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RESUMO

Introducio: Guanilinas, peptideos natriuréticos (ANP e urodilatina) e bradicinina estao
implicados na fisiopatologia, com potencial terapéutico, do metabolismo do sal e da
hipertensdo. Objetivo: Estudar o mecanismo de agdo e possiveis interagdes destes
peptideos, pelo emprego de inibidores da guanilato ciclase isatina ¢ ODQ. Método:
Foram realizadas experiéncias no rim isolado e perfundido de rato com ferramentas
farmacologicas, isatina (IS; 0,3 ou 10uM) ou com ODQ (37uM), nos estudos com
uroguanilina (UGN; 0,3 ou 0,6uM), bradicinina (BK; 0,3 ou 0,9 ou 1,8nM) ou urodilatina
(UD; 0,03nM). Investigaram-se ainda possiveis interagdes entre os referidos petideos.
Resultados: Isoladamente, IS (0,3uM), ODQ, UGN (0,3uM), BK (0,9 ou 0,3nM) nao
interferiram signficativamente na presssdao de perfusdo, na diurese ou na reabsorcao
tubular fracionada renal de eletrdlitos (sodio - %TNa'; potassio - %TK"; cloreto - %TCI
). Nas condigdes experimentais, ODQ mostrou-se eficaz (p<0,05) em inibir os efeitos de
BK (1,8nM) sobre a pressio de perfusio (ODQ+BKiyomin: 11173mmHg; BK2omin:
139"5mmHg) e %TNa" (ODQ+BK j20min: 8071%; BK j20min: 7672%). IS (3uM) mostrou-se
parcialmente eficaz em inibir efeitos de UGN (0,6uM; ISHUGNyoyin: 76"2%; UGNoomin:
7272%) e de BK (1,8nM; IS+BKoomin: 8172%; BKeomin: 0,7672%) sobre %TNa'. UD
(0,030Mogmin:  8672%; UGN+UDgomin:  7374%; p<0,05) potencializou a natriurese
produzida por UGN (0,3 uMogmin: 8372%), cujos efeitos vasculares foram inibidos com
BK  (0,3nMygmin: 104i5mmHg; UGNjeum:  90min: 135i4mmHg; UGN+BKoggmin:
1102mmHg). Conclusdes: IS e ODQ comprovaram a participacdo da via de sinalizacdo
NO-GMP no mecanismo de acdo dos peptideos estudados. A perfusdo simultdnea com
mais de um peptidio, comprovou que ha interacdes em suas diferentes vias de
sinalizagao.

Palavras chaves: Guanilinas, bradicinina, inibidores da guanilato ciclase, isatina, ODQ,
via de sinalizagdo NO-GMP, perfusao renal e transporte de eletrolitos.



ABSTRACT

Introduction: Guanylins, natriuretic peptides (ANP and urodilatina) and bradykinin
are involved in the pathophysiology, with therapeutic potential, of salt metabolism and
hypertension. Objective: To study the mechanism of action and possible interactions of
these peptides, with the employment of guanylate cyclase inhibitors isatina and ODQ.
Method: Experiments were performed on isolated perfused rat kidney with
pharmacological tools, isatin (IS; 0.3 or 10uM) or with ODQ (37uM), in studies with
uroguanylin (UGN, 0.3 or 0.6uM), bradykinin (BK , 0.3 or 0.9 or 1.8nM) or urodilatin
(UD, 0.03nM). It was also investigated possible interactions between those peptides.
Results: Alone, IS (0.3uM), ODQ, UGN (0.3uM), BK (0.9 or 0.3nM) did not interfere
significantly in perfusion perfusion (PP), in diuresis or in fractional renal tubular
reabsorption of electrolytes (sodium - %TNa'; potassium - %TK"; chloride - %TCI"). In
experimental conditions, ODQ proved to be effective (p<0.05) in inhibiting the effects of
BK (1.8nM) on the PP (ODQ+BK;0min: 111i3mmHg; BK 20min: 139°5mm Hg) and
%TNa" (ODQ+BK20min: 801%; BK20min: 76i2%). IS (3uM) proved to be partially
effective in inhibiting effects of UGN (0.6uM; ISTUGNggmin: 7672%; UGNogmin: 7272%)
and BK (1.8nM; IS+BKoomin: 8172%; BKgomin: 0.7672%) on %TNa". UD (0.03nMoomin:
8672%; UGN+UDogomin: 7374%, p<0.05) increased the natriuresis produced by UGN
(0.3uMoomin: 8372%), whose vascular effects were inhibited with BK (0.3nMogmin:
104-5mmHg; UGNy, g, oomin: 1354mmHg; UGN+BKogpi,: 110°22mmHg). Conclusions:
IS and ODQ confirmed the participation of the NO-GMP signalling pathway in the
mechanism of action of peptides studied. The infusion simultaneously over a peptide,
proved that there are interactions in their different signalling pathway.

Key words: Guanylins, bradykinin, guanylate cyclase inhibitors, isatina, ODQ, NO-
GMP signalling pathway, perfused kidney, electrolytes transport.
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1. INTRODUCAO

1.1.  De dgua e sal somos

O sal ¢ uma substancia essencial ao homem e indispensavel a todos os tipos de vida
animal na forma como as conhecemos. Podemos constatar a importancia do papel
desempenhado pelo sal, através dos diversos registros da historia da humanidade. A sua
producdo e utilizagdo estdo registradas em ilustracoes e escritos que datam do inicio da
civilizagdo. A salga dos alimentos ja era um costume bastante difundido no Egito
Antigo, cerca de 4.000 anos antes da era Crista, e gregos e romanos utilizavam o sal
também como moeda para suas operagdes de troca de mercadorias. A palavra latina
"salario" deriva do vocabulo sal, uma vez que em sal se pagava uma parte do soldo das
legides romanas. Ainda hoje um dos principais acessos a Roma se chama "Via Salaria" -
caminho utilizado pelas caravanas que conduziam sal para a capital do Império

(Carneiro et al, 2003).

“A rough estimate is that the total amount of salt spent during these five seconds in
each one of us was no more than a few grains. Only a fistful of salt to set a whole
Concert Hall thinking!"  (nobelprize.org/nobel prizes/chemistry/laureates/2003/
presentation-speech.html). Em Estocolmo, aos 10 de dezembro de 2003, o Profesor
Gunnar von Heijne sugeriu aos participantes do ato de entrega do prémio Nobel realizar
uma experiéncia simples: pensar durante cinco segundos. A seguir, refletindo sobre a
acdo, disse que desde a mais complexa atividade cerebral até a formacao de urina pelos
rins, tudo somente ¢ possivel gracas a um dos compostos quimicos mais simples

imaginaveis: sal, ions sodio, potassio e cloreto. Passando de um lado a outro das



membranas das células, este movimento de dgua e sais ¢ o meio nobre que faz existir

bactérias, plantas e mamiferos (Etcheverry, 2004).

Convém lembrar ainda que a fisiologia do sal e da 4gua envolve um delicado
equilibrio entre fatores vasoconstritores, retentores sal, vasodilatadores e expoliadores
sal. Estd claro que no rim, em particular nos tibulos, os fatores vasodilatadores e
expoliadores de sal sdo importantes na manutencdo do equilibrio hidro-eletrolitico,
imprescindivel para a regulagdo da pressdo arterial normal. Sabemos que varios
hormonios sdao implicados na regulacdo da homeostase da agua e de eletrdlitos, como,
por exemplo: sistema renina-angiotensina-aldosterona, vasopressina, peptideo
natriurético atrial (ANP, do inglés atrial natriuretic peptide), peptideo natriurético do
cérebro (BNP, do inglés brain natriuretic peptide) e o peptideo natriurético tipo C
(CNP). Os diversos habitos alimentares proporcionam extrema variabilidade de NaCl na
dieta e exigem complexos mecanismos fisiologicos para conservacao de sddio do corpo

(Weinberger, 1990; De Bold et al., 1981).
1.2.  Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O rim desempenha um papel crucial na homeostase do volume de fluidos, regulando
os niveis de NaCl total dos organismos vivos (Weinberger, 1990). O sistema renina-
angiotensina (SRA) tem sido considerado como um sistema humoral classico, cujo
produto final, a angiotensina II (All), formada na circulag¢do, tem um papel fundamental
na regulagdo da homeostase cardiovascular, atuando tanto sobre a regulacdo do volume
sangiiineo como na regulagdo da resisténcia vascular. Essencialmente, o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAA) funciona da seguinte forma: O substrato
angiotensinogénio, uma glicoproteina secretada principalmente pelo figado, ¢ clivado

pela renina, uma aspartil protease produzida pelo rim, liberando o decapeptideo



angiotensina I (Al). A enzima conversora de angiotensina (ECA), uma metaloprotease
produzida pelas células endoteliais, principalmente do pulmao, age sobre Al excluindo
dois aminoacidos da por¢do carboxi terminal, liberando o octapeptideo angiotensina II
(AIl), um potente vasoconstritor (Reudelhuber et al., 1995). All estimula a secrecao de
Aldosterona da cortex suprarrenal que promove o aumento da reabsorcao distal de NaCl,
e, como conseqiiéncia, reduz a sua excre¢do, ao tempo que aumenta a excre¢dao de

potassio e magnésio.

As células justaglomerulares produzem renina a partir da pro-renina - um precursor
inativo. Na macula densa, dentro dos granulos secretores, a pro-renina € convertida em
renina ativa. A liberacdo na corrente sangiiinea ¢ estimulada por deplecdo do volume
extracelular, diminuicdo da pressdo arterial sistémica, reducdo na pressao de perfusao
arterial renal, redug¢do na carga de sodio que chega a macula densa, aumento da
atividade do nervo simpdtico renal e varios hormoénios incluindo All, vasopressina e
prostaglandinas. A sintese e a liberacdo de renina constituem a chave inicial de
regulacdo da cascata enzimatica que ird induzir a producao de AIl (Neves et al., 1996;

Gomez, 1990).
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Figura 1: Ilustragdo esquematica do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(SRAA). Renina converte o angiotensinogénio, produzido no figado, em angiotensina I.
A enzima conversora de angiotensina (ECA) transforma angiotesina I em angiotensina

II. Angiotensina II estimula liberagao de aldosterona nas adrenais (PINTO, 2006).
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Figura2: Ilustragdo esquematica da estrutura microscopica do aparelho

justaglomerular presente nos néfrons renais. (PINTO, 2006)
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Figura3: Lamina histologica elaborada pelo método hematoxilina-eosina da regido
cortical do rim. Observam-se o glomérulo renal, separado pelo espago capsular da
capsula de Bowmann, que constituem os corpusculos renais; a macula densa e o tubulo

contorcido distal.

Fisiologicamente, o sistema RAA ¢ um mecanismo que promove a conservagao de
NaCl reduzindo sua perda. AIl atua ndo somente como um hormdnio circulante,
podendo, também, ser formada localmente em véarios tecidos, atuando como um
hormdénio autoécrino ou paracrino induzindo um amplo espectro de efeitos sobre o
sistema cardiocirculatorio. A maioria das agdes conhecidas da Ang Il ¢ mediada pela

ativacdo de receptores do tipo AT1.

Ang II apresenta outros efeitos que ndo hemodindmicos ou renais. All produz

vasoconstricdo, antinatriurese, secrecdo de aldosterona, ativacdo simpatica, inibi¢do da



sintese de renina, crescimento e proliferacdo celular e controle da formagdao de matriz

extracelular (De Gasparo et al., 2000)

Mesmo tendo sido isolada inicialmente do plasma, a localizacdo mais proeminente
da ECA ¢ a porcdo luminar de células endoteliais de todos os vasos sangiiineos. Esta
localizada no parénquima do coracdo, rins, cérebro e adrenais. Estd ancorada a

membrana plasmatica destas células, podendo ser considerada uma enzima tecidual.

O primeiro inibidor da ECA, isolado de uma fragao peptidica do veneno da Botrophs
jararaca, foi inicialmente descrito, ha cerca de 40 anos, por Ferreira (Ferreira ef al.,
1965), como um “fator potencializador da BK”. Captopril ¢ derivado deste fator e, por

sua vez, foi o primeiro inibidor da ECA efetivo por via oral (Ondetti ef al., 1977).

Patologicamente, AIl, via receptor ATI, estd implicada diretamente no
remodelamento cardiovascular tecidual, alterando o prognostico nio somente de
portadores de hipertensao arterial, mas, também, de inimeras outras doencas
cardiovasculares (ou a elas associadas) como: insuficiéncia cardiaca; infarto do

miocardio; diabetes tipo 2; faléncia renal e nefropatia diabética (Dzau et al, 2002).

Bloqueio do SRA com inibidores da ECA resultam em significativa reducao da
mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca ou pds-infarto do miocérdio. Como
os beneficios na sobrevida foram demonstrados com diferentes inibidores da ECA e
todos t€ém mecanismo de acdo comum, esse importante efeito ¢ atribuido a todos os
inibidores da ECA. (Pfeffer ez al 1992; 1991; 1993; Torp-Pedersen & Kober 1999). Os
inibidores da ECA com diferentes afinidades pela ECA tecidual apresentam o mesmo

significado clinico.



Os primeiros estudos in vitro e in vivo demonstraram que o captopril inibia a
atividade da ECA e seus efeitos hipotensores produzidos pela Ang I. Pensava-se que o
efeito anti-hipertensivo dos inibidores da ECA era diretamente relacionado a inibicao da

producdo de Ang II. Se assim fosse como explicar que:

e Captopril reduz pressdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos com
atividade da renina ¢ ECA plasmatica normal, ou em pacientes hipertensos

nao-dependentes de renina;

e Tratamento cronico com captopril reduz pressao arterial, assim com a All em

niveis circulantes de pacientes hipertensos nao tratados;

e Efeitos teciduais dos inibidores da ECA (fibrose, hipertrofia vascular e
cardiaca, proliferagdo de capilares sangiiineos) ndo se relacionam com

reducgdo da pressao arterial.

Inibicdo da conversdo de Ang I em Ang II ndo explica satisfatoriamente todos os
efeitos anti-hipertensivos e teciduais dos inibidores da ECA. Por outro lado, o
impedimento da ECA em degradar bradicinina poderia aumentar concentragdes
plasmaticas e/ou teciduais desse peptideo. Cininas tém efeitos hipotensor, anti-
hipertroficos (hipertrofia ou remodelamento cardiaca e vascular), antiisquémicos,

produzidos pelos inibidores da ECA (Dzau et al., 2002).
1.3.  Sistema Calicreina-Cinina

Veneno de jararaca misturado ao sangue de cachorro quando testado em ileum
isolado de cobaios reduziram suas contragdes. Os cientistas pretendiam testar a

histamina, comum em venenos de cobras, e esperavam uma contracdo de musculatura



lisa. Em 1948, no Instituto Biologico, Rocha e Silva, Wilson Teixeira Beraldo (professor
da faculdade de medicina da USP) e Gastao Rosenfeld (Instituto Butantad) descobriram a
bradicinina (BK). A contracdo era mais lenta, intensa e desaparecia em poucos minutos,
o que levou Rocha e Silva a atribui-la a uma nova substancia batizada de bradicinina

(bradys = lento, kinesis = movimento) (Aguiar, 2001).

Sabemos hoje que o Sistema Calicreina-Cinina (SCC) Renal ¢ composto por um

complexo conjunto multi-enzimatico, do qual os principais elementos sdo:
e Enzima calicreina,
e Substrato cininogénio

e Hormonios efetores ou cininas, dentre os quais se encontra a bradicinina (BK

e lysyl-BK),

e Enzimas metabdlicas (entre as mais relevantes encontram-se a cininase I,
cininase Il ou enzima conversora de angiotensina (ECA) e endopeptidase
neutra NEP) e um nimero ainda desconhecido de ativadores e inibidores de

calicreina e cininases.

