Dunett pareado para comparacdes intergrupos.

Na Figura 23, quando se comparou estatisticamente 0S grupos entre si,
certificou-se que houve diferenca entre as médias dos experimentos com glimepirida
e glibenclamida em comparagéo com os de metformina e fenilefrina com trés curvas
de infusédo (PHE 15,19% vs MET 23,45% vs GLIM 38,88% vs GLIB 34,11%).

No grupo da glimepirida mostrou-se 0 aumento do escape de modo mais
evidente, principalmente na ultima curva, enquanto que a metformina e a
glibenclamida também se mostraram também diferentes, mas de modo menos
acentuado do que o grupo controle (C3 PHE C3:5,54% vs C3 MET 22,23% vs C3
GLIM 55,98% vs C3 GLIB 40,27%). No grupo da glibenclamida, observou-se a maior
meédia de C2 quando comparada as curvas dos demais grupos estudados (C2 GLIB
51,16% vs C2 GLIM 25,98% vs C2 MET 37,86% e C2 PHE 12,03%), caracterizando-
se como a maior percentagem de escape nessas curvas (Figura 23). Nas avaliagdes

estatisticas descritas acima também foi utilizado o teste de Dunett pareado.

ESCAPE VASCULAR (%)

KH+PHE METFORMINA GLIMEPIRIDA GLIBENCLAMIDA

3 + PHE + PHE + PHE
CURVAS) N= 14 N=9 N=11
N=14
c1 28 10,25 34,68 10,89
C2 12,03 37,86 25,08 51,16"
C3 554 22,23 55,08 40,27"

MEDIA+E.P.M. 15,19+3,09 23,45+3,70  38,8845,15** 34,11+6,28**

Tabela 1. Escapes renovasculares totais dos grupos de rins perfundidos com
antidiabéticos orais em solucéo de KH e fenilefrina (10pug/mL). C1= primeira curva de
infusdo de fenilefrina; C2= segunda curva de infusdo de fenilefrina e C3= terceira
curva de infusado de fenilefrina. Valores expressos em médiaterro da média.



***P<(0,005 em relacdo ao grupo KH+PHE 3 CURVAS (Teste t ndo-pareado)
**P<(0,0083 em relacdo ao grupo KH+PHE 3 CURVAS (Teste t ndo-pareado)
#p<0,0001 em relacdo a C1 (Teste de Dunett pareado)

~
o
]

60
S
x 50
<
=
8 40 mCl
< mC2
>
" 30 c3
o
<
020
()
L
10
0

KH + PHE 3 CURVAS METFORMINA + PHE GLIMEPIRIDA + PHE GLIBENCLAMIDA + PHE

FIGURA 23. Comparativo entre os escapes vasculares dos grupos de rins
perfundidos com antidiabéticos orais em solucdo de KH e fenilefrina
(10pg/mL). C1= primeira curva de infusado de fenilefrina; C2= segunda curva de
infus&o de fenilefrina e C3=terceira curva de infuséo de fenilefrina.

*P<0,005 em relacéo as curvas do grupo com fenilefrina (Teste t pareado)
***P<0,005 em relacdo ao grupo KH+PHE 3 CURVAS (Teste t ndo-pareado)
**P<0,0083 em relacédo ao grupo KH+PHE 3 CURVAS (Teste t ndo-pareado)
#p<0,0001 em relacdo a C1 (Teste Dunett pareado)

Sumarizando, as curvas de escape renovascular do primeiro bloco a
esquerda correspondem ao grupo controle, seu tratamento por substancias
hipoglicemiantes. Na segunda, construida pelo tratamento com metformina, observa-
se uma queda substancial e significante na primeira curva, quando comparada ao
grupo controle. J&4 o tratamento com glimepirida apresentou quadro de escape
vascular, diferente em todos 0s niveis com expressdo maior na terceira curva e a
glibenclamida apresentou valores ainda bem maiores na segunda e na sequéncia,

também na terceira.

78



79

6. DISCUSSAO

6.1 RIM PERFUNDIDO

Esta pesquisa retoma alguns aspectos da dinamica cardiovascular renal,
explorando respostas desconhecidas de trés agentes hipoglicemiantes orais de
conhecido uso clinico, e como eles reagem no tocante a reatividade a-adrenérgica,
se nas possiveis reagdes vasculares, em um modelo de rim isolado e perfundido de
coelho.