Este sistema parece participar de inimeros processos complexos, tais como controle
do volume extracelular, regulacdao da pressao sanguinea, controle da excregao de sodio e
agua, resisténcia vascular renal e liberagdo de renina. Assim, o conhecimento morfo-
fisiologico deste sistema constitui alvo de grande interesse, sobretudo em anormalidades

que eventualmente estejam associadas como hipertensdo e diabete melito.

Podemos descrever de forma simplificada que, neste sistema, as procalicreinas dao

origem as calicreinas que, agindo sobre cininogénios, liberam cininas; aminopeptidases



convertem precursores de bradicinina em bradicinina; cininases degradam tanto a
bradicinina quanto seus precursores (Rocha e Silva ef al., 1949). A bradicinina liga-se a
receptores especificos da membrana plasmadtica; ha poucos anos foi descoberto que seu
efeito ¢ mediado por liberacdo de o6xido nitrico (NO) e prostaciclina, e ¢ metabolizada
principalmente pela acdo da cininase II - enzima conversora de angiotensina — ECA
(Regoli et al., 1994; Hecker ef al., 1994). Bradicinina tem participacdo nos mecanismos
de controle do tonus vascular. Contudo, os tibulos distais do rim expressam todos os
componentes do sistema calicreina-cinina. Em situacdes de actimulo de sal (p.ex.:
ingestdo elevada ou no hiperaldosteronismo) este sistema renal promove diurese e

natriurese sem interveniéncia do sistema plasmatico.
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Figura4: Esquema ilustrativo do sistema calicreina-cininas. A calicreina atua sobre a
fracdo alfa-2 globulina (cininogénios) produzindo calidina, met-lys-bradicinina ou
bradicinina. A a¢do da cininase I pode gerar produtos ativos para o receptor Bl, assim

como, cininase Il para o receptor B2 (Ramalho, 2000).

O Sistema Calicreina-Cininas (SCC) estd concentrado nos tubulos renais, que
produzem calicreina e, também, sdo os mesmos que excretam potassio. Abaixo dos
tubulos distais do nefron, hd cinindgeno, o substrato natural da calicreina que ¢ o
precursor de cininas, substancias ativas. Coincidentemente, animais hipertensos e
pacientes com hipertensdo essencial sensivel ao sal apresentam reduzida excreg¢dao de

calicreina renal na urina (Katori ef al., 2003).
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Células Intercalares

a \1 II b CCD CNT

Figura5: (a) Desenho esquematico do néfron (unidade funcional do rim) e seus
componentes: AE - arteriola aferente, AA - arteriola aferente, G — glomérulo, MD —
macula densa, PT — tabulos proximais, LH — al¢a de Henle, DCT — tabulo contorcido
distal, CNT — tubulos conectores, CCD — tibulo coletor cortical. (b) Ilustracao das
células principais (produtoras de cininogénio), c€lulas intercares e células conectoras

(produtoras de calicreina) (Bhoola et al., 1992).

A BK desencadeia seus efeitos bioldgicos por atuar em dois subtipos de receptores,
B1 e B2. A estimulacdo dos receptores B2 nas células endoteliais leva a liberacao de
6xido nitrico (NO) e prostaciclina (PGI2), os quais s3o capazes de produzir
vasodilatagdo. Por sua vez, inibidores da ECA aumentam a liberacdo de NO e PGI2,

efeito que tem sido relacionado a estimulacdo de receptores B2. Entretanto,



potencializagdes dos efeitos da BK, produzidos pelos inibidores da ECA, tém sido
relatadas em condi¢des experimentais nas quais ndo se observa um aumento nas
concentragdes desse peptideo, sugerindo que os efeitos dessas drogas ndo estejam
totalmente relacionados a um menor metabolismo da BK e, portanto, uma maior
biodisponibilidade. Mais recentemente, varios estudos t€ém demonstrado a existéncia de
uma interagdo entre o receptor de BK e ECA; a inibicdo da ECA levaria ao aumento da
atividade espontanea do receptor B2 e estabilizacdo/re-sensibilizacdo desses receptores
em um estado de alta afinidade, potencializando o efeito da BK (Erdos et al., 1999).
Outras agdes que poderiam explicar os efeitos dos inibidores da ECA estao relacionadas
ao metabolismo de Al por vias independentes da ECA, bem como a acdes intracelulares
mediadas por essa enzima. Assim, a inibicdo da ECA causa aumento nos niveis de Al
tecidual que pode ser hidrolisada por outras enzimas, o que levaria a formagao dos
peptideos A1-9 e Al-7, dentre outros fragmentos. Estes fragmentos de Al também sdo
capazes de potencializar os efeitos da BK (Maia et al., 2004). Os inibidores da ECA
aumentam a fosforilagdo do residuo de serina, presente na cadeia citoplasmatica da ECA
o que desencadeia uma série de reagdes intracelulares que resultam na fosforilacao da
proteina c-Jun (um dos componentes do complexo AP-1, importante regulador da
expressao génica) e sua posterior translocacdo para o nicleo da célula, sugerindo uma
via de sinalizagdo celular mediada pela propria ECA, a qual pode afetar a expressao
génica. Nesse sentido, os inibidores da ECA sdo capazes de causar aumento na
expressao da ciclooxigenase-2 em células endoteliais, o qual ¢ acompanhado de um
incremento na sintese e liberagao de PGI2 (Kohlstedt ez al., 2005). Esses resultados
explicariam como o tratamento cronico com inibidores da ECA induz aumento na

producdo de PGI2 em humanos e sugere um mecanismo de agao adcional.



Uma vez que o rim possui todos os componentes de um sistema calicreina-cinina
completamente funcional (Scicli ef al., 1986), os efeitos da bradicinina nos mecanismos
de controle da pressdo arterial renal sdo de consideravel interesse. Por exemplo, alguns
pacientes com hipertensao essencial tém niveis mais baixos de calicreina na urina do que
controles normotensos (Scicli ef al., 1986; Margolius et al., 1995). Cepas de ratos com
niveis plasmaticos baixos de cininogénio (Majima et al., 1993), niveis de calicreina
urindrios baixos (Mededdu et al., 1997) e camundongos mutantes ‘“knockout” para

receptor B2 apresentam hipertensao sensivel ao sal (Alfie et al., 1997).
1.4. Peptideos Natriuréticos

Os peptideos natriuréticos (ANP’s) tém significativa participagdo na regulagdo das
funcdes renais, cardiovasculares e humorais (De Bold er al., 1981; Kone, 2001; Vesely,
1999; Lisy & Burnett, 1999; Schirger et al., 1999). O peptideo natriurético atrial foi
descrito por de Bold, em 1981. Sdo secretados como um pré-hormonio que, em seguida,
dao origem ao pr6-ANP amino-terminal (t-N) e ao ANP ativo. Apresentam propriedades
natriuréticas, vasodilatacdo, inibidores da renina e supressora de crescimento. Sao

conhecidos os seguintes tipos de ANP:

e O tipo A é 0o ANP (do inglés “Atrial Natriuretic Peptide”). E um polipeptideo
de 28 aminoacidos que formam um anel de 17 aminodcidos unidos por uma
ligacdo disulfidica entre dois residuos de cisteina. Ha uma extensdo carboxilo-

terminal que da a atividade bioldgica;

e O tipo B ¢ o BNP (do inglés “Brain Natriuretic Peptide”). Origina-se no
miocardio, embora fosse inicialmente encontrado no cérebro, ¢ um
polipeptideo de 32 aminoacidos que formam um anel de 17 aminoécidos

semelhantes ao ANP;



e O tipo C ¢ o CNP (do inglés Natriuretic Peptide C). Produzido pelo endotélio,
apresenta dois sub-tipos: C-53 e C-22 (de acordo com o numero de
aminoacidos de cada) que também formam um anel de 17 aminoacidos mas
carecem do terminal carboxila. Estdo presentes em quantidades muito

reduzidas no coragao.

e A Urodilatina, um quarto ANP, tem um ProANP formado no rim por
aminoacidos 95-126. Consiste de 32 aminoacidos que formam o mesmo anel
dos tipos anteriores e apresenta um terminal carboxila. Circula em baixos

niveis no plasma (9-12 pg / ml).

e O DNP (do inglés “Dendroaspis Natriuretic Peptide”) foi originalmente
isolado do veneno da serpente Green Mamba (Dendroaspis angusticeps) em
1999. Apresenta 38 aminoacidos, ¢ encontrado também em humanos (plasma
e atrio) e possui efeito natriurético e vasodilatador em corondrias (Schirger et

al., 1999).

Os ANP exercem suas acdes através do aumento do GMPc intracelular a partir de
GTP. Ativam 2 receptores biologicamente ativos de guanilato ciclase (GC) particulada:

A (GCA) e B (GCB).
Existe ainda um terceiro receptor com papel de “clearance” (depuracao).

Os ANP’s podem estar envolvidos na regulacdo e remodelamento vascular (Marumo
et al., 1995). Intervém, em conjugacdo com NO e GMPc, nos efeitos promotores de
crescimento produzidos pela noradrenalina sobre cardiomiocitos (Calderone et al.,
1998). Além disso, através da reducao da pré-carga, melhoram a fun¢do ventricular

(Lainchbury et al., 2000) e interferem no desenvolvimento de fibroblastos. Sao



vasodilatadores e inibem o crescimento de células vasculares. ANP e BNP sdo liberados
pelo coragdo durante o estiramento miocardico. CNP ¢ liberado pelo endotélio e causa

vasodilatagdo por relaxamento muscular (Stingo et al., 1992; Miinxel et al., 2003).

A acdo diurética dos ANP se deve a hemodindmica renal e a a¢des tubulares diretas
(Brenner, 2004). O ANP aumenta a taxa de filtracdo glomerular por vasodilatagao da
arteriola aferente (Melo & Ackerman, 2000) e inibe a reabsorc¢ao tubular de sodio e dgua
nos tubulos distais e coletores do rim (Flynn ef al., 1983). Produz natriurese através da
inibicdo da reabsorcao de sodio na por¢cao medular do duto coletor (Antunes-Rodrigues
et al., 2004). O aumento de GMPc, induzido por ANP, nas células mesangeais causa
relaxamento das mesmas. O ANP aumenta a excre¢ao de sodio e agua contribuindo para
o balan¢o hidroeletrolitico. ANP inibe tanto o transporte de s6dio e agua no tibulo
proximal induzido por AIl quanto o transporte tubular de agua no tibulo colector por
antagonismo da vasopresina. Inibe também as acdes tubulares distais da aldosterona. Por
outro lado, provoca aumento do aporte de sodio a macula densa inibindo a secrecao de
renina € a producao de AIl. CNP tem pouca ou quase nunhuma ag¢do diurética (Stingo et

al., 1992).

Ha elevacao dos niveis de ANP circulante em até 10 vezes na insuficiéncia cardiaca
congestiva quando ocorre excessiva distensao das paredes de ambos os atrios. Assim,
aumento nas perdas renais de sal e dgua, previne sintomas extremos na insuficiéncia
cardiaca congestiva (Globits ef al., 1998). Por outro lado, os efeitos renais do ANP
somente se manifestam com pressdao arterial normal ou alta. Se ha baixos valores de
pressdo arterial, mesmo grandes quantidades de ANP n3o aumentam a natriurese ou a
diurese (Kida er al., 1986). Esta limitagcdao sugere que o ANP ndo desempenha um papel
significativo no dia-a-dia da homeostase do NaCl e este age, sobretudo, em momentos

de expansdo aguda de volume.



Urodilatina, analogo renal do ANP sintetizado no tibulo distal e duto coletor, age

paracrinamente e inibe a reabsor¢do de NaCl e dgua nessa regido (Drummer et al.,

1996).
1.5.  Natriurese Pos-prandial

Desde a década de 1970, diversas pesquisas sugerem que sensores de sodio no
sistema digestivo monitoram a ingestdo de sal. Durante muito tempo postulou-se a
liberacdo de uma substancia do sangue que aumentaria a excre¢do urindria de sodio
durante uma carga pds-prandial do sédio (Lennane et al., 1975; Carey, 1978). O NaCl
administrado por via oral ¢ mais rapidamente excretado que o equivalente aplicado por
via venosa (Carey et al., 1976). Os dados destes pesquisadores suportam o conceito de
que a ingestdo e a absor¢do de NaCl resulta na geracdo de sinais celulares que chegam
ao rim para que este 0rgao inicie o ajuste necessario da excre¢do de sdédio, compensando

o excesso de carga absorvida.

A regulagao hormonal na excre¢do de sal e agua pelos rins saldo tem sido muito
estudada. Antes de 1961, acreditava-se que o ritmo de filtracio glomerular e a
aldosterona controlavam o balango de s6dio no organismo. H4 quase 50 anos, em 1961,
deWardener e col. mostrou que, quando estas duas variaveis eram controladas, ainda
assim, o rim era capaz de aumentar a excrecao de sodio em resposta a uma carga de sal.
Evidéncias sugeriam a existéncia de um terceiro fator como modulador definitivo da
excrecdo de sodio pelo rim. No entanto, a natureza do fator III, suspeito agente
natriurético, permaneceu desconhecida (De Wandener et al., 1961). Mais tarde, Carey
demonstrou que a excrecdo urinaria de sodio € significativamente mais elevada no
periodo de quatro horas imediato a uma sobrecarga oral de NaCl na dieta (Carey ef al.,

1976; Carey, 1978). Quando comparada em relacdo a via oral, a infusdo de certa carga



de sddio, por via intravenosa, resulta em menor excrecao urindria de cloreto de sédio

dentro do mesmo periodo.

A expressao e ativacdo do ANP ndo sdo influenciadas diretamente por sobrecarga
oral de soédio. Assim, acredita-se que um mediador putativo “fator natriurético
intestinal” seria capaz de ligar o intestino aos rins, como meio de regular a excre¢do

renal com capacidade de fazer face a ingestao de sal da dieta.

Os mecanismos fisiologicos que contribuem para natriurese pos-prandial sao

provavelmente numerosos e redundantes, dada a importancia da homeostase do sodio.
1.6. Natriurese da Enterotoxina Termo-Estavel da “Escherichia coli”

No inicio dos anos 80, os efeitos diuréticos, caliuréticos e natriuréticos da toxina
termoestavel (STa, do termo em inglés termo-stable) da E.coli foram descobertos pelo
laboratorio de Fisiologia Renal e Metabolica, fundado no Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC pelo Prof. Dr Manassés Fonteles. Esta descoberta constitui uma
das primeiras dissertacoes de Mestrado do grupo de pesquisadores em Farmacologia e
hoje ¢ avaliada como uma contribuicdo seminal, uma vez que essa toxina era imputada
apenas como simples agente causador de diarréia infantil e da chamada diarréia de
turista (Field et al., 2003). A proposito, foi através de isolados de fezes de criangas de
Pacatuba — a partir de um projeto de extensdao da UFC — que foi extraida, de uma das
cepas de E.coli, uma toxina mais potente, tanto na inducao de diarréia, quanto em suas
acOes renais. A primeira publicagdo adveio em 1983, no Congresso Brasileiro de
Fisiologia (Lima et al., 1983), quase 10 anos antes, portanto, do isolamento das
guanilinas por Currie e colaboradores (Currie et al., 1992), trabalhando, entdo, na

empresa Monsanto.



Diversas pesquisas tém corroborado, progressivamente, nos ultimos 20 anos, a
existéncia de um novo eixo enddcrino entre o intestino € o rim. A enterotoxina
bacteriana termo-estavel (ST, do inglés “thermo-stable™) da E. coli ¢ uma causa mundial
de diarréia secretoria. Lima et al (1992) demonstram que a natriurese e a caliurese da
enterotoxina de Escherichia Coli ST e do 8-bromo monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc, do inglés cyclic guanosine monophosphate) em rins perfundidos de rato sdo
produzidos de forma dose-dependente. Estes efeitos sugerem a existéncia de um
peptideo enddgeno, que se assemelha a enterotoxina ST e regula a funcao do transporte
tubular do sédio renal (Lima ef al., 1992). ST estimula a guanilil ciclase e aumenta o
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) o que também induz secrecdo de cloreto em
epitélios tubulares renais e intestinais (Field ef al., 1978; Forte et al., 1989; Carpick &
Gariepy, 1993).

1.6.1. Identificacio e Classificacdo do Receptor de Membrana

A elevada afinidade da ST da E. coli por uma regido especifica da membrana celular
com repercussoes na producdo de GMPc sugeriu que se tratava de um receptor de
membrana celular (particulado) relacionado com a guanilato ciclase. Sabe-se que a
guanilato ciclase existe na forma particulada e na forma soluvel. A primeira encontra-se
ligada @ membrana citoplasmatica e apresenta dominios intracelulares, extracelular e
transmembranar. A guanilato ciclase soltivel no citoplasma pode ser ativada pelo 6xido
nitrico. Cada uma das formas ¢ codificada por genes diferentes (Drewett et al., 1994;
Crane et al., 1992; Currie et al., 1992). Peptideos natriuréticos atriais, STa e peptideos da

guanilina podem estimular a guanilato ciclase particulada (na membrana plasmatica).



1.6.2. Subtipos de Guanilato Ciclase (GC) Particuladas

Existem alguns subtipos de receptores. Sabe-se que o ANP pode ativar os subtipos
GCA e GCB. STa e guanilinas ativam o subtipo GCC (Drewett et al., 1994; Fasano et
al., 1998).

A afinidade da ST da E. coli por uma regidao especifica da membrana celular
permitiu a identificacdo do seu receptor como sendo a guanilato ciclase C (GCC),
receptor da membrana plasmatica celular com maior densidade de expressao no intestino
e presente em todos os tecidos onde se comprova a atividade da ST (Field ez al., 1978;
Schulz et al., 1990). A hiperestimulacao da produ¢do do GMPc pela ST de Escherichia
Coli produz grande aumento na secrec¢ao intestinal de liquido e eletrolitos, causando sua
caracteristica diarréia aquosa. Esta toxina ¢ também responsavel pela diarréia de turista

(Hughes et al., 1980).
1.6.3. Estrutura da Guanilato Ciclase C (GCC)

O receptor da STa caracteriza-se por ser uma proteina de 240 kDa (GCC). Tendo
sido identificado por clonagem molecular de cDNA’s intestinais de ratos € humanos, o
GCC apresenta-se como o receptor de superficie celular para STa, guanilina e
uroguanilina. Embora apresente alguma semelhanga estrutural com os receptores GC-A
e GC-B ja descritos e clonados para o ANP, nem STa apresenta afinidade pelos
receptores do ANP, nem o ANP ativa os receptores para STa (Drewett et al., 1994; Forte
et al., 1996).

GCC intestinal de rato ¢ composto por 1.053 aminoacidos mais 2 aminoacidos de
sinalizacdo. Seu maior dominio estd localizado na regido extracelular sendo composto

por 410 residuos NH,-terminal. Uma tUnica regido do receptor imersa na membrana



plasmatica ¢ composta de 21 aminoédcidos hidrofobicos. Existem dois dominios
intracelulares. Na regido COOH-terminal estd o dominio catalitico guanilil ciclase, uma
sequéncia de aminoacidos muito bem conservada. Este dominio catalitico e a regido
hidrofobica transmembranar s3ao similares aos GCA e GCB. A sequéncia de
aminoacidos estre o dominio catalitico e a regido transmembrana apresenta homologia
com proteinas quinases. Em adicdo, GCC apresenta ~70 residuos adicionais a regido
catalitica. Segundo Garbers (Garbers et al., 1990; Garbers et al., 1990;) esta seqiiéncia ¢
rica em glutamina e serina e parece estar envolvida com ancoragem de GCC ao

citoesqueleto (Schulz ez al., 1990).
1.6.4. Sinalizacao da GCC

No trato gastrointestinal, a guanilato ciclase C (GCC) ¢ um receptor apical de
membrana que possui um dominio catalitico intrinseco. A ativacdo deste receptor
aumenta a producdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), que por sua vez
estimula de modo eletrogénico a secre¢do de CI" e HCO3™ através do regulador de
condutancia do canal de cloreto (CFTR; Forte ef al., 1993). Guanilina, uroguanilina e a
toxina termo estavel STa, secretada pela bactéria entérica E.coli e pelo vibrido da coélera,
induzem a movimentagao de ions para o limen entérico ou como descrito por Fonteles e

col. em 1998, no rim perfundido, induzem natriurese e caliurese.
1.7. Natriurese relacionada a Guanilato Ciclase C (GCC)
1.7.1. RNAm de GCC em Tecidos Sensiveis a STa

A relagdo da STa com o controle epitelial de agua e eletrolitos pelo trato digestivo se
confunde com a descoberta do GCC (Field et al., 1978; Schulz ez al., 1990). Por outro

lado, ndo somente no intestino ¢ encontrado o GCC. O RNAm do GCC esté expresso no



figado desde o periodo fetal do desenvolvimento, bem como estd presente desde o

periodo neonatal de ratos. Estes mesmos tecidos foram marcados por ST-1'*

. Apos o
nascimento, os niveis de RNAm do GCC e os sitios marcados por ST-I'* decaem para
niveis quase indetectaveis em 4 semanas de vida do rato. Entretanto, hepatectomia
parcial, tratamento com tetracloreto de carbono ou administracdo de turpentina induzem
ao aumento na expressio de RNAm e sitios de ligacdo do GCC pelos hepatocitos.
Receptores marcados por ST-I'® foram encontrados em hepatdcitos e células do

revestimento do trato biliar de gambd. STa ¢ capaz de estimular a guanilato ciclase

hepatica a produzir GMPc (Krause et al., 1990; Laney-Jr et al., 1994).

Tanto 0 RNAm do GCC quanto o aumento na producdo de GMPc sensivel a STa
foram observados em acinos isolados do pancreas exocrino. O insulinoma de ratos ¢
capaz de acumular elevados niveis de GMPc em resposta a exposi¢do a STa, sugerindo
que o pancreas enddcrino também apresenta GCC. Ha GCC’s relacionados com as

fungdes enddcrina e exocrina do pancreas (Forte & Currie, 1995).

A expressdo maxima deste receptor da-se no intestino, seguindo-se nos rins.
Consistente com estas respostas funcionais, estudos prévios tém mostrado a ligacao da
IPLLGN (Furuya et al., 1997) e da toxina 12[.STa (Forte et al., 1989; London et al.,
1997) ao longo do néfron. Mais recentemente, utilizando técnicas semi-quantitativas de
RT-PCR para verificar a distribuicdo do RNAm da GCC em segmentos especificos
microdissecados do néfron de rato, foi demonstrado que a expressdao do receptor para
GN/UGN ¢ relativamente alta nos tibulos coletores corticais € medulares, nos tubulos
contorcidos proximais € no ramo ascendente espesso medular da alca de Henle

(Carrithers et al., 2000b).



O RNAm da guanilina foi encontrado no trato genital feminino. Receptores
marcados por ST-I' foram observados em células de revestimento de tabulos
seminiferos dos testiculos de gamba. Estes 6rgdos incrementam, in vitro, os niveis de
GMPc quando expostos a STa (Forte et al., 1989; Laney-Jr et al., 1994; Schultz et al.,
1992).

Sitios marcados por ST-I'* foram autoradiografados nas células do revestimento
epitelial e da submucosa de glandulas da traquéia. O RNAm do GCC foi detectado em
células do epitélio de revestimento do trato respiratério humano e bovino. Nesta ultima

espécie os niveis de deteccao foram maiores (Schultz et al., 1992; Krause et al., 1990).
1.7.2. Ligantes Endogenos do receptor GCC

A busca pelo ligante enddgeno do GCC prescindia de um método dotado de elevadas
sensibilidade e especificidade. Currie e col. (1992) observaram que cultura de células
T84 de carcinoma de colon humano eram sensiveis a concentragdes de ST tao baixas
quanto 10 pM. Estas células apresentam grande amplitude de variacdo de resposta
biologica, uma vez que aumentam em até¢ 30 000 vezes a concentragdo de GMPc na
presenca de ST e ainda mantinham elevada especificidade para agonistas ST-similes
(Currie et al., 1992). Extratos de tecidos de ratos foram aplicados a cultura das referidas
células. Os rins e o intestinos apresentaram um material dcido-labil com atividade
geradora de GMPc. O peptideo endogeno ligante da GCC apresentava alto grau de
semelhanca estrutural com a ST e foi isolado em células de jejuno. Apos ser submetido a
degradacdo sequencial de Edman e espectometria de massa, foi conclusivo que a
guanilina compunha-se de 15 aminoacidos, parte integrante da seqii€éncia N- terminal de
um pré-pro-peptideo de muito maior peso molecular. Estas observacdes puderam ser

confirmadas ap6s a clonagem do ¢cDNA responsavel pelo peptideo precursor da



guanilina (Wiegand ef al., 1992-a; 1992-b). A analogia com a estrutura da STa foi entdo

também demonstrada.

A guanilina, hormoénio isolado do intestino de ratos, veio a apresentar efeitos em
transportes epiteliais semelhantes ao da toxina STa, e, mais surpreendentemente, com
uma seqliéncia de aminoacidos semelhante a da toxina original, sendo esta ltima mais

potente que a propria guanilina.

Um ano antes da publicagdo de Currie, no Encontro Internacional de Colera e
Doencgas Correlatas, em Charlottesville (VA), foram apresentados, pelo grupo de
trabalho do Prof. Dr. Manassés Fonteles, dados com a toxina purificada, que
confirmaram inicialmente os achados com a forma impura da preparagao (Fonteles ez al.,
1991). Ainda naquela conferéncia foi postulada a existéncia de um ligante enddgeno
semelhante a STa, para explicar os seus potentes efeitos renais. Mais tarde, juntamente
com o grupo do Prof. Villar-Palasi (Fonteles et al., 1993), foram realizadas diversas
tentativas de isolar este fator do perfusato de rins hipoxicos denominado de factor
natriureticus similis (FNS). Tudo indica se tratar de uma guanilina ou outro peptidio
agonista da guanilato ciclase, j& que aumenta a producdo de monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc, do inglés cyclic guanosine monophosphate) em modelos

experimentais, no rim perfundido do coelho e do rato.

Os efeitos bioldgicos € 0 mecanismo de acdo da ST nos tibulos proximais do rim
forneceram base racional para se investigar a presenca de guanilina no ultrafiltado
tubular ou mesmo na urina de gambas. As “formas urinarias de guanilina” foram
isoladas e seqlienciadas. O material ST-guanilina-simile dominante com estrutura
primaria um pouco diferente da guanilina foi denominado uroguanilina (Hamra et al.,

1993). O peptidio contém 53% de identidade com os aminoacidos da guanilina. Neste



mesmo trabalho os autores isolaram um segundo peptidio da mucosa intestinal que tem
47% de 1dentidade com a uroguanilina, € rico em alanina e tem 73% de homologia com
a guanilina humana. A sequéncia da uroguanilina ¢ QEDCELCINVACTGC (Hamra et
al., 1993). Logo apos, Kita et al (1994) isolaram da urina humana uma nova
uroguanilina de composi¢ao aminoacida semelhante a primeira e a guanilina, diferindo
em apenas poucas unidades; sua estrutura ¢ NDDCELCUNVACTGCL. Similarmente a
guanilina, quando de seu isolamento por técnica de clonagem molecular do cDNA, a
preprouroguanilina apresentou-se com 109 aminodcidos no precursor hormonal (Fan et

al., 1996)

Além do rim, também foi encontrada uroguanilina no intestino, na urina do ser
humano e do rato (Fan et al., 1997; Kita et al., 1994), na mucosa intestinal dos ratos e
dos gambas (Hamra ef al., 1996, Li ef al., 1997) e no plasma obtido de gambas e de seres
humanos (Fan et al., 1996; Hess et al., 1995). Guanilina ¢ indetectavel ou ocorre em
concentragdes muito mais baixas na urina. Uroguanilina ¢ o principal peptideo da
familia da guanilina encontrado na urina. Os peptideos guanilina e uroguanilina foram
estudados no rim perfundido por Fonteles et al (1998) e os resultados obtidos foram

semelhantes aqueles produzidos pela STa.

Guanilina (GN) e uroguanilina (UGN) apresentam homologia com a enterotoxina
bacteriana termo-estavel (ST) da E. coli e ligam-se ao mesmo receptor: GCC (Lorenz et
al., 2003). Estruturalmente, sdo similares a toxina termo estavel STa, secretada pela
bactéria entérica E.coli, bem como o vibrido da colera, que induzem a movimentagao de
ions para o limen entérico ou como descrito por Fonteles e col. em 1998, no rim

perfundido, induzem natriurese e caliurese (Fonteles ef al., 1998).



Inicialmente isolada, conforme referido, no jejuno do rato, em 1992, pelo grupo de
Mark Currie, (Companhia Monsanto, Estados Unidos), o peptideo guanilina também foi
encontrado em outros tecidos de mamiferos. Krause et al (1995) avaliaram a distribui¢ao
de receptores para a toxina termoestavel da E. coli (STa) e guanilina em patos e perus.
Sinais da presenga destes receptores foram observados ao longo de todo intestino dessas
aves, porém as maiores densidades de receptores para '“I-STa e guanilina foram
detectados no intestino delgado, seguidas de partes distais como o célon. Guanilina
humana foi detectada por Wiegand em 1992 no ileo e no colon a partir da expressdo de
RNA mensageiro nestes segmentos intestinais. Estudos posteriores demonstraram
grande expressdao de RNA mensageiro da guanilina no célon de rato (Wiegand, 1992-a;
1992-b), enquanto que no es6fago e estdmago, os sinais da presenca de guanilina eram

praticamente indetectaveis.

Schultz e col. detectaram a presenca de guanilina na glandula suprarenal, rins, utero

¢ trompas da rata (Schultz et al., 1992).

No trato gastrointestinal estd definido que os STa, guanilina e uroguanilina ligam-se
a guanilato ciclase C (GCC), um receptor apical de membrana que possui um dominio
catalitico intrinseco. Do ponto de vista da sinalizacdo, a ativagao deste receptor aumenta
a producao de GMPc, que, por sua vez, estimula de modo eletrogénico a secre¢ao de CI
e HCO; através do regulador de condutancia do canal de cloreto (CFTR, do termo em
inglés cystic. fibrosis transmembrane conductance regulator) conforme descrito por

Forte ef al (1993).

Consistente com estas observagdes, respostas funcionais foram obtidas
anteriormente por outros pesquisadores (Fonteles ef al., 1996; 1998; Santos-Neto et al.,

1999). Estudos prévios tém mostrado a liga¢do da '*’I-GN ao longo do néfron (Furuya et



al., 1997). Outros estudos tém demosntrado a ligagdo da toxina '>’I-STa (Forte e al.,
1989; London et al., 1999) ao longo do néfron. Em outros estudos mais recentes,
utilizando novas técnicas semi-quantitativas de RT-PCR para acessar a distribui¢ao do
RNAm da GCC em segmentos especificos microdissecados do néfron de rato, foi
demonstrado que a expressao do receptor para GN/UGN ¢ relativamente alta nos tabulos
coletores corticais e medulares, nos tibulos contorcidos proximais € no ramo ascendente

espesso medular da al¢a de Henle (Carrithers et al., 2000; Figuras 6 e 7).