Artérias de varios leitos vasculares, muitas vezes compartilham
caracteristicas funcionais semelhantes, a despeito de estarem localizadas em
diferentes 6rgdos e sistemas. Entretanto, existem diferencas proeminentes nas
respostas miogénicas as mudancas na pressao transmural e essas respostas sao
maiores nas artérias cerebrais e renais do que em outros vasos, como por exemplo,
a artéria mesentérica, considerados vasos de resisténcia (JUST, 2007; JUST &
ARENDSHORST, 2005; LAI et al., 2012). As células vasculares do musculo liso séo
derivadas de diversas linhagens embriologicas que podem apresentar diferentes
linhagens, explicando a heterogeneidade da funcdo especializada na
vasomotricidade e tonicidade contratil (OWENS et al., 2004; PFALTZGRAFF e cols.,
2014). Os vasos renais sao formados por angiogénese e vasculogénese dispares
(GOMEZ e cols., 1997) e o musculo liso expressa caracteres genéticos contrateis
rapidos e lentos, representando fenétipos fasicos e ténicos (REHO e cols., 2014).

A aorta e as arteriolas eferentes sédo exemplos do fenétipo ténico, enquanto
que pequenas artérias resistentes e arteriolas, incluindo a artéria radial cortical
(interlobular) e a arteriola aferente, sdo exemplos do fenétipo fasico. Além disso,
existem diferencas significativas na magnitude das respostas vasoconstritoras ao
cloreto de potassio (KCI), noradrenalina (NOR) e serotonina e a vasodilatacdo
dependente e independente do endotélio entre a aorta do rato e segmentos arteriais
menores (KLEINBONGARD e cols., 2013).

Por outro lado, o rim é ricamente perfundido e o fluxo sanguineo renal (FSR)
normalmente responde por aproximadamente 25% do débito cardiaco total. A
autorregulacdo € um componente fundamental da funcdo renal onde se integram
mecanismos intrarrenais intrinsecos que estabilizam o fluxo sanguineo locaal e a
taxa de filtracdo glomerular (TFG) durante alteracbes na pressao de perfusdo renal
em um intervalo definido (McNAY & KISHIMOTO, 1969; TOLBERT, 2000). Isto



requer que a resisténcia vascular renal (RVR) acomode-se proporcionalmente a
pressdo de perfusdo renal (PPR). As artérias radiais corticais, e especialmente as
arteriolas aferentes sdo o0s vasos de resisténcia pré-glomerular maiores
numericamente, embora estruturalmente pequenas cujo tonus medeiem a maior
parte da autorregulacdo induzida pela pressédo de fluxo sanguineo renal (FSR) e
TFG (TRONCOSO et al, 2008).

As arteriolas eferentes geralmente ndo participam na autorregulacdo do
FSR, embora possam contribuir para a autorregulagdo da filtracdo glomerular em
baixas pressdes de perfusdo, sob certas condi¢cdes, como dieta com baixo teor de
sal e ativacdo do sistema renina-angiotensina (RAS), diante de altas concentracdes
de angiotensina Il (SEELIGER e cols., 2009) A autorregulacdo renal é alcancada
principalmente por uma acgéo de dois mecanismos principais: a resposta miogénica e
a reacdo de feedback tubuloglomerular regulado pela méacula densa. Juntos, eles
ajustam o tébnus das células vasculares pré-glomerulares para regular a PPR em
constante mudanca, seja espontanea ou induzida (YANG e cols., 2016). A resposta
miogénica rapida relaciona o tonus das arteriolas aferentes a sua presséo
intraluminal através de ajustes intrinsecos na tensdo da musculatura lisa vascular
(HILL & MEININGER, 2012).

De acordo com Fonteles & Forti (1993), rins isolados de coelhos e
perfundidos com solugcdo de Krebs Henseleit, num sistema aberto foram estudados
para se prospectar curvas de dose-resposta. Por exemplo, efeitos da indometacina,
um inibidor de COX-1 e COX-2 e de reserpina (um depletor de catecolaminas), no
escape renovascular induzido por concentracdes variadas de noradrenalina foram
estudados e avaliados. Indometacina quando administrada duas horas antes da
cirurgia seguida de infusdo continua bloqueou o escape renovascular em todas as
doses de NOR testadas. Reserpina aplicada por vias intramuscular também suprimiu
o0 escape vascular onde os autores concluiram que houve, provavelmente, a
participacdo de prostaglandinas no escape induzido por noradrenalina, no rim
perfundido de coelho.

Segundo Costa e Forti (1979), em experimentos também com perfusédo renal
de coelhos normais e diabéticos induzidos por aloxana, a norepinefrina (1pug/min)
promoveu aumento significativo na pressao de perfusdo a qual foi bloqueada pela
fentolamina, um agente bloqueador alfa-adrenérgico. Em coelhos diabéticos a
norepinefrina induziu um lento aumento na pressao de perfusdo e na resisténcia

vascular, demonstrando que a diminui¢cdo na sensibilidade do receptor a-adrenérgico
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a droga. O propranolol, um blogueador beta adrenérgico foi capaz de induzir um
blogueio alfa adrenérgico em rins diabéticos, demonstrando, assim, um defeito no
receptor adrenérgico em animais diabéticos os quais foi mostrado trés semanas

apos o tratamento com aloxana e pode refletir uma primeira resposta.

6.2 AGENTES HIPOGLICEMIANTES

Para o estudo das interacdes fisio-farmacologicas entre os hipoglicemiantes
orais e a reatividade vascular no rim perfundido, em primeira instancia, hipotenizou-
se como essa interacdo ocorreria no tocante as respostas vasomotoras medidas no
sistema de perfusdo. Demonstrou-se inicialmente que a metformina produziu
pressdes de perfusdo significativamente elevadas, durante todo o tempo observado,
assim como as respostas a-adrenérgicas também se encontraram modificadas
(Figura 9). Com isso, percebeu-se que a administracdo de 10uM de fenilefrina
produziu uma nova resposta contrati e com uma clara atividade no escape
renovascular e na taquifilaxia, segundo mostrados nas figuras 6, 7 e 8 em
experimentos controles, utilizando protocolos com duas ou trés curvas de infusdo de
PHE.

Isso ndo ocorre na glimepirida, em pacientes com diabetes tipo 2, mas
apresentou uma prote¢cdo ao musculo cardiaco e certamente em outras estruturas
vasculares ou organicas (CHAHWALA & ARORA 2009). A observacao experimental
da glimepirida mostrou-se que ocorreu uma intensa taquifilaxia quando sao
comparadas as trés curvas de fenilefrina, sendo que na ultima, praticamente nivela
com a linha de base. Por um lado se isso ocorreu, percebeu-se que, também, o
escape renovascular mostrou-se intenso, de acordo na figura 23.

A glibenclamida atenua as respostas protetoras a abertura de canais de
potassio sensiveis a ATP vasculares durante a isquemia. Assim sendo, o tratamento
do diabetes mellitus tipo 2 com glibenclamida pode ter efeitos em doencas
cardiovasculares de modo ameacador quando utilizada em condi¢cdes de isquemia.
A glimepirida e a metformina parecem ndo possuir essas caracteristicas, muito
embora ndo devam prejudicara a fungéo vasodilatadora na abertura do canal de K*
sensivel a ATP (SIRTORI e cols., 1984; COLE e cols., 1991; ABBINK e cols., 2002).

Pacientes com DM patrticiparam de um estudo de cohort em Berlim em 2009

para avaliar funcdo renal em pessoas com mais de 70 anos, utilizando-se trés


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chahwala%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19114874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arora%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19114874

drogas antidiabéticas mais comumente aplicadas na clinica da Alemanha:
Metformina, glimepirida e glibenclamida. (DOUROS e cols., 2015). Exatamente e por
coincidéncia, as mesmas substancias avaliadas no presente trabalho, do ponto de

vista basico, uma vez que 0 acesso a essa pesquisa foi posterior.

6.2.1 METFORMINA

A metformina, um derivado de biguanida, € conhecida como o agente
antidiabético de primeira linha para o tratamento, sobretudo da diabetes mellitus tipo
2 (DMT2). Essa substancia reduz a resisténcia a insulina e diminui a concentracéo
de glicose sanguinea, inibindo a gliconeogénese e suprimindo a producéo de glicose
hepatica com melhora da sensibilidade a insulina no tecido periférico. Como um
sensibilizador de insulina, a metformina possui acdes pleiotropicas e exerce efeitos
protetores sobre mdultiplos 6rgdos, principalmente nos tecidos alvo de insulina tais
como figado, musculo e tecido adiposo (KLIP & LEITER, 1984; SHI e cols., 2016).