No entanto, apesar de ter sido assumido até hoje que os efeitos renais da GN/UGN
sao mediados pela ligacao destes peptideos a GCC, alguns estudos recentes suportam
outras hipoteses. Carrithers ef al. (2004), por exemplo, verificaram que a resposta renal a
administracdo endovenosa de GN, UGN e STa em camundongos knockout para GCC

sdao semelhantes aquelas obtidas nos animais normais (wyld-type).
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Figura 6: UGN induz diurese e natriurese significante no camundongo normal (wyld-
type) e knockout para GCC (GCC (---). Utilizando o modelo do “sealed-mouse”, UGN
(0,5 unidades/g peso corporal) diluido em salina isotonica (excipiente) foi administrada
em bolus endovenoso (50 pl) e os parametros acompanhados por 60 minutos. O fluxo
urindrio (ul/min) e a excre¢do de sodio (uEg/min) foram mensurados. Os dados

representam média + EPM de pelo menos 05 camundongos (Carrithers ef al., 2004).
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Figura7: UGN induz diurese e natriurese significante no camundongo normal (wyld-
type) e knockout para GCC (GCC (---). Utilizando o modelo do “sealed-mouse”, UGN
(0,5 unidades/g peso corporal) diluido em salina isotonica (excipiente) foi administrada
em bolus endovenoso (50 pl) e os parametros acompanhados por 60 minutos. A
excrecdo fracionada de sodio (%) e a excrecdo urindria parametrizada de GMPc
(GMPc/creatinina; nmol/mg) foram mensuradas. Os dados representam média + EPM de

pelo menos 05 camundongos (Carrithers et al., 2004).

Uma inabilidade sensoria do intestino para ingestdo de sddio ou uma sinalizacao
deficiente para o rim excretar sddio ird levar a sua retencao e, portanto, contribuir para
mecanismos que desencadeiam a hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva ou
formacao de edema. GN/UGN se projetam com relevantes implicagdes na regulagdo da

excre¢ao de sodio proveniente da dieta. Em adi¢ao, mudancas agudas na dieta salina



afetam a expressdo intestinal de GN/UGN e excrecdo dos mesmos na corrente sanguinea
de uma maneira cineticamente consistente com a natriurese induzida pela sobrecarga de
sal por via oral. Ademais, a administragdo endovenosa de GN/UGN in vivo induz
significante natriurese; ja animais knockouts para UGN apresentam pressdo arterial

aumentada (Carrithers ef al., 2004).

No sangue, empregando anti-corpo especifico, Kuhn e col. comprovaram que
guanilina ¢ encontrada em uma forma circulante de 10.3 KDa de peso molecular
correspondente a pro-guanilina humana (Kuhn ef al., 1993). Mediante este ensaio
observou-se que pacientes sadios apresentavam as concentragoes desta forma
imunoreativa em 42 * 3 fmol/ml. No grupo de pacientes com insuficiéncia renal cronica
as concentracoes aumentaram para 1074 = 24 fmol/ml. Em pacientes portadores de
diarréia secretoria produzidos por doenga de Crohn e colite ulcerativa, os niveis do
peptideo apresentaram-se em 44 = 3 fmol/ml, semelhantes, portanto, aos individuos

normais.

Até o presente momento nao se conseguiu demonstrar que os pro-hormdnios
interajam diretamente com seus receptores. Eles sdo liberados apicalmente, no limen
intestinal e basolateralmente em confluéncia com os vasos sanguineos (Forte & Currie
1995; Rduolf et al., 2002). Os mecanismos especificos de como os pro-hormoénios sao
clivados em fragmentos menores que dao origem a guanilina e uroguanilina ainda ndo
foram elucidados (Beltowski er al., 2001). Recentemente, os grupos de trabalho de
Fonteneles e Forte, confirmam a existéncia de proteases no intestino € no néfron,
capazes de liberarem e ativarem GN e UGN (Forte et al., 1996 e Santos-Neto et al.,
2003).



Considera-se entdo que os peptideos da familia da guanilina estabelecem um eixo
endocrino ligando os sistemas digestivo, circulatorio e urindrio. Conforme ja posto
antes, guanilina e uroguanilina foram descobertas no intestino de mamiferose e
igualmente observadas no rim. Desta maneira, tem se tornado plausivel considerar que
estes dois peptideos sdo elementos criticamente envolvidos no monitoramento intestinal
de sal, na excrecdo de sodio apos carga oral e na manutengdo da pressdo arterial em
niveis normais. Torna-se patente que GN e UGN exercem papéis centrais na homeostase
hidrossalina e sdo componentes importantes em um eixo de comunicagdo entérico-renal

de natureza regulatoria.

Estd bem documentado que as guanilinas sdo os primeiros peptideos que agem nos
canais de potasio sem afetar diretamene os canis de sodio. As guanilinas ativam pelo
menos duas vias de sinalizagdo. Uma ¢ dependente de GCC e de GMPc. Esta via reduz a
reabsor¢do sodio por inibi¢do de canais de potassio e por inibi¢do da troca de sodio por
hidrogénio, ou por potassio. Outra via de sinalizagdo envolve a ativagdo da proteina G
sensivel a toxina pertussis. Em tubos coletores corticais, a inibicdo da secrecao de
potassio resulta em natriurese e conseqiiente diurese. Além disso, a acdo das guanilinas,
por um mecanismo independente de GMPc ou ativagao da GCC, através da fosfolipase
A2 (PLA2) que leva a produgao de acido araquidonico e inibigdo de canais luminais de
potassio (ROMK) foi recentemente proposta (Sindic & Schlatter, 2005). H4 também
evidéncias do envolvimento de 4cidos epoxieicosatetraenodicos (que sao natriuréticos) na

natriurese por dieta hipersalina (Liclican ef al., 2005).

GN também poderia aumentar a diurese por transloca¢cdo de aquaporin 2 a partir da
membrana luminal das células principais de tubos coletores situados na medula renal.
Tem sido relatado que GN diminui o volume celular ¢ aumenta o espagco luminal de

maneira relacionada a concentragdo € ao tempo, o que sugere reduzida reabsor¢dao ou



secre¢ao de agua e, consequentemente, diurese (Furuya et al. 1997). Certamente, o
mecanismo de sinalizacdo das guanilinas na medula renal necessita de uma investigacao
mais aprofundada. As possiveis a¢do e interacdo das guanilinas com estas vias podem

também ser relevantes.

A elucidagdo deste importante mecanismo endocrino ird aumentar nosso
conhecimento acerca de condig¢des fisiopatoldgicas tao prevalentes como a hipertensao,
levando, consequentemente, a importantes descobertas na regulagdo hidro-eletrolitica
em seres humanos ¢ animais. Como a hipertensdo, dieta e natriurese sao preocupagoes
clinicas relevantes, os resultados deste estudo conduzirdo, em futuro bem proximo, a

importantes pesquisas de caracterizacao fisiopatologica e terapéutica em humanos.
1.8. Da Agua e Eletrélitos a Vida: Quantos caminhos!...

Uma toxina bacteriana encontra receptores em tecidos de mamiferos. Quantos e
quais seus ligantes endogenos? Em que ambiente fisiopatologico este receptor pode estar
envolvido? A presenca de guanilina e uroguanilina na fisiologia de mamiferos torna-se
mais marcante a cada dia, seja por seus efeitos paracrinos, autocrinos (Guba et al., 1996)
e/ou endocrinos. Estes peptideos apresentam potencial terapéutico na homeostase
hidrossalina, na hipertensdo e na insuficiéncia cardiaca. Os efeitos renais mediados pelas
guanilato-ciclases ou suas vias de sinalizagao intracelulares certamente se constiuem em

pontos fundamentais que medeiam a presente pesquisa.



Justiﬁcatim

2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a existéncia destes peptideos tem obtido destaque no entendimento da
fisiologia do metabolismo do sal. Embora possuam afinidades por regides distintas da
membrana celular, suas vias de sinalizacdo intracelulares concorrem na geragdo de
alguns mensageiros e convergem na producdo de diurese e natriurese. A hipdtese de
inadequada producdo ou de nao funcionamento de seus mecanismos de a¢do pode estar

implicada na hipertensao arterial sist€émica essencial, sensivel e relacionada ao sal.

Guanilina e uroguanilina estimulam a secrecdo de cloreto pelas células intestinais,
sendo responsaveis pelo mecanismo de secre¢do de sal e agua (Schultz ef al., 1990;
Hamra et al., 1993 e Kita ef al., 1994). STa da E. coli age como uma molécula similar
aos hormoénios guanilina e uroguanilina. Atualmente estd claro que guanilina e

uroguanilina s3o hormonios que controlam a secrecdo de sal e 4gua via GMPc.

As cininas (bradicinina, calidina e Met-Lys-bradicinina) agem através de receptores
(B1 e B2) localizados na superficie das células-alvo. A grande maioria das acdes das
cininas ¢ mediada pelo receptor B2 que tem elevada afinidade pela bradicinina. Tem
sido demonstrado que efeitos benéficos produzidos pelos inibidores da ECA se devem a
reducdo na sintese de angiotensina II e também a menor degradagdo endodgena da

bradicinina, o que potencia seus efeitos biologicos.

ANP e urodilatina ativam a guanilato-ciclase A (GCA) e, assim como as guanilinas,
provocam aumento da secre¢do de sal e agua via GMPc (Hirayama et al., 1993;
Vaandrager et al., 1993-a, 1993-b e 1994; Parkinson et al., 1994, Forte & Currie, 1995).
Por outro lado, urodilatina resiste melhor & acdo de proteaeses renais (Gagelmann ef al.,

1988; Sonnenberg et at, 1988), ¢ produzida no rim, excretada na urina, ndo parece ser
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produzida em outros tecidos e nem ¢ encontrada no sangue. (Schulz-Knappe et al.,

1988).

O mecanismo endocrino em que estes peptideos estdo envolvidos, sob condigdes
fisioldgicas ou patologicas, requer ainda muitos estudos experimentais. Na hipertensao,
dieta e natriurese sao preocupagdes chave, do ponto de vista clinico e os resultados deste
estudo, reiterando, conduzirdo, em futuro bem proximo, a importantes descobertas de

caracterizagdo fisiopatologica e terapéutica em humanos.
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3. OBJETIVOS GERAIS

3.1.1. Estudar os mecanismos de acdo intra-renais da Uroguanilina,

Bradicinina e Urodilatina;
3.1.2. Estudar o papel destes peptideos no metabolismo renal do sal.
3.2.  Objeticos especificos

3.2.1. Estudar, individualmente, em doses farmcologicas e ex-vivo, os efeitos
vasculares e tubulares intra-renais da uroguanilina, da urodilatina e da

bradicinina;
3.2.2. Avaliar interacées na administracdo combinada destes peptideos;

3.2.3. Estudar, individualmente, em doses farmcologicas e ex-vivo, os efeitos

vasculares e tubulares intra-renais de isatina e ODQ.

3.2.4. Investigar os mecanismos de acio da uroguanilina e da bradicinina
pelo emprego das ferramentas farmacoldgicas, inibidoras da via de

sinalizacao da guanilato ciclase, isatina e ODQ.
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4. MATERIAL E METODO

Nossos primeiros trabalhos foram desenvolvidos com guanilina recombinante
fornecida pelo Laboratério de Andlise e Estrutura Macromolecular da Universidade de
Kentucky representado por Leonard Forte. Foi importante a mediacdo do pesquisador
John Crane (New York University, Buffalo) para concessdo da lisil-guanilina clonada

por Richard Greenberg.
4.1. Peptideos
4.1.1. Urodilatina

Adquirida da Sigma ® (St. Louis, et al MO), apresenta pureza minima de 97%
determinada pelo emprego de HPLC (cromatografia liquida de alta pressdo), formula
molecular C145H234N5,044S5 e peso molecular 3505,93

(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/U5754).

4.1.2. Bradicinina

Adquirida da Sigma® (St. Louis, et al MO), apresenta formula molecular:
CsoH73N150;; e peso molecular 1060,2. E um produto sintético. Foi preparada pelo
método de fase solida para sintese peptidica. Armazenada em baixa umidade sob
temperatura inferior a 0° C, sustenta a atividade biologica durante o prazo de, pelo
menos, dois anos. A Sigma®, rotineiramente, realiza e avalia testes com amostras do
produto pelo emprego de HPLC. Aliquotas de solugdes (01 mg/ml) mantidas a 20° C
suportam armazenamento durante, pelo menos, dois meses e a temperatura ambiente

durante 06 dias.

(http://www.sigmaaldrich.com/sigma/product%?20information%?20sheet/b3259pis.pdf).




Material e Métom

4.1.3. Uroguanilina

A sintese da uroguanilina foi realizada pelo método de fase solida e purificada de
acordo com Currie (Currie et al., 1992) e Hamra (Hamra et al., 1993). A sintese foi
realizada num sintetizador peptidico fabricado pela Applied Biosystems 431A. A
purificagdo dos peptidios foi realizada por HPLC em colunas de fase reversa e as
estruturas confirmadas por espectroscopia e analise de sequéncia. Para teste de atividade
biologica usou-se a capacidade destes peptidios em estimularem a producao de GMPc
em cé¢lulas T84 em cultura conforme descrito por Fonteles em 1993 (Fonteles et al.,

1993).
4.2. Ferramentas Farmacologicas
4.2.1. Isatina

Isatina ou 1H-indol-2,3-diona (Denominagao Internacional - IUPAC - International
Union of Pure and Applied Chemistry; Sigma ®, St. Louis, MO) ¢ um derivado indol.
Composto cristalino vermelho-alaranjado, obtido por oxidacdo do indigo ou de indol
oxigenado, ou por varias sinteses. E usado como intermédio de corantes indigides

(http://www.workpedia.com.br/6077/isatina.html). Apresenta as seguintes caracteristicas

(http://en.wikipedia.org/wiki/Isatin):

Formula molecular: CgHsNO;;
Massa molar: 147.1308 g/mol e;

Ponto de fusao: 200 °C, 473 K ou 392 °F
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O composto foi obtido, pela primeira vez, por Erdman (Erdmann et al., 1840) e
Laurent, em 1840 (Laurent et al., 1840) como um produto a partir da oxidagao do

corante indigo por &cido nitrico e acido cromico (Dasilva et al., 2001).

Foi observado que isatina forma um corante azul se for misturado com acido
sulfurico e benzeno. Acreditou-se durante muito tempo que a formacdo do azul de
indofenina era uma reacdo com benzeno. A indofenina ¢ um corante que resulta da
reacdo entre tifeno e a isatina em presenga do 4cido sulftirico e Victor Meyer foi capaz

de isolar a substancia responsavel por esta reagao: tiofeno (Gil-Turners ef al., 1989).

Na natureza, isatina ¢ encontrada em plantas do género Isatis (Guo et al., 1986).
Isatin ¢ um produto quimico biologicamente ativo produzido por Altermones SP. Protege
embrides do camardo Palaemon macrodectylus do fungo patogénico Lagenidium
callinectes (Gil-Turners et al., 1989). Foram relatadas atividades anti-HIV,
anticonvulsivantes, antibacterianos, anti-protozodrios, antifingicos, antivirais € anti-
helminticos (Jarrahpour & Khalili, 2005). Maiores detalhes de suas reagdes sdo

apresentados na figura 8.
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Figura 8: Ilustracdo esquematica da sintese e estrutura do isatin por Traugott

Sandmeyer (1854-1922). (Sandmeyer et al., 1919).
4.2.2. 0DQ

O ODQ ou [1H-[1,2,4]oxadiazol-[4,3-a]quinolaxina-1-ona  (Denominagao
Internacional - [UPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry; Sigma ®,
St. Louis, MO) ¢ um inibidor da guanilato ciclase soluvel (GCS). Este composto ¢
altamente seletivo e irreversivel. Sua ligacdo ¢ competitiva com o NO (Gartwaite et al.,
1995). O ODQ nao tem efeito sobre a guanilato ciclase particulada ou sobre a adenilato
ciclase. Também nao parece interferir com a sintese de NO. A inibi¢do da guanilato

ciclase soluvel ¢ tempo-dependente com completa inativagdo em 10 minutos, a 0,3 uM

de ODQ.

Apresenta-se como um pd branco de tonalidade amarela dotado das seguintes

caracteristicas:

Formula molecular: CoHsN;O»5;
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Peso molecular: 187.2

ODQ pode atuar também como um inibidor de doadores de NO que necessitam de
biotransformacao. Trinitrato de glicerol e nitroprussiato de sddio sofrem interferéncia do
ODQ, provavelmente por seu efeito inibitorio sobre proteinas P-450-like (Feelisch ez al.,
1999). Por outro lado, ODQ pode se ligar a mioglobina e, em tecidos com elevada
quantidade de mioglobina como o miocardio, os seus efeitos podem ser mascarados
(Wegener et al., 1999). ODQ inibe a GCS por oxidagao do grupo heme da enzima e,
assim, pode oxidar tanto hemoglobina como outras proteinas similares. (Zhao et al.,

2000). Sua estrutura molecular esta ilustrada na figura 9.



Material e Métom

Figura9: Ilustracdo da estrutura do ODQ ou 1H-[1,2,4]oxadiazol-[4,3-a]quinolaxina-
1-ona (Feelisch et al., 1999;
http://molpharm.aspetjournals.org/content/vol56/issue?2/images/large/mo0890162001.jpe
g; http://www.axxora.com/files/formula/AL X-270-034.gif )

4.3. Animais de Experimentagdo

Utilizamos animais fornecidos pelo biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Centro de Ciéncias da Satde da
Faculdade de Medicina. Ratos Wistar adultos de ambos os sexos pesando entre 250 e
280 g foram mantidos em jejum com agua ad libitum por 24 horas antes de serem

utilizados nos experimentos.
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4.4. Sistema e Solugdo para Perfusdo

Uma vez isolado, o rim foi perfundido no sistema com recirculagdo. Originalmente
desenvolvido por Bowman e Maack (Bowman & Maack, 1974), o modelo de perfusdo
que utilizamos apresenta algumas melhorias implementadas por Fonteles (Fonteles et al.,
1982). Constitui-se de dois subsistemas: um de perfusdao "in situ" e outro com circuito

fechado para perfusdo "in vitro", ambos mantidos a temperatura de 37°C.
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Figura 10: Ilustragdo esquematica do sistema de perfusdo de rim isolado.

Na ilustracao do sistema de perfusdo de rim isolado podemos observar, em sentido

anti-horario:
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4.4.1. Condensador

E composto de dois cilindros coaxiais de vidro. O espago entre os dois cilindros é
fechado, formando uma camara selada. Sao manutidas duas vias de acesso ao interior da
camara selada por onde se promove o fluxo continuo de agua (38°C). Trata-se de um
reservatorio para aquecimento da solugdo perfusora. E importante mecionar que em

momento algum a dgua aquecida se mistura a solucao perfusora.
4.4.2. Seringa graduada

Viabiliza, nos intervalos de tempo estabelecidos no protocolo experimental, a coleta

de amostras da solugdo perfusora para dosagens bioquimicas.
4.4.3. Bomba de perfusio

Deve ser calibrada antes do inicio de cada experimento. Permite controle gradual e

preciso do fluxo de perfusao renal. Atualmente utilizamos a marca Watson-Malow ®.
4.4.4. Filtro

(USA-Millipore-Sum) - filtragdo constante, remog¢do de restos celulares e melhor

qualidade da solugdo perfusora.
4.4.5. Oxigenador

Funciona como um pulmao artificial. A solu¢do perfusora percorre um segmento de
tubo silastico serpentinado que se encontra em uma camara de gas (95% de O, e 5 % de

CO,). A condicao semi-permeavel do material do tubo permite trocas gasosas.
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4.4.6. Banho Maria

Mantém imerso, no seu interior, sob agua aquecida (37°C) o Oxigenador (UtiFanem

- modelo 100).

4.4.7. Fluxometro

Quando da calibracao do sistema de perfusdo, bombas inclusive, faz a correlacao
entre sua leitura do fluxo de perfusdao e o fluxo real de solugdo colhido no cateter de
perfusdo. A elaboracdo de uma regressdo linear com os dados da calibragdo referida

permite a leitura e inferéncia instantdnea do fluxo de perfusao durante o experimento.
4.4.8. Catabolhas

E uma camara com estrutura similar ao condensador. E aquecida ¢ ndo tém papel de
reservatorio, menor que €. A solucdo perfusora entra na cdmara por um introdutor
posicionada acima do ponto onde se insere a canula conectada a artéria renal. Assim, a

camara apresenta capacidade de reter bolhas, evitando o embolismo gasoso do 6rgao.
4.4.9. Manometro de mercurio

Conectado ao Catabolhas pela regido onde se acumula o ar retido, permite fazer,
com precisdo e praticidade, a leitura direta da Pressdo de perfusdo na artéria renal

durante a perfusao.
4.4.10. Bomba aquecedora com termostato

Um sistema hidraulico com termperatura ajustdvel matém aquecidos o Condensador

e o Catabolhas. E fundamental para mater todo sistema de perfusdo em 37°C.
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4.5. Solugdo Perfusora

Utizamos a solu¢do de Krebs-Henseleit modificada na seguinte composi¢do em mM:
Na' 147; K" 5; Ca™ 2.5; Mg " 2.0; CI" 110; HCO5 25; SO, 1 e PO, 1. Adiciona-se
inulina a solucdo de Krebs-Henseleit modificada. Seis gramas de albumina bovina
sérica, fracdo V, sdo também adicionadas a esta solugdo que ¢ submetida a didlise por 48

horas a 04 °C.

A diélise ¢ importante passo no processo de elaboracdo da solugdo perfusora
contendo albumina. A dialise se impoe pela necessidade da eliminar substancias
contaminantes tais como: citrato, piruvato e lactato. (Fonteles & Lima, 1982; Fonteles et

al., 1983).

O volume total de solugdo perfusora em cada experimento era de 100ml.
Imediatamente antes do inicio da perfusdo, glicose (100mg), uréia (50mg) e inulina
(50mg) sdo adicionadas. O pH ¢ ajustado para 7.4 e coloca-se a solucdo no sistema de
perfusdo. A solugdo ¢ oxigenada em um pulmao artificial com carbogénio (mistura
gasosa de oxigénio 95% e gas carbOnico 5%) através de uma membrana silastica
permeavel ao gas. Acoplados em série ao sistema existem: um catabolhas com o
proposito de evitar a embolizacdo por ar do 6rgdo, um filtro de impurezas e um

fluxdmetro (Fonteles & Lima, 1982; Fonteles et al., 1983).
4.6. Calibracdo do sistema

Antes das experiéncias, o sistema ¢ lavado com detergente e agua bidestilada
aquecida e, logo apods, ¢ montado e calibrado. A “calibragdao do sistema” consiste em,
utilizando apenas a solu¢do de perfusdo sem rim acoplado ao sistema, estabelecer

correlagcdes entre:
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05 (cinco) diferentes velocidades da bomba de perfusao (RPM);
Leituras no fluxémetro (ml g *min™) do sistema de perfusdo;
Leituras no mandmetro de mercurio (mmHg) do sistema de perfusao;

Medida direta do fluxo de perfudio renal (ml ~ g - min™), pela coleta de solucio de

perfusdo, na ponta da canula.

Graficos de calibragdo estdo apresentados nas figuras 11-15. A limpeza e antissepsia
exigem a desmontagem do sistema. A remontagem do mesmo, com trocas de novos
tubos, produz variagdes nas leituras do manometro de mercuario € do fluxometro. Como
os valores de fluxo de perfusato para o rim e de pressao de perfusdo renal, utilizados no
calculo de alguns parametros de fun¢do renal, sdo inferidos pelos componentes do
sistema, a “calibracdo” do mesmo antes de cada experimento ¢ mandatéria. Grafamos
alguns pontos de calibragdo do sistema de perfusdo com respectivas curvas de regressao
linear. Utilizamos o Coeficiente de Correlagdo de Pearson para medir o grau e a direcao

da correlagdo (positiva ou negativa) entre as variaveis de escala métrica distintas.
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Figura 11: Curva de regressdo linear da correlagdo entre a Velocidade da Bomba de
Perfusdo Renal (eixo da abcissas — X; RPM x 10) e o Fluxo de Perfusdo Renal (eixo das
coordenadas — Y; ml/min) medido na ponta da canula de perfusdao. Foi tracada a
Regressdao Linear dos pontos graficados a partir da equacdo linear do primeiro grau
(tipo: Y =a . X + b): Y =249 - X + 8,31(Coeficiente de Correlagio de Pearson - R* =
0,99).
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Figura 12: Curva de regressdo linear da correlagdo entre a Velocidade da Bomba de
Perfusdo Renal (eixo da abcissas — X; RPM x 10) e a Pressdo de Perfusao Renal (eixo
das coordenadas — Y; mmHg) medido no mandmetro de merctrio conectado a canula de
perfusdo. Foi tracada a Regressdo Linear dos pontos graficados a partir da equacao
linear do primeiro grau (tipo: Y =a. X +b): Y=9,9" X - 6,2 (Coeficiente de Correlagado
de Pearson - R* = 0,99).
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Figura 13: Curva de regressdo linear da correlagdao entre a Velocidade da Bomba de
Perfusao Renal (eixo da abcissas — X; RPM x 10) e o Fluxo de Perfusao Renal (eixo das
coordenadas — Y; ml/min) medido no fluxdmetro, acoplado em série, no sistema de
perfusdo. Foi tracada a Regressdo Linear dos pontos graficados a partir da equacao
linear do primeiro grau (tipo: Y =a. X +b): Y=7,9 X— 0,6 (Coeficiente de Correlacao
de Pearson - R* = 0,99).
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Figura 14: Curva de regressao linear da correlacdo entre o Fluxo de Perfusdo Renal
(eixo da abcissas — X; ml/min) medido no fluxdmetro, acoplado em série no sistema de
perfusdo, e o Fluxo de Perfusao Renal (eixo das coordenadas — Y; ml/min) medido na
ponta da canula de perfusdo. Foi tracada a Regressdo Linear dos pontos graficados a
partir da equagdo linear do primeiro grau (tipo: Y =a. X +b): Y=09 X + 0,3
(Coeficiente de Correlacdo de Pearson - R* = 0,98).
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Figura 15: Curva de regressao linear da correlacdo entre o Fluxo de Perfusdo Renal
(eixo da abcissas — X; ml/min) medido no fluxdmetro, acoplado em série no sistema de
perfusdo, e a Pressdo de Perfusdo Renal (eixo das coordenadas — ¥; mmHg) medida no
manodmetro de mercurio conectado a canula de perfusdo. Foi tracada a Regressdo Linear
dos pontos graficados a partir da equacao linear do primeiro grau (tipo: Y =a. X +b): ¥

=1,2 " X-5,0 (Coeficiente de Correlagao de Pearson - R*= 0,98).
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Com o sistema calibrado, a pressdo de perfusdo, medida no terminal da canula de
aco inoxidavel, era ajustada proxima aos 120 mmHg para o inicio do periodo de
adaptacdo cuja duracdo ¢ de 20 minutos. Apos a adaptacdo, inicia-se o periodo
experimental de 120 minutos, podendo a pressao de perfusao flutuar durante a perfusado

de acordo com as condigdes experimentais.
4.7. Técnica de abordagem cirurgica

Os animais anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/Kg de peso corporal; via
intraperitoneal) recebem manitol (20%; 03 ml) pela veia femoral esquerda. Apos
abertura da cavidade abdominal visualiza-se o rim direito mediante deslocamento das
algas intestinais. A perda de liquido, pela laparotomia mais exposi¢ao do mesentério,
pode desidratar o animal. Assim, o risco deste evento ¢ reduzido pelo continuo
envolvimento das alcas intestinais em solucdo salina aquecida. O ureter direito
clampeado engurgita-se levemente. E facilitada sua dissecgdio para posteriormente ser
canulado. A manipula¢do da loja renal estimula a adrenal e libera catecolaminas cuja
interferéncia na fisiologia renal ¢ indesejavel em nossos experimentos. Por isso, o rim
direito € descapsulado somente apos ser realizada adrenalectomia a direita com ligadura

da respectiva artéria.

O tempo cirargico seguinte ¢ a canulacdo o ureter direito. Em seguida, apos
cuidadosa dissec¢do, a artéria renal direita ¢ canulada através da artéria mesentérica
superior sem interrup¢do do fluxo vascular renal. Finalmente o rim foi transportado para
o sistema de perfusdo "in vitro". O rim esquerdo ¢ retirado e pesado para corre¢ao do
fluxo urinario e do ritmo de filtragdo glomerular por grama de massa tecidual. Quando

aplicavel, uma fatia de cada rim ¢ retirada para histologia. O peso umido de cada fatia ¢
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medido na proporcao percentual do peso imido total do rim para inferéncia do peso seco

total (Fonteles et al., 1990 e 1983).
4.8. Analise histologica

Embora nao seja objetivo deste trabalho avaliar alteragdes histologicas, as mesmas
devem ser realizadas. A ocorréncia de alteracdes histologicas ou histopatologicas em um

grupo especifico proporciona um viés que ndo pode ser disconsiderado.

Os fragmentos obtidos do tecido foram submetidos a tratamento por formol a 10%, a
desidratacdo e diafanizacao, para confec¢ao dos cortes histologicos, os quais mediram
Sum de espessura. Apos coloragdao de hematoxilina-eosina foram estudados em laminas

através de um microscopio optico.
4.9. Protocolo Experimental Geral

ApOs a colocag@o do rim no sistema "in vitro", aguardou-se um periodo de 15 a 20
minutos para que o mesmo se adaptasse as condi¢coes experimentais. A pressao ¢ o fluxo
de perfusdo foram registrados a cada 5 minutos, por um periodo total de 120 minutos.
As amostras de urina e perfusato foram colhidas a cada 10 minutos durante todo o
experimento. O ritmo de filtracdo glomerular foi calculado a partir do clearance de
inulina. Os experimentos tiveram duracao de 120 min. Foram perfundidos rins controles

e rins tratados pela adi¢ao de farmacos a solugao perfusora.

A cada intervalo de 10 minutos amostras de perfusato e urina eram coletadas para
medidas das fungdes renais. Todos os experimentos tém dados coletados a cada 10

minutos e anélise em 04 periodos (30min, 60min, 90min e 120min) de 30 minutos cada.
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4.9.1. Protocolo Controle

No protocolo experimental para o grupo controle o periodo de perfusdo renal dura
120 minutos. Corresponde a totalidade do periodo de Tempo Experimental. Conforme
estabelecido no Protocole Geral, os 120 minutos de tempo experimental tém dados
coletados a cada 10 minutos e andlise em 04 periodos (30min, 60min, 90min e 120min)
de 30 minutos cada. Ndo ha adi¢do de firmacos, peptideos ou substancias em qualquer

dos intervalos de anélise.
4.9.2. Protocolo Experimental para uma Substincia

No protocolo experimental para os grupos em que sdo estudados os efeitos de
somente uma substancia (peptideo ou farmaco), decorrido 30 minutos de perfusao renal,
um peptideo ou um farmaco ¢ adicionada a solugdo perfusora. Os referidos 30 minutos
iniciais se passam sob as mesmas condigdes definidas para o Grupo Controle. Eis que

sdo denominados de Controle Interno.
De outra forma, neste grupo, o periodo de perfusdo renal:
e Corresponde a totalidade do periodo de Tempo Experimental;
e Dura 120 minutos, sendo:
¢ 30 minutos iniciais (Controle Interno) e
¢ 90 minutos finais (Tempo Tratado).