Os mecanismos celulares pelos quais a metformina medeia seus efeitos
antidiabéticos permanecem ndo elucidados, particularmente se a metformina tem
uma acao protetora direta sobre a vasculatura (ZHANG e cols., 2013; TRIGGLE &
DING, 2010; BOSI, 2009). Ghosh e cols. (2015) indicaram que uma exposicdo de 3
horas a metformina pode reverter/reduzir o impacto da hiperglicemia no endotélio,
através de mecanismos ligados ao aumento da fosforilacdo de eNOS e Akt.

No tocante a perfusdo renal acrescida de metformina, nesta pesquisa,
notou-se claramente que sua adicdo ao liquido perfusor promoveu aumento
significativo na pressédo de perfusdo provocado pela substancia. Isso tem permitido
sua participagdo em varios mecanismos moleculares da susbtancia que
transcendem seus efeitos hipoglicemiantes. Um trabalho recente de um grupo
nacional, utilizando avaliagcdes de diametro de artéria carétida demonstrou que a
metformina produziu um aumento no diametro das carétidas e, por conseguinte,
promoveu aumento no fluxo sanguineo local (MACHADO e cols., 2012); fendmeno
esse gue se manifesta favoravel durante o tratamento da diabetes mellitus.

Estudos recentes demonstraram que a metformina também desempenha,
em longo prazo, outros papéis essenciais no coragao e células 3 pancreaticas (dois
orgdos importantes na regulacdo metabolica) onde ndo s6 protege os pacientes com
DM2 acometidos de doencas cardiovasculares, como a insuficiéncia cardiaca, mas

também restaura as atividades de secregao de insulina e protege as células
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pancredticas da lipotoxicidade ou da glicotoxicidade (KIRPICHNIKOV et al., 2002;
YANG et al., 2016).

Em seus estudos, Davis e cols (2006), observaram que concentragdes
crescentes de metformina atenuaram drasticamente altos niveis de glicose na
associacdo com a proteina do choque térmico (HSP90), assim como a NO sintase
endotelial (eNOS). Isso resultou no aumento da sintese de NO com uma reducéo na
expressdo de moléculas de adeséo e apoptose endotelial causada por uma elevada
exposicao a glicose. Isso, pois, indica que a metformina pode melhorar as funcdes
endoteliais vasculares em pacientes com diabetes, aumentando a expressao de
AMPK,de HSP90 e a ativagéo de eNOS.

A metformina diminui a expressdo do receptor tipo 1 da angiotensina Il
(AT1R) nas aortas de ratos e atenua a senescéncia vascular e a aterosclerose
induzida por uma dieta rica em lipideos (HFD), sugerindo a existéncia de
downregulation do AT;R e, pelo menos em parte, medeia o efeito protetor da
metformina no sistema vascular. Estes estudos iréo ainda elucidar se a metformina
pode ser utilizada como uma terapia preventiva para pacientes em risco ou com
complicacBes cardiovasculares mesmo na auséncia de diabetes e sugerem que a
metformina poderia ter um efeito mais amplo em outras doencas relacionadas a
idade e talvez no préprio cancer (FOROUZANDEH et al.,, 2014; PETRIE e cols.,
2017). Nossos dados, contudo, revelaram que a metformina sem estimulacdo de
agentes vasoconstritores, aumenta a pressao de perfusdo quando se comparou com
0 grupo controle sem infusdo de PHE (Figura 9), fato esse que hipotetiza algum
efeito advindo da metformina que possa mimetizar alteracbes vasculares pro-
constritoras ou por outro mecanismo desconhecido. Além disso, os resultados dessa
pesquisa revelaram que o cloridrato de metfotmina também aumentou a resisténcia
vascular quando infundida no sistema de perfuséo a presenca de fenilefrina (Quadro
5), tendo os parametros de fluxo de perfusato e fluxo urinario sem alteracdes
significantes ao longo dos tempos aferidos. Em adicdo, quando foram
experimentados anéis de aorta, a metformina potenciou o efeito pressérico da PHE,
corroborando os achados nas Figuras 11 e 12.

Embora a metformina melhore anormalidades metabdlicas, em ratos, como a
resisténcia a insulina (IR), esta acdo nao parece estar ligada ao seu efeito sobre a
fungéo vascular. A metformina in vivo e in vitro melhorou o relaxamento induzido por

ACh em ratos com IR para niveis de controle, aparentemente através de



relaxamento dependente de Oxido nitrico, sugerindo que a metformina melhora a
funcdo vascular através de um mecanismo direto em vez de atenuar as
anormalidades metabdlicas (KATAKAM et al., 2000).