Apo6s 30 minutos iniciais (Controle Interno), foram realizadas perfusdes de rim

isolado durante os 90 minutos finais (Tempo Tratado) com as seguintes substancias e
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concentragdes: uroguanilina (UGN; 0,3 puM; 0,6 puM); isatina (IS; 3 uM; 10 uM);
bradicinina (BK; 1,8 nM; 0,9 nM e 0,3 nM); ODQ (37 uM) e urodilatina (0,03 nM; UD).

4.9.3. Protocolo Experimental para duas Substancias

No protocolo experimental para os grupos em que sio estudados os efeitos de duas
substancias (farmaco mais peptideo ou dois peptideos ou dois farmaco), no inicio do
Tempo Experimental a Substancia I ¢ adicionada a solugdo perfusora. Decorridos 60
minutos, a Substancia II ¢ adicionada a solucdo perfusora. Os 120 minutos de perfusao
renal sdo divididos em 60 minutos iniciais de Tratamento com Substancia I e 60 minutos

finais de Tratamento com Substancia I mais Substancia II.
De outra forma, neste grupo, o periodo de perfusao renal:
e Corresponde a totalidade do periodo de Tempo Experimental;
e Dura 120 minutos:
e 60 minutos iniciais (Tratamento com Substancia I) e
e 60 minutos finais (Tratamento com Substancia I mais Substancia II).
Durante os 60 minutos iniciais (Tratamento com Substancia I) foi administrado:
e Isatin (3 uM);
e ODQ (37 pM);
e Uroguanilina (0,3 pM);

e Uroguanilina (0,6 uM).
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Durante os 60 minutos finais:

e No Tratamento com Substancia I - Isatin (3 uM) foram adionadas como

Substancia II:
e Uroguanilina (0,3 uM) ou;
e Bradicinina (1,8 uM).
No Tratamento com Substancia I - ODQ (7 pg/ml) foi adionada como Substancia II:
e Bradicinina (1,8 nM).

e No Tratamento com Substancia I - Uroguanilina (0,3 uM) foram adionadas

como Substancia II:
e Urodilatina (0,03 uM).

e No Tratamento com Substancia I - Uroguanilina (0,6 uM) foram adionadas

como Substancia II:
e Urodilatina (0,03 uM) ou;

¢ Bradicinina (0,9 nM)
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4.10. Anadlise Bioquimica

Os testes bioquimicos foram realizados na Unidade de Pesquisas Clinicas — UPC
ou no Instituto de Biomedicina - IBIMED. Empregou-se o método de fotometria de
chama (Flame photometer- modelo 443 IL) para dosagens de sodio e potdssio. A
inulina do perfusato e da urina foram determinadas por hidrolise direta, conforme
Fonteles (Fonteles et al., 1983), com modificagdes que reduziram as quantidades de

amostras e reagentes utilizados.

A osmolalidade das amostras foi medida em osmometro de pressdo de vapor da
Advanced Instruments (Needham Heights, MA - Vapor pressure osmometer - modelo
5100c ESCOR). Todos os produtos quimicos eram de grau analitico e foram

adquiridos da Sigma (S. Louis, MO) ou da Companhia Merck (West Point, PA).
4.11. Formulas dos pardmetros de fungao renal

As formulas para célculo dos diversos pardmetros fisioldgicos renais estdo
tabeladas abaixo. Todas as formulas estdo de acordo com Fonteles (Fonteles & Lima,
1982; Fonteles et al., 1983) e como proposto por Martinez-Maldonado e Opava-
Stitzer (Martinez-Maldonado & Opava-Stitzer, 1978).



Material e Métodzm

Tabela 1: Parametros de Fun¢cao Renal (simbolos, unidade de medidas, forma
de calculo empregando formulas, aparelhos ou método de dosagem ou
inferéncia)

Simbolo Unidade | Func¢do Renal | Forma de Calculo / Medida
FU (ml/g/min) | Fluxo Urinario | Volume Urinario / Peso Seco
do Rim (g) / 10 min
RFG (ml/g/min) Ritmo de FU*(Densidade Otica da
Firtragao Inulina na Urina / Densidade
Glomerular Otica da Inulina no Perfusato)
PP (mmHg) Pressdo de Medida em Coluna de
Perfusao Mercurio
FPR (ml/g/min) Fluxo Medida do Fluxometro / Peso
Plasmatico Seco do Rim (g) / 10 min
Renal
PNa' (LEq) Na' do Medida do Espectrofotdmetro
Perfusato de Chama
UNa’ (LEq) Na' Urinario | Medida do Espectrofotdmetro
de Chama
FNa' (uEq/g/min)| Na' Filtrado RFG * PNa"
ENa’ (uEq/g/min)| Na' Excretado FU * UNa’
TNa" (uEq/g/min) Na’ FNa' - ENa’
Trasnportado
%TNa" % % TNa" TNa' * 100 % / FNa"
Transportado
%ENa’ % % ENa’ ENa' * 100 % / FNa"
Excretado
PK" (LEqQ) K" do Perfusato | Medida do Espectrofotdmetro
de Chama
UK" (LEq) K" Urinario | Medida do Espectrofotdmetro
de Chama
FK' (uEg/g/min)| K Filtrado RFG * PK*
EK" (uEq/g/min)| K" Excretado FU * UK"
TK" (uEq/g/min) | K" Trasnportado FK' - EK"
%TK" % % TK" TK" * 100 % / FK"
Transportado
%EK" % % EK" EK" * 100 % / FNa"
Excretado
PCI (LEq) | CI' do Perfusato Método Colorimétrico
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ucCr (LEqQ) CI" Urinario Me¢todo Colorimétrico
FCI (uEq/g/min)|  ClFiltrado RFG * PCI
ECI (uEq/g/min)| Cl'Excretado FU * UCI
TCI (uEg/g/min) | Cl Trasnportado FCI - ECT
%TCI % % TCI TCI * 100 % / FCI
Transportado
%ECI % % ECI ECI" * 100 % / FNa'
Excretado
Uosm (ml/g/min) |Concentragdo de| Medida em Osmometro de
Osmois da Pressao a Vapor
Urina
Posm (ml/g/min) |Concentragcdo de| Medida em Osmometro de
Osmois do Pressdo a Vapor
Perfusato
Cosm (ml/g/min) Clearance (Uosm / Posm) * FU
Osmolar
CH,O (ml/g/min) | Clearance de FU — Cosm
Agua Livre
DTNa' (uLEg/g/min)|  Transporte CH,O * PNa"
Distal de Na*
AdNa’ (1Eq/g/min) | Aporte Distal de dTNa" + ENa’
Na
%dTNa" da AdNa" % Transporte % dTNa" * 100 % / AdNa"
Distal de Na*
PTNa' (uEq/g/min)|  Transporte FNa' - AdNa’
Proximal de Na"
%pTNa" % Transporte % pTNa" * 100/ FNa"
Proximal de Na"
DTNa" (uEq/g/min)|  Transporte CH,O * PNa'
Distal de Na*
AdNa’ (1Eq/g/min) | Aporte Distal de dTNa" + ENa’
Na
%dTNa" do AdNa" % Transporte % dTNa" * 100 % / AdNa"
Distal de Na*
PTNa' (uEq/g/min)| Transporte FNa' - AdNa’
Proximal de Na"
%pTNa’ % Transporte % pTNa" * 100/ FNa"
Proximal de Na"
DTK" (uEq/g/min)|  Transporte CH,O * PK"

Distal de K*
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AdK” (uEq/g/min) | Aporte D+ista1 de dTK" + EK"
K
%dTK" do AdK" % Transporte % dTK" * 100 % / AdK"
Distal de K
PTK" (LEg/g/min)|  Transporte FK' - AdK™
Proximal de K"
%pTK" % Transporte % pTK".100/ FK"
Proximal de K*
DTCT (LEg/g/min)|  Transporte CH,O * PCI
Distal de CI
AdCT (LEg/g/min) | Aporte Distal de dTCI" * ECI
Cl
%dTCI do AdCI' % Transporte % dTCI * 100 % / AdCI
Distal de CI
PTCI (uEq/g/min)|  Transporte FCI' - AdCI
Proximal de CI'
%pTCI' % Transporte % pTCI * 100/ FCI

Proximal de CI’

Alguns dos parametros de funcdo renal podem ter sido exibidos e calculados

como pré-requisitos para outros parametros. Isto ndo implica que todos os parametros

apresentados sejam necessariamente interpretados ou graficados neste trabalho.

Nos célculos do funcionamento dos processos distais usou-se nao a carga filtrada

(FK"), mas o aporte distal (Ad). Desta forma, ha melhor dindmica de avaliagdo desses

parametros.

O célculo propriamente dito dos parametros de fun¢do renal foi realizado em

planilha eletronica Office Excel versdao 2007 (Microsoft Corporation, USA, et al

2007) para sistema operacional Windows Versao 6.0 Vista (Microsoft Corporation,

USA, 2006) para computadores PC compativeis.

4.12.

Estatistica Descritiva e Analitica

Outros software como Pirsm 5 for Windows versao 5.0, 2007 (GraphPad

Software Inc. USA, 1992-2007), Office Word 2007 (Microsoft Corporation, USA,



Material e Métod

2007) ou Office Power Point 2007 (Microsoft Corporation, USA, 2007) também
foram empregados para elaboracdo de graficos e calculos de estatistica descritiva e
analitica. Os dados foram apresentados em média e erro padrao da media. Pelo menos
04 animais diferentes foram necessarios para determinacdao de cada ponto. Os dados
foram submetidos a anova (andlise de variancia). Quando indicada, foi aplicado o
teste de Fischer para comparacdo entre os periodos de tempos de 30 minutos de um
mesmo tratamento ou entre os diferentes grupos experimentais analisados. Nivel de

significancia com p < 0,05 foi considerado estatisticamente diferente.
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5. RESULTADOS

5.1. Validagao do grupo controle

A anélise estatistica dos dados obtidos através do Protocolo Controle pode validar
os dados obtidos nos demais protocolos para o modelo experimental empregado.
Tabelamos os resultados da estatistica descritiva e analitica dos principais parametros
de funcdo renal em experimentos controles do modelo experimental aqui utilizado.

Todos os valores estdo expressos na integra em apéndice no final desta tese.

As diferengas entre os valores de média para cada tempo de perfusdo nao foram
grandes o suficiente para excluir a possibilidade de que as mesmas (diferencas)
tenham ocorrido como conseqiiéncia de uma variagdo randomizadas das amostras.

Assim, ndo ha qualquer variagdo estatisticamente significante.

Para as fung¢des renais indicadas abaixo, foi aplicado o seguinte teste: One Way
Kruskal-Wallis (Analise da Variancia) quando indicado pelo teste de normalidade das
amostras (P < 0.01): Pressdo de perfusdo aferida da artéria renal (PP; mmHg; P =
0.9983; H = 2.05 com 11 graus de liberdade; Tabela 13-1), Ritmo de filtragao
glomerular (RFG; ml/g/min; P =0.9416; H= 4.77 com 11 graus de liberdade; Tabela
13-3) Clearance de agua livre (C agua livre; ml/g/min; P=0.382; H= 11.8 com 11
graus de liberdade; Tabela 13-8)

Para as fung¢des renais elencada aqui, foi aplicado o seguinte teste: andlise da
variancia one way: Fluxo urinario (FU; ml/g/min; P = 0.831; Tabela 13-2) para teste
de normalidade (P = 0.2890) e da variancia (P = 0.9652); Reabsorcao tubular
fracionada de sodio (%TNa'; %; P = 0. 996; Tabela 13-4) para teste de normalidade
(P =0.2025) e da variancia (P = 0.8859); Reabsor¢do tubular fracionada de potassio
(%TK"; %; P = 1.000; Tabela 13-5) para teste de normalidade (P = 0. 1573) e da
variancia (P = 0. 9766); Reabsor¢ao tubular fracionada de cloreto (%TCI; %; P = 0.
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890; Tabela 13-6) para teste de normalidade (P = 0. 6320) e da variancia (P = 0.
7482); Clearance osmolar (Cosm; ml/g/min; P = 0.917; Tabela 13-7) para teste de
normalidade (P = 0.7072) e da varianga ((P = 0.6510).

5.2.  Grupos experimentais protocolados

Na tabela 2 encontram-se tabulados os resultados dos grupos experimentais

conforme citados nos protocolos de acordo com os objetivos.
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Tabela 2: Grupos experimentais, periodo de perfusio das substancias (00-30
minutos - 30 min; 30-60 minutos - 60 min; 60-90 minutos - 90 min; 90-120
minutos - 120 min) e numero de amostras para média e EPM (N).

PROTOCOLO

Grupo Experimental 30 min 60 min 90 min {120 min; N
CONTROLE (solucio perfusora pura 30 min, 60 min, 90 min e 120 min)
Controle - 15
UMA SUBSTANCIA (solucio perfusora pura 30 min — controle interno - CI)
Uroguanilina (0,6 uM; UGN) CI UGN (0,6 uM) 12
UGN (0,3 uM) CIl UGN (0,3 uM) 12
Bradicinina (1,8 nM; BK) CI BK (1,8 nM) 09
BK (0,9 nM) CI BK (0,9 nM) 09
BK (0,3 nM) CI BK (0,3 nM) 09
Urodilatina (0,03 nM; UD) CI UD (0,03 nM) 09
Isatina (10 uM; IS) CI IS (10 uM) 09
IS 3 uM) CIl IS (3 uM) 09
ODQ (37 uM) CI ODQ (37 uM) 09

DUAS SUBSTANCIAS (Substincia I = 00-60 min; Substancia II = 60-120 min )

IS (3 uM) + UGN (0,6 uM) IS (3 uM) UGN (0,6 uM) 09
IS (3 uM) + UGN (0,3 uM) IS (3 uM) UGN (0,3 uM) 09
IS (3 uM) + BK (2 ug/ml) IS (3 uM) BK (2 pg/ml) 09
ODQ (37 uM) + BK (2 pg/ml) ODQ (37 uM) BK (2 pg/ml) 09
UGN (0,6 uM) + BK (0,3 UGN (0,6 uM) BK (1 pg/ml) 12
pg/ml)

UGN (0,6 uM) + UD (0,03 nM) UGN (0,6 uM) UD (0,03 nM) 12
UGN (0,3 uM) + UD (0,03 nM) UGN (0,3 uM) UD (0,03 nM) 12
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5.2.1. Pressao de perfusao

Conforme observado nos graficos das figuras 20 a 23, os resultados relativos a
pressao de perfusdao do grupo controle ndo apresentam qualquer variacao significativa
nos periodos 30, 60, 90 e 120 minutos. Na figura 20, observamos que uroguanilina
(UGN), em ambas as doses, produziu aumento da pressao de perfusdo de modo mais
pronunciado no periodo de 120 minutos (painel a) e bradicinina nao produziu
alteracdes na pressao de perfusdo de modo significativo nas doses de 0,3 e de 0,9 nM
(painel b). Urodilatina (0,03 nM) produziu reduciao na pressdo de perfusdo, porém
atingiu transiente significancia estatistica aos 90 min (figura 21, painel b). Na
presenca de urodilatina (0,03 nM; figura 21 painel b) ou de BK (0,3 nM; figura 21
painel a), UGN, respectivamente nas dose de 0,3 ou 0,6 uM, ndo aumentou a pressao
de perfusdo. Isatina (03 uM ou 10 uM) produziu aumento significativo da pressao de
perfusdo de modo mais pronunciado no periodo de 120 minutos (figura 22, painel a) e
potencializou os efeitos de UGN (0,6 uM; figura 22, painelb). Assim como BK (1,8
nM), ODQ (37 uM), no periodo de 90 minutos, foi capaz de produzir discreto
aumento na pressdo de perfusdo, mas, por outro lado, aboliu completamente os
efeitos de BK (1,8 nM) quando administrados no mesmo experimento (figura 23,
painel a). O pré-tratamento com Isatina (3 uM) fez com que bradicinina (1,8 nM)
produzisse aumento mais discreto da pressdao de perfusdao (figura 23, painel b),
enquanto ODQ, aboliu completamente as alteracdes de bradicinina (1,8 nM) na

pressao de perfusdo.
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Figura 20: Pressdo aferida na canula de perfusdo da artéria renal (PP; mmHg). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3
ou 0,6 uM; painel A) ou bradicinina (BK; 0,3 ou 0,9 ou 1,8nM; painel B). Célculo de
média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min e 120 min) de 12
amostras para cada grupo experimental. *** P < (0,05 em comparagdo ao Controle e

ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 21: Pressdo aferida na canula de perfusdo da artéria renal (PP; mmHg). Apos

30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3

ou 0,6 uM), bradicinina (BK; 0,3nM) ou urodilatina (UD; 0,03nM). BK (1,8nM) foi

também administrada apds 60 min de perfusdo com UGN (0,6uM; painel A),

enquanto UD (0,03nM) foi também administrada apos 60 min de perfusdao com UGN
(0,3uM; painel B). Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdao (30 min, 60

min, 90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05

em comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 22: Pressdo aferida na canula de perfusao da artéria renal (PP; mmHg). Apos

30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: isatina (IS; 3uM; painel A

e B; ou 10uM; painel A) ou uroguanilina (0,6uM; painel B). uroguanilina (0,6uM;

painel B) foi também administrada apds 60 min de perfusao com IS (3uM; painel B).

Calculo de media e EPM dos periodos de perfusdao (30 min, 60 min, 90 min ¢ 120

min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em comparagdo ao

Controle e ao controle interno (30 min) do préprio experimento.



Resultadom

160 - A
skekook

......... Controle
* —fl—BK (1,8 nM)
—k— ODQ (37 uM)
—O— ODQ (37 uM) + BK (1.8 nM)

120

80 -
150 - B

16'] e e N e e B A B B B A B A A e A A R R A, anm e e Controle

; —&— BK(1.8 nM)

T —A—I8(3 pM)

—O— IS(3 pM)+ BK (1.8 nM)

/SR

Pressio de Perfusio (PP; mmHg)

80 -

30 min 60 min 90 min 120 min

Figura 23: Pressdo aferida na canula de perfusao da artéria renal (PP; mmHg). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: bradicinina (BK; 1,8nM),
ODQ (37uM; painel A) ou isatina (IS; 3 uM; painel B). BK (1,8nM) foi também
administrada apos 60 min de perfusdo com ODQ (37uM; painel A) ou IS (3 uM;
painel B). Calculo de média e EPM dos periodos de perfusao (30 min, 60 min, 90 min
e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em

comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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5.2.1. Ritmo de filtraciao glomerular

Conforme observado nos graficos das figuras 24 a 27, os resultados relativos ao
ritmo de filtracdo glomerular (RFG; mL/g/min) do grupo controle ndo apresentam
variacdo significativa nos periodos 30, 60, 90 e 120 minutos. Na figura 24,
observamos que uroguanilina (UGN; 0,6uM; painel a) e bradicinina (BK; 0,9 ¢ 1,8
nM; painel b) produziram aumento do RFG de modo mais pronunciado no periodo de
120 minutos. Urodilatina (0,03 nM) ndo produziu efeitos significativos na filtragao
glomerular, porém aboliu o aumento do RFG aos 120 min produzido por UGN (0,3
uM; figura 25, painel b). Isatina (03 uM) produziu significativa redugcdao do RFG de
modo mais pronunciado no periodo de 120 minutos (figura 26, painel a) e aboliu os
efeitos de UGN (0,6 uM; figura 26, painel b). ODQ (37 uM) foi incapaz de produzir
alteracdes significativas no RFG, mas, por outro lado, aboliu completamente os
efeitos de BK (1,8 nM) quando administrados no mesmo experimento (figura 27,
painel a). O pré-tratamento com Isatina (3 uM) nos experimentos com BK (1,8 nM)
fez com que prevalecesse a redu¢ao do RFG daquela ao aumento produzido por esta

(figura 27, painel b).
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Figura 24: Calculo do ritimo de filtagao glomerular pelo clearance de inulina (RFG;
mL/g/min). Apdés 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado:
uroguanilina (UGN; 0,3 ou 0,6 uM; painel A) ou bradicinina (BK; 0,3 ou 0,9 ou
1,8nM; painel B). Calculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60
min, 90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05

em comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 25: Calculo do ritimo de filtagdo glomerular pelo clearance de inulina (RFG;
mL/g/min). Apds 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado:
uroguanilina (UGN; 0,3 ou 0,6 uM), bradicinina (BK; 0,3nM) ou urodilatina (UD;
0,03nM). BK (1,8nM) foi também administrada apds 60 min de perfusdo com UGN
(0,6uM; painel A), enquanto UD (0,03nM) foi também administrada apos 60 min de
perfusdo com UGN (0,3uM; painel B). Célculo de média e EPM dos periodos de
perfusdo (30 min, 60 min, 90 min ¢ 120 min) de 12 amostras para cada grupo
experimental. *** P < 0,05 em comparagcdo ao Controle e ao controle interno (30

min) do proprio experimento.
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Figura 26: Calculo do ritimo de filtagdo glomerular pelo clearance de inulina (RFG;
mL/g/min). Apds 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: isatina
(IS; 3uM; painel A e B; ou 10uM; painel A) ou uroguanilina (0,6uM; painel B).
uroguanilina (0,6uM; painel B) foi também administrada apds 60 min de perfusdo
com IS (3uM; painel B). Calculo de média e EPM dos periodos de perfusio (30 min,
60 min, 90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P <
0,05 em comparacdo ao Controle ¢ ao controle interno (30 min) do préprio

experimento.
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Figura 27: Calculo do ritimo de filtagao glomerular pelo clearance de inulina (RFG;
mL/g/min). Apdés 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado:
bradicinina (BK; 1,8nM), ODQ (37uM; painel A) ou isatina (IS; 3 uM; painel B). BK
(1,8nM) foi também administrada apos 60 min de perfusao com ODQ (37uM; painel
A) ou IS (3 uM; painel B). Calculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30
min, 60 min, 90 min ¢ 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P
< 0,05 em comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio

experimento.
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5.2.2. Fluxo urinario

Os resultados relativos ao fluxo urinario (FU; mL/g/min; figuras 28 a 31) do
grupo controle ndo apresentam variagdo significativa nos periodos 30, 60, 90 ¢ 120
minutos. Na figura 28, observamos que uroguanilina (UGN; 0,6uM; painel a)
produziu aumento do FU de modo mais pronunciado no periodo de 120 minutos.
Nem bradicinina (BK; 0,3 nM; 0,9 nM ou 1,8 nM; figura 29 painel b) e nem
urodilatina (0,03 nM; figura 29 painel b) produziu efeitos significativos na filtracao
glomerular, porém BK (0,3 nM; figura 29 painel b) aboliu 0 aumento do FU aos 90 e
120 min produzido por UGN (0,6 uM). Isatina (03 uM e 10 pM) produziu
significativo aumento do FU de modo mais pronunciado no periodo de 120 minutos
(figura 30, painel a) e potencializou os efeitos de UGN (0,6 uM; figura 26, painel b).
ODQ (37 uM) foi incapaz de produzir alteragdes significativas no FU e ndo interferiu
no efeito de BK (1,8 nM) quando administrados no mesmo experimento (figura 31,
painel a). Isatina (3 uM) ndo produziu aumento do FU nos experimentos com BK
(1,8 nM), o que fez com que abolisse 0 aumento do FU produzido por aquela (figura

31, painel b).
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Figura 28: Medida do fluxo urinédrio colhido no ureter do rim (FU; mL/g/min).

Ap06s 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN;

0,3 ou 0,6 uM; painel A) ou bradicinina (BK; 0,3 ou 0,9 ou 1,8nM; painel B).

Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min e 120

min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em comparacdo ao

Controle e ao controle interno (30 min) do préprio experimento.
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Figura 29: Medida do fluxo urindrio colhido no ureter do rim (FU; mL/g/min).
Ap06s 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN;
0,3 ou 0,6 uM), bradicinina (BK; 0,3nM) ou urodilatina (UD; 0,03nM). BK (1,8nM)
foi também administrada apds 60 min de perfusio com UGN (0,6uM; painel A),
enquanto UD (0,03nM) foi também administrada apos 60 min de perfusdo com UGN
(0,3uM; painel B). Céalculo de média e EPM dos periodos de perfusao (30 min, 60
min, 90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05

em comparagao ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 30: Medida do fluxo urinadrio colhido no ureter do rim (FU; mL/g/min).
Apos 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: isatina (IS; 3uM;
painel A e B; ou 10uM; painel A) ou uroguanilina (0,6uM; painel B). uroguanilina
(0,6uM; painel B) foi também administrada apds 60 min de perfusdo com IS (3uM;
painel B). Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min
e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em

comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura31: Medida do fluxo urinario colhido no ureter do rim (FU; mL/g/min).
Apos 30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: bradicinina (BK;
1,8nM), ODQ (37uM; painel A) ou isatina (IS; 3 uM; painel B). BK (1,8nM) foi
também administrada ap6s 60 min de perfusao com ODQ (37uM; painel A) ou IS (3
uM; painel B). Calculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min,
90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em

comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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5.2.1. Transporte fracionado tubular de sodio

Conforme observado nas figuras 32 a 35, nos resultados relativos ao
transporte tubular fracionado de sddio (%TNa), o grupo controle ndo apresenta
qualquer variagdo significativa nos periodos 30, 60, 90 e 120 minutos.
Uroguanilina (UGN; 0,6 uM; figura 32 painel a) produziu significativa redugao
no %TNa aos 90 e 120 min. Bradicinina (BK; 1,8 nM; figura 32 painel b)
produziu transiente reducao no %TNa de modo significativo aos 60 min, mas
nao foi capaz de interferir nos efeitos de UGN quando associadas nos mesmos
experimentos (figura 33, painel a). Urodilatina (UD; 0,03 nM; figura 33 painel
b) ndo produziu reducdo no %TNa em 90 e 120 min, efeito que se verificou
nos experimentos em que UD esteve associada com UGN (0,3 uM; figura 33
painel b). Na figura 34, isatina (IS; 10 uM; painel a) produziu reducao no
%TNa aos 90 min e de maneira mais pronunciadoa no periodo de 120 minutos,
IS (3uM; painel b) ndo interfere de forma significativa no %TNa e, quando
associada a UGN (0,6 pM; painel b) se mostra praticamente inerte com
prevalecimento dos efeitos da ultima. ODQ (37uM; figura 35 painel a) ndo
repercutiu significativamente no %TNa, mas foi capaz de interferir nos efeitos

natriuréticos de BK (1,8 nM; figura 35 painel b).
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Figura 32: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Sodio (%TNa; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3
ou 0,6 uM; painel A) ou bradicinina (BK; 0,3 ou 0,9 ou 1,8nM; painel B). Calculo de
média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min € 120 min) de 12
amostras para cada grupo experimental. *** P < (0,05 em comparagao ao Controle e

ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 33: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Sodio (%TNa; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3
ou 0,6 uM), bradicinina (BK; 0,3nM) ou urodilatina (UD; 0,03nM). BK (1,8nM) foi
também administrada apos 60 min de perfusdo com UGN (0,6uM; painel A),
enquanto UD (0,03nM) foi também administrada apds 60 min de perfusdo com UGN
(0,3uM; painel B). Calculo de média e EPM dos periodos de perfusao (30 min, 60
min, 90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05

em comparagao ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 34: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Sodio (%TNa; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: isatina (IS; 3uM; painel A
e B; ou 10uM; painel A) ou uroguanilina (0,6uM; painel B). uroguanilina (0,6uM;
painel B) foi também administrada apds 60 min de perfusao com IS (3uM; painel B).
Caélculo de media e EPM dos periodos de perfusdao (30 min, 60 min, 90 min ¢ 120
min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < (0,05 em comparagdo ao

Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 35: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Sodio (%TNa; %). Apos

30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: bradicinina (BK; 1,8nM),
ODQ (37uM; painel A) ou isatina (IS; 3 uM; painel B). BK (1,8nM) foi também
administrada apds 60 min de perfusio com ODQ (37uM; painel A) ou IS (3 uM;

painel B). Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min

e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em

comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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5.2.1. Transporte fracionado tubular de potassio

Conforme observado nas figuras 36 a 39, o grupo controle ndo apresenta
qualquer variagdo significativa nos periodos 30, 60, 90 ¢ 120 minutos nos
resultados relativos ao transporte tubular fracionado de potédssio (%TK).
Uroguanilina (UGN; 0,6 uM; figura 36 painel a) produziu significativa redugao
no %TK aos 90 min. Bradicinina (BK; figura 36 painel b), somente na dose de
1,8 nM, produziu solida reducao no %TK de modo significativo entre 60 ¢ 120
min, mas ndo foi capaz de interferir nos efeitos de UGN quando associadas nos
mesmos experimentos (figura 37, painel a). Urodilatina (UD; 0,03 nM; figura
37 painel b) ndo produziu alteragdes no %TK em 90 e 120 min, mas caliurese
se verificou nos experimentos em que UD esteve associada com UGN (0,3
uM; figura 33 painel b). Na figura 38, isatina (IS; 10 uM; painel a)
incrementou caliurese aos 90 min e de maneira mais pronunciadoa no periodo
de 120 minutos, IS (3uM; painel b) ndo interfere de forma significativa no
%TK e, quando associada com UGN (0,6 uM; painel b) ou com BK (1,8 nM;
figura 39 painel b) se mostra praticamente inerte com prevalecimento dos
efeitos caliuréticos das ultimas. ODQ (37uM; figura 39 painel a) rediziu
significativamente o %TK aos 120 min e foi capaz de abolir os efeitos

caliuréticos de BK (1,8 nM; figura 35 painel b).
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Figura 36: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Potassio (%TK; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3
ou 0,6 uM; painel A) ou bradicinina (BK; 0,3 ou 0,9 ou 1,8nM; painel B). Calculo de
média e EPM dos periodos de perfusdao (30 min, 60 min, 90 min e 120 min) de 12
amostras para cada grupo experimental. *** P < (0,05 em comparagdo ao Controle e

ao controle interno (30 min) do préprio experimento.
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Figura 37: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Potassio (%TK; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3
ou 0,6 uM), bradicinina (BK; 0,3nM) ou urodilatina (UD; 0,03nM). BK (1,8nM) foi
também administrada apds 60 min de perfusdo com UGN (0,6uM; painel A),
enquanto UD (0,03nM) foi também administrada apds 60 min de perfusdo com UGN
(0,3uM; painel B). Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdao (30 min, 60
min, 90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05

em comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 38: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Potassio (%TK; %). Apos
30 min de perfusao para controle interno, foi administrado: isatina (IS; 3uM; painel A
e B; ou 10uM; painel A) ou uroguanilina (0,6uM; painel B). uroguanilina (0,6uM;
painel B) foi também administrada apds 60 min de perfusao com IS (3uM; painel B).
Calculo de media e EPM dos periodos de perfusdao (30 min, 60 min, 90 min ¢ 120
min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em comparacdo ao