O tratamento com metformina reduziu a pressao arterial sem ter qualquer
efeito significativo sobre o nivel de glicose no sangue, em ratos diabéticos
normotensos induzidos por estreptozotocina (STZ). A contracdo induzida pela
fenilefrina (PHE) e o relaxamento diminuido induzido por acetilcolina (ACh) em ratos
diabéticos STZ foram restaurados ao normal pelo tratamento com a metformina
(MAJITHIYA & BALARAMAN, 2006). O relaxamento induzido por ACh é mais
intenso em ratos diabéticos STZ tratados com metformina foi bloqueado devido ao
pré-tratamento com 100uM de éster metilico de L-nitro-L-arginina metiléster(L-
NAME) ou 10uM de azul de metileno mas ndo com 10uM de indometacina
(MAJITHIYA & BALARAMAN, 2006; NATALI et al., 2006).

Os efeitos da metformina sobre o fluxo da artéria carétida,
independentemente dos niveis plasmaticos de glicose ou alteracdes na pressao
arterial sistélica e diastolica, provavelmente proporcionam maior prote¢cdo contra as
complicacbes do diabetes cerebral. Sua contratilidade da acéo da resisténcia a
insulina provavelmente estd implicada (MACHADO et al, 2012; ANDERSEN &
CHRISTENSEN, 2016). Varias analises sugeriram efeitos cardio-protetores com uso
de metformina em pacientes com doenca cardiovascular, como apresentarem
metabolitos de nitroxidantes reduzidos e niveis elevados de Oxido nitrico
(SCARPELLO & HOWLETT, 2008; BAILEY, 2008; MEANEY et al, 2008).

A metformina quando associada a pioglitazona quando se comparou seus
efeitos com a glimepirida, melhorou a funcdo endotelial apesar de o controle
glicémico ter sido reestabelecido normalmente. A melhora na fungédo endotelial foi
principalmente devido a reducdo da resisténcia a insulina (PAPATHANASSIOU e
cols., 2009).

6.2.2 SULFONILUREIAS

Engbersen e cols., 2012 investigaram a poténcia inibitéria de varias
sulfonilureias amplamente utilizadas nas artérias de resisténcia. As artérias
mesentéricas isoladas e rins perfundidos isolados foram usadas para medir as
respostas medicamentosas onde a glibenclamida demonstrou propriedades

constritoras semelhantes em artérias renais isoladas como nos rins perfundidos e
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isolados. Assim, exercem efeitos diferenciais no musculo liso vascular do musculo
liso dependente de ATP e, portanto, sugere-se que a glibenclamida e a glimepirida
interagiram com esses canais em concentragdes terapéuticas.

A glimepirida é uma sulfonilureia de segunda geracdo que estimula as
células B pancreaticas a liberar insulina. Este agente estimula principalmente a
secrecdo de insulina, mas também demonstrou ter efeitos extra-pancreaticos
adicionais em modelos animais (GOODMAN & GILMAN, 2012; MULLER & WIED,
1993; SATO e cols., 1993). Subjacentes aos efeitos cardiovasculares favoraveis da
glimepirida s@o sua inducdo de pré-condicionamento isquémico, supressao da
taquicardia ventricular e diminuicdo da pressdo arterial, ao contrario de outras
sulfonilureias (NAKAMURA e cols., GOLDBERG et al., 1996; VEGH & PAPP, 1996).

O uso de glimepirida, quando incubada em banhos de vidro, detectou-se um
aumento substancial na sensibilizacdo do receptor a-adrenérgico nos vasos renais
de rins de coelho perfundidos. Todavia, surge o questionamento do porqué isso
ocorrer e essa sensibilizacdo estar relacionada com um mecanismo de upregulation
dos receptores, ja que a fenilefrina ndo apresenta fendmenos de maior ou menor
captacdo neuronal pos ou pré-sinaptica. O mesmo raciocinio poderia valer para a
potenciacéo induzida, embora em menor escala, pela metformina.

O tratamento com glibenclamida ou glimepirida demonstrou melhora
significativa na lesdo induzida por reperfusdo em rim e pulmao. A glimepirida ndo
tem efeito sobre a producdo de anions superdxido. No entanto, a glibenclamida
induziu uma melhora significativa nessas medidas em comparagdo com 0 grupo
glimepirida. Por outro lado, a suplementacdo de glibenclamida induziu elevacgao
significativa nesses parametros. (TAWFIK et al., 2009).

Hung et al.(2013) avaliaram o risco de eventos cardiovasculares nao fatais
em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) que estdo tomando metformina,
glimepirida ou gliburida, assim compararam as razdes de incidéncia e risco de
doenca arterial coronariana, doenca arterial periférica, AVC e insuficiéncia cardiaca
entre trés estudos de subcohortes. Os pacientes com DM2 que tomavam metformina
e glimepirida revelaram o menor risco de eventos cardiovasculares ndo-fatais do que
0s que tomam gliburide.

Em outro trabalho, Nissen e cols. (2008), observaram que em pacientes
com diabetes tipo 2 e doencga arterial coronariana, o tratamento com pioglitazona

resultou em uma taxa significativamente menor de progressao da aterosclerose



coronaria em comparacdo com a glimepirida. Num estudo para se avaliar a
producado de 6xido nitrico nas células endoteliais da artéria coronaria humana, viu-se
que a glimepirida induziu a sintese de NO, ativando PI3-kinase, e também sugerindo
gue o uso de glimepirida na diabetes tipo 2 pode ser promissor para a prevencéo da
doenca arterial coronariana (DAC), além de diminuir os niveis de glicose (UEBA e
cols., 2007).

A habilidade de uma série de sulfonilureias em antagonizar efeitos
vasorrelaxantes do agonista de canais de K' dependentes de ATP, como a
levcromakalina, e as respostas vasoconstritoras do composto U46619 (mimético de
tromboxano A;) foram testados na artéria coronaria de porcos. Os resultados obtidos
indicaram que um receptor de sulfonilureia poderia estar associado ao acoplamento
excitacao-contracdo com TxA, (McPHERSON et al., 1997; BRIETZKE, 2015).

A glimepirida parece causar menos efeitos cardiovasculares do que outras
sulfonilureias. Verificou-se que ela estava associada a poucas alteracdes cardiacas,
menos arritmias ventriculares e pouco ou nenhum efeito na pressédo sanguinea em
comparacao com gliburida e glipizida em estudos com animais (ROSENSTOCK,
1996; MASSI-BENEDETTI, 2003; BASIT e cols., 2012). O mecanismo exato desta
diferenca na atividade cardiovascular ainda ndo esta devidamente esclarecido.
Entretanto, o envolvimento dos canais de potassio sensiveis ao trifosfato de
adenosina (KATP) pode desempenhar um papel importante nesse fendmeno
(MULLER et al., 2008; BRISCOE et al., 2010).

A glimepirida quando avaliada em associacdo com solucdo de KH
proporcionou, nesta pesquisa, resultados os mais intressantes durante o
desenvolvimento dos protocolos expermentais. Nos grupos estudados sem a infusao
de PHE, houve um aumento sustentado na presséao de perfusdo (Figura 13), bem
como incremento no fluxo urinario (Quadro 6) nos rins isolados. Também, foi
verificado que a glimepirida teve resposta intensificada quando as preparagdes com
anéis de aorta apontaram para o aumento da for¢ca contratii na presenca de
fenilefrina (Figuras 15 e 16), ocorréncia também verificada com a metformina, mas
com menos poténcia quando se compararam 0s dois grupos que se apresentaram
estatisticamente significantes (Figura 17).

Neste trabalho de pesquisa, no que se refere a glibenclamida, percebeu-se
ab initia que sua administragéo elevava bastante a presséo de perfusdo de maneira
intensa e continuada, embora em algumas experiéncias, 0S picos maximos

chegassem a mais de 200mmHg. Hipoteticamente, o uso de um bloqueador de
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receptor de endotelina, tezosentan, infundido por 30 minutos reverteu
completamente esse quadro pressorico, levando-se a acreditar fortemente, que a
interacdo da glibenclamida com o endotélio vascular, poderia levar a liberagdo de
endotelina. Para se ratificar essa premissa, foram comparados esses efeitos através
da plotagem do grafico comparativo das duas experiéncias.

A experiéncia com glibenclamida também mostrou, em experimentos sem a
infusdo de fenilefrina, aumento de todos os parametros fisiolégicos de fluxo de
perfusato, fluxo urinario e resisténcia vascular (Quadro 8), e isso foi demonstrado
dentre todos os agentes hipoglicemiantes estudados neste trabalho. Por outro lado,
apenas a resisténcia vascular teve significante diferenca sob andlise estatistica no
grupo com adi¢céo de PHE (Quadrol0).

A endotelina-1 (ET-1) € o vasoconstrictor mais potente conhecido, e esta
envolvido na regulacdo renal da homeostase de sal e agua e quando produzida em
excesso no rim, a ET-1 promove proteindria e lesdo tubulointersticial. Existe um
grande interesse no uso clinico de antagonistas de receptores de endotelina em
doenca renal crbnica, principalmente em nefropatia diabética e na hipertenséo
pulmonar (EGIDO e cols., 2017; LAU e cols., 2017). Um evento de upregulation do
sistema de endotelina (ET) foi relatada em uma ampla gama de doencas
cardiovasculares e renais (TRINDADE e cols., 2017).

Os efeitos de ET-1 sdo mediados por dois receptores acoplados a proteina
G: receptores ETA e ETB. Ambos os receptores se ligam ao ET-1 com a mesma
afinidade; No entanto, a ativacdo de cada subtipo de receptor leva a efeitos
fisiologicos e fisiopatoldgicos opostos. Por exemplo, a sobreativacdo de receptores
de ETA no rim promove hipertrofia renal, bem como fibrose e inflamacdo (KOHAN e
cols., 2011, De MIGUEL e cols., 2017). Com isso, antagonistas de receptores de
endotelina (como o utlizado nesse trabalho, em animais normais), podem
representar uma ferramenta promissora para a renoprotecéo na nefropatia diabética,
individualizando a terapia e mitigando o risco de insuficiéncia cardiaca, se estes
ensaios forem positivos (GEORGIANOS & AGARWAL, 2017; HUNTER e cols.,
2017)

Em um trabalho envolvendo alteragGes renais de uma toxina da serpente
Bothrops moojeni, investigou-se 0s possiveis mecanismos envolvidos na producao
desses efeitos, utilizando indometacina, um inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase e

tezosentan, duas substancias também utilizadas nos protocolos de perfusédo renal
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deste trabalho (BARBOSA e cols., 2006). O bloqueio parcial exercido pelo
tratamento com indometacina mostrou que as prostaglandinas poderiam ter sido
mediadores importantes dos efeitos renais no que concerne a resisténcia vascular e
outros parametros fisioldgicos renais (CHENG & HARRIS, 2004; SIMONSON, M.S.,
DUNN, M.J., 1991).

O tezosentan reduziu a lesdo renal induzida pela reperfusdo isquémica
aortica em ratos onde como efeito benéfico, através da reducdo do estresse
oxidativo e da peroxidacéo lipidica, inibiu a infiltracdo de leucdcitos no tecido renal e
promoveu citoprotecdo de ac¢do nas células tubulares renais (GUDMUNDSSON e
cols., 2003; GULMEN e cols, 2009). Em nosso estudo, 0 tezosentan reduziu a
pressao de perfusdo quando infundido na presenca de glibenclamida, possibilitando
um efeito protetor em rim isolado de coelho no que se refere ao evento deletério
pressorico do antidiabético oral.

Stanke et al (1998) estudaram o efeito inibitério o qual parecia seletivo para
contracdes induzidas por TxA, uma vez que a glibenclamida (30uM) nédo alterou a
contracdo de artérias mamarias em resposta a NA e de safenas em respostas a
serotonina e endotelina-1. Porém, a glibenclamida reduziu a contragéo induzida por
endotelina-1 nas artérias mamarias internas. As contracfes induzidas por
endotelina-1 foram similares as inibidas por GR 32191, um antagonista de receptor
de TxA,.

Segundo LOPEZ-VALVERDE et al. (2005), a glibenclamida (10uM),
atenuou o0 relaxamento hipoxico em artérias sem endotélio e aumentou a
vasoconstricdo hipoxica sustentada em artérias com endotélio. A contracao hipoxica
foi mais acentuada na endotelina em comparacdo com as preparacdes contraidas
com fenilefrina na auséncia de glibenclamida. Os efeitos da glibenclamida nas
constricdes induzidas por agonistas ndo sdo suscetiveis de serem através de uma
inibicdo de canais K* sensiveis a ATP, e com constri¢cdes induzidas por U46619 e
U44069. (OCHI & IKEDA, 1999; WAREING et al., 2006).

6.3 ESCAPE RENOVASCULAR E TAQUIFILAXIA

O fenbmeno de escape autorregulatorio tem sido descrito em varios leitos
vasculares onde a estimulacdo elétrica de nervos simpaticos ou infusdo de NOR
resulta num decréscimo inicial do fluxo sanguineo que tende a ser revertido se a

infusdo continuar por varios minutos. Embora muitos estudos tenham sido feitos em
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respostas autbnomas em vasos de figado, em apenas um foi reportado o escape
autorregulatorio. (HANSON, 1972; SANDOO e cols., 2010).

De acordo com Richardson e Johnson (1969), o escape difere da
autorregulacéo, pois a segunda € limitada pela presséao, enquanto que a distribuicdo
do escape varia com a dose testada e ocorre em qualquer variacdo de pressodes
altas de perfusdo. Também se evidenciou que as prostaglandinas eram liberadas
por meio de estimulagio do nervo ou por infusdo de norepinefrina
(FONTELES & DE LIMA E FORTI, 1993). Esses efeitos foram bloqueados pela
fentolamina e durante a infusdo de NOR o0s vasos renais escaparam dos efeitos
vasoconstritores. Além disso, 0 escape pode ser vistos mesmo em profunda
hipotermia a 15°C (FONTELES et al., 1974)

A reatividade vascular para trés ciclos de NOR infundida nos rins tratados
com cada um dos antagonistas de PAF foram avaliados durante o escape vascular e
taquifilaxia. Este estudo indicou significante reducdo de ambos os fenémenos
regulatérios promovidos por antagonistas do fator de agregacéo de plaguetas (PAF),
sugerindo a participacdo dessa substancia na resposta do rim de mamiferos
(FERREIRA & FONTELES, 1996). Esses efeitos foram bloqueados pela fentolamina
e durante a infusdo de NOR 0s vasos renais escaparam os efeitos vasoconstritores.

De acordo com nossos resultados o escape vascular e a taquifilaxia foram
eventos esperados em todos os grupos estudados, visto que ambos sao fenbmenos
de natureza vasoativa e compensatdria e possuem uma importancia fisiolégica
significante como mecanismos de protecdo vascular as variacbes subitas de
tonicidade arterial (FERREIRA & FONTELES e cols., 1989). Essas flutuacoes
pressoéricas ficaram constatadas quando se analisou os efeitos das drogas
antidiabéticas e todas possuiram diferencas significativas entre si e quando
comparadas intergrupos. Nas trés curvas de infusdo de PHE dos grupos estudados,
tomando-se por grupo controle os experimentos com infusdo somente do agonista
aj-adrenérgico, a metformina apresentou aumento mais evidente de escape vascular
na segunda curva (Figura 23). A glimepirida o apresentou, na terceira curva como
maior escape vascular quando se comparou aos demais grupos; ja a glibenclamida,
por sua vez, mostrou-se com o0 maior grau de escape vascular, na segunda curva, 0
que pode nos levar a supor numa possivel potenciacdo desse evento gracas a
liberacdo de outros fatores endoteliais. Quando atuam tanto a glibenclamida quanto

a fenilefrina, de maneira muito intensa e até aqui sem explicacdo comprobatoria, o
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musculo liso reage, promovendo um estimulo desse efeito na terceira curva, fato
esse comprovado na Figura 23. Até os dias atuais, ndo é de nosso conhecimento
que o fendmeno do escape vascular seja uma resposta mediada pelos muitos
fatores regulatérios conhecidos, mas nenhum fator uUnico foi comprovado até agora,

sendo possivel que estejamos contemplando um fenémeno multifatorial.
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7. CONCLUSOES

7.1 Este trabalho de pesquisa revelou a existéncia de forte interacao
fisiofarmacoldgica das drogas antidiabéticas orais infundidas em rim isolado de
coelho normal sob a luz do aumento da pressdo de perfuséo, fluxo de perfusato e

resisténcia vascular;

7.2 Metformina, glimepirida e glibenclamida promoveram intensos eventos de
escape vascular e de taquifilaxia quando infundidos com trés curvas subsequentes

de fenilefrina;

7.3 Metformina e glimepirida potencializam a reatividade a-adrenérgica endotelial,
fato comprovado nas infusbes sem fenilefrina em solucdo de Krebs-Henseleit, em

anéis de aorta;

7.4 A modulacdo farmacoldgica da glibenclamida em rim perfundido envolve a
participacdo da endotelina, o mais potente agente vasoconstritor conhecido,

caracterizando sua vasoconstricao na reatividade vascular;

7.5 Pela primeira vez foi demonstrado que o0 escape renovascular pode ser
intensificado pelo efeito de agentes hipoglicemiantes como a metformina e

glimepirida.
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