Controle e ao controle interno (30 min) do préprio experimento.
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Figura 39: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Potassio (%TK; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: bradicinina (BK; 1,8nM),
ODQ (37uM; painel A) ou isatina (IS; 3 uM; painel B). BK (1,8nM) foi também
administrada apos 60 min de perfusdo com ODQ (37uM; painel A) ou IS (3 uM;
painel B). Calculo de média e EPM dos periodos de perfusao (30 min, 60 min, 90 min
e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em

comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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5.2.2. Transporte fracionado tubular de cloreto

Conforme observado nas figuras 40 a 43, o grupo controle ndo apresenta
qualquer variagdo significativa nos periodos 30, 60, 90 e 120 minutos nos
resultados relativos ao transporte tubular fracionado de cloreto (%TCl).
Uroguanilina (UGN; 0,6 uM; figura 40 painel a) produziu transiente mas
significativa reducao no %TCl aos 90 min. Bradicinina (BK; figura 40 painel
b), somente aos 120 min e na dose de 1,8 nM, produziu redugdo no %TCI de
modo significativo 120 min, mas ndo foi capaz de interferir nos efeitos de
UGN quando associadas nos mesmos experimentos (figura 41, painel a).
Urodilatina (UD; 0,03 nM; figura 41 painel b) ndo interferiu de modo
significativo no %TCl, mas em 90 e 120 min se verificou caliurese nos
experimentos em que UD esteve associada com UGN (0,3 puM; figura 41
painel b). Na figura 42, isatina (IS; 10 uM; painel a) incrementou caliurese de
maneira significativa no periodo de 120 minutos. IS (3uM; figura 42 painel b)
ndo interfere de forma significativa no %TCl e, em associagdo com BK (1,8
nM; figura 39 painel b) nos mesmos experimentos, se mostra praticamente
inerte com prevalecimento dos efeitos caliuréticos das ultimas.. Quando
associada com UGN (0,6 uM; painel b), IS (0,3 uM) potencializou seu efeito
aos 120 min. ODQ (37uM; figura 43 painel a) ndo interfere significativamente
no %TCl mas foi capaz de abolir os efeitos cloruréticos de BK (1,8 nM; figura

35 painel b).
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Figura 40: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Cloreto (%TCl; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3
ou 0,6 uM; painel A) ou bradicinina (BK; 0,3 ou 0,9 ou 1,8nM; painel B). Calculo de
média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min € 120 min) de 12
amostras para cada grupo experimental. *** P < (0,05 em comparagao ao Controle e

ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 41: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Cloreto (%TCI; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: uroguanilina (UGN; 0,3
ou 0,6 uM), bradicinina (BK; 0,3nM) ou urodilatina (UD; 0,03nM). BK (1,8nM) foi
também administrada apds 60 min de perfusdo com UGN (0,6uM; painel A),
enquanto UD (0,03nM) foi também administrada apos 60 min de perfusdo com UGN
(0,3uM; painel B). Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdao (30 min, 60
min, 90 min e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05

em comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 42: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Cloreto (%TCl; %). Apos

30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: isatina (IS; 3uM; painel A

e B; ou 10uM; painel A) ou uroguanilina (0,6uM; painel B). uroguanilina (0,6uM;

painel B) foi também administrada apds 60 min de perfusdao com IS (3uM; painel B).

Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min e 120

min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em comparacdo ao

Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.
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Figura 43: Calculo do Transporte Fracionado Tubular de Cloreto (%TCl; %). Apos
30 min de perfusdo para controle interno, foi administrado: bradicinina (BK; 1,8nM),
ODQ (37uM; painel A) ou isatina (IS; 3 uM; painel B). BK (1,8nM) foi também
administrada apds 60 min de perfusio com ODQ (37uM; painel A) ou IS (3 uM;
painel B). Célculo de média e EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min
e 120 min) de 12 amostras para cada grupo experimental. *** P < 0,05 em

comparagdo ao Controle e ao controle interno (30 min) do proprio experimento.



6. DISCUSSAO

A preparagdo de rim isolado de rato € um modelo experimental bastante estavel e
consoliddo. Durante todo o tempo experimental (120 min), quando da validacdo do
grupo controle, nao houve significancia estatistica entre quaisquer dos tempos para os
principais parametros de fun¢do renal. Pudemos ainda observar que os parametros de
funcdo renal em experimentos controles do modelo da perfusio experimental

utilizado apresentaram-se estaveis e desprovidos de alteragdes do tipo tempo-efeito.

Estas consideragoes foram confirmadas, mesmo quando os experimentos
controles foram submetidos a analise da varidncia para intervalos de 30 min —

tratamento similar e simultaneo aos grupos experimentais protocolados.

Uma preocupagao posterior foi analizar os efeitos proprios dos bloqueadores que
iriamos utilizar para saber quais seus potenciais efeitos na fisiologia renal que

pudessem mascarar seu uso como instrumento de dissecacao farmacologica.

O indol-2,3 diona isatina, por exemplo, tem varias agdes farmacologicas
descritas, como inibicdo da MAO B, com inibicdo constante na faixa 3-20 uM
enquanto que a inibicdo da MAO A acontece em concentragdes maiores (K; 60—70
uM). A acdo farmacoldgica mais potente da isatina in vitro € a inibicao da ligacdo do
ANP ao seu receptor com uma ICsy de 0,4 uM. A isatina inibe a agdo do ANP ¢ a

formagdo subsequente de GMPc em membranas isoladas do cérebro, coracdo e rins

de rato (Glover et al., 1988 ; Glover et al., 1995).

Este composto ¢ o Unico composto nao-peptideo enddgeno que age como
antagonista do sistema de peptideos natriuréticos. E interessante notar que, nio
apenas a guanilato ciclase particulada (pGC) ¢ inibida por isatina, mas também a

1soforma soltivel como demonstrado por Medvedev e colaboradores em 2002.



Em baixas concentragdes (at¢ 10 nM), a isatina pode também inibir a fun¢do da
guanilato ciclase soluvel. No entanto, esta inibi¢do apesar de acontecer ja em doses
nanomolares ndo ultrapassa 40% da atividade enzimatica maxima mesmo que a

concentracao seja aumentada at¢ 100 uM (Medvedev et al., 1996; Glover et al.,1998).

Por outro lado, este composto na concentracdo de 50 uM reduz a atividade da
guanilato ciclase particulada de cérebro e coragdo de rato em 60-80%, enquanto que

a inibicdo total ¢ atingidida na concentragdao de 100 uM (Glover et al., 1995).

A 1isatina, por exemplo, apresentou efeitos diuréticos e natriuréticos proprios na
dose de 10 uM, fendmeno este parcialmente associado ao seu grande efeito
pressorico, principalmente nos tempos de 90 e 120 minutos, que ndo teve
correspondéncia autoregulatoria na resisténcia vascular e pode, portanto, ter
contribuido para um aumento efetivo na carga filtrada. A possibilidade de este
composto afetar diretamente a fun¢do tubular pela inativacdo de fenOmenos
regulatérios ndo pode ser descartada, mas ndo foi objeto de investigagdo em nosso

estudo.

Este bloqueio da guanilato ciclase soluvel associado ao bloqueio da guanilato
ciclase de membrana pode ser o responsavel pelo incremento pressorico produzido

pelo isatina observado em nossos experimentos.

No entanto, em nossos experimentos concentragcoes maiores (i.e., 10 pM) tiveram
muito efeito intrinseco na fun¢do renal, tornando dificil seu uso para dissecar os
efeitos da uroguanilina. A auséncia de eficicia da isatina em bloquear os efeitos
renais da uroguanilina pode refletir, ou uma sobreposicao de seus efeitos vasculares
pressoricos, que se refletem no grande incremento da resisténcia vascular renal, sobre
os efeitos tubulares ou ainda pela incapacidade de diminuir a atividade de guanilato

ciclase particulada do tipo C.



Contudo, na mesma concentracdo utilizada contra a uroguanilina, a isatina foi
capaz de inibir o efeito da bradicinina no transporte de sodio e cloreto, muito
provavelmente por sua capacidade de bloquear a guanilato ciclase soluvel (Medvedev
et al., 2002). Este argumento ¢ reforcado pelo fato do ODQ, um inibidor da ativacao

do grupo heme da guanilato ciclase soluvel, ter tido um efeito inibitorio semelhante.

Os bloqueadores utilizados em nossos experimentos, i.e., isatina e ODQ,
provocaram alguns efeitos intrinsecos que, no entanto, ndo mascararam os efeitos que

observamos para os agonistas bradicinina e uroguanilina.

A associagdo de isatina e uroguanilina produziu um incremento na pressao que
esta relacionado com a reabsorcao tubular de sddio, sendo este efeito na dinamica dos
fluidos tdo importante na resposta, quanto seu efeitos tubulares. A isatina promove
este efeito por inibir a 6xido nitrico sintetase constitutiva e por diminuir a atividade

do tipo guanilato ciclase (Medvedev et al., 1996; Glover et al.,1998).

O ODQ, bloqueador da ativagcdo da guanilato ciclase soluvel pelo NO, aumenta
especificamente a excre¢do de potdssio nos tempos de 90 e 120 minutos sem alterar
0s niveis pressoricos nestes tempos. A explicacdo para esta observacdo pode estar
baseada na atividade basal no NO como agente natriurético por sua agado
vasodilatadora renal, pela atenuagao do mecanismo de regulagao tubuloglomerular e
por inibir a reabsor¢ao de sodio (Ortiz e Garvin, ef al 2002). Cowley e colaboradores
(2003) demonstraram, por exemplo, que o déficit intrarenal da sintese de NO acarreta

retencdo de sodio e incremento da pressao arterial sistémica.

Um dos efeitos tubulares do NO, além do incremento de GMPc, que explica seu
efeito natriurético, ¢ sua agdo inibitoria sobre a isoforma al da sodio-potdssio
ATPase (menos sensivel a inibicdo por ouabaina). A sdédio-potassio ATPase,
localizada na membrana basolateral das células tubulares renais, promove reabsor¢ao

ativa de sodio através do néfron e desta maneira estd envolvida na regulagdo do



volume do liquido extracelular e da pressdo arterial (Féraille e Doucet, 2001).
Experimentos realizados in vitro demonstram que o NO diminui a atividade da sodio-
potassio ATPase no tubulo proximal (Aperia et al., 1994; Zhang e Mayeoux, 2001),
no ramo ascendente espesso da alga de Henle (Kone e Higham, 1999), em cortes de
tecido medular renal (Scavone et al., 1995; Kang et al., 2000). Ademais, a infusao de
doadores de NO ou do precursor do NO, L-arginina, diminuem a atividade da sédio-
potassio ATPase enquanto a infusdo de um inibidor da sintase de 6xido nitrico, L-
NAME, aumenta a atividade desta enzima sugerindo assim, que a sodio-potassio

ATPase ¢ tonicamente regulada por NO (Betowski et al., 2003).

Portanto, a inibicdo da guanilato ciclase soluvel por ODQ pode aumentar a
atividade da sodio-potassio ATPase nos tibulos distais e desta maneira aumentar a
excrecao de potassio, justificando assim nossos achados experimentais. Os efeitos na
excregdo de sédio ndo seriam significativos por serem também modulados nos
tubulos distais pelos trocadores de sddio com bicarbonato e de sddio com hidrogénio

sendo desta maneira compensados.

A escolha da isatina para dissecar os efeitos da uroguanilina na fun¢do renal se
deve ao fato deste composto bloquear indistintamente os receptores principais para os
peptideos natriuréticos, quais sejam os receptores NPR-A, NPR-B e NPR-C. O grupo
alemdo, liderado pelo professor Ebehard Schlatter propde que algumas agdes da
uroguanilina que ndo sao explicadas por sua acdo na guanilato ciclase particulada em
membrana do tipo C (GC-C) se devam a sua interacdo com um receptor acoplado a

proteina G e propde que este receptor seja o NPR-C.

Neste sentido, para melhor entendimento, explicaremos as intersecdes entre os
dois sistemas complementares, peptideos natriuréticos convencionais € as guanilinas.
Os receptores NPR-A e NPR-B dos peptideos natriuréticos, correspondem aos

receptores de guanilato ciclase acoplados a membrana tipo GC-A e¢ GC-B. No



entanto, o receptor de clearence, NPR-C, dos peptideos natriuréticos ndo corresponde
ao receptor do tipo guanilato ciclase do tipo C (GC-C). O receptor NPR-C ndo tem
atividade catalitica do tipo guanilato ciclase (Anand-Srivastava, 1997; Anand-

Srivastava and Trachte, 1993; Savoie et al., 1995).

Os peptideos natriuréticos (i.e., peptideo natriurético atrial (ANP), peptideo
natriurético cerebral (BNP), peptideo natriurético do tipo C (CNP) e urodilatina sdo
uma familia estruturalmente relacionada que contém um anel de 17 aminodcidos
estabilizados por uma ponte dissulfeto (Anand-Srivastava e Trachte, 1993; Yandle,
1994). Varios tipos de receptores para peptideos natriuréticos foram identificados. Os
receptores para peptideos natriuréticos do tipo A e B sdo, por exemplo, proteinas
transmembrana simples com peso molecular entre 120—-130 kDa, com atividade
guanilil ciclase, enquanto o receptor do tipo C (receptor de clearence) estd acoplado a
inibicdo da adenilil ciclase através de uma proteina G regulatéria (Anand-Srivastava
and Trachte, 1993; Leitman et al., 1994; Savoie et al., 1995). Tanto ANP como BNP
agem por ligacdo preferencial ao receptor do tipo A, enquanto o CNP interage de
maneira relativamente seletiva pelo receptor do tipo B (Yandle, 1994) . Os trés
peptideos e as proprias guanilinas interagem com o receptor do tipo C e inibem a
atividade da adenilil ciclase (Anand-Srivastava, 1997; Anand-Srivastava and Trachte,

1993; Savoie et al., 1995).

ANP e seu equivalente renal, a urodilatina, agem indistintamente através de
receptores acoplados ao guanilil-ciclase (GC) nos subtipos A e B. Produzem aumento
em niveis intracelular de GMPc - seu segundo mensageiro (Millul et al., 1997). STa,
guanilina e uroguanilina também estimulam receptores de membrana tipo GC,
especificamente o subtipo C. O GC-C caracteriza-se por ser uma proteina de 240 kDa
presente na membrana celular. GC-C apresenta seu maior dominio no meio

extracelular (410 residuos NH,-terminal). Existem dois dominios intracelulares. Na



regido COOH-terminal estd o dominio catalitico guanilil ciclase, trata-se de uma

sequéncia de aminoacidos muito bem conservada.

As semelhangas estruturais entre GC-C, GC-A e GC-B nao sdo suficientes para

lhes conferir semelhangas funcionais.

O dominio catalitico e a regido hidrofébica transmembranar sdo similares aos
GC-A e GC-B. Ha um dominio cinase no GC-C homologo aquele presente em GC-A
com fun¢do desconhecida no sistema transdu¢do dos peptideos guanilina/STa. Na
regido quinase-simile GC-A e GC-B se ligam ao ATP. Enquanto GC-C nao depende
de ATP, estando esta regido com sua fun¢do ainda por ser estabelecida, GC-A e GC-
B tornam-se constitutivamente ativadas pela delecdo da mesma. O 2-cloroATP ¢
capaz de inibir a atividade do GC-C, sendo que o ATP e nucleotideos relacionados,
embora prescindiveis, aumentam a atividade catalitica (Hirayama et al., 1993;
Vaandrager et al., 1993-a, 1993-b e 1994; Parkinson et al., 1994, Forte & Currie,
1995). Em geral diz-se que nenhum ligante de GC-C ¢ compartilhado com GC-A ou
GC-B (Drewett et al., 1994; Currie et al., 1992; Forte & Currie, 1995).

Em nossos experimentos, uroguanilina induziu aumento da pressdo de perfusao,
aumentado o fluxo urinario nos intervalos de 90 e 120 min, a0 mesmo tempo em que
reduziu a reabsor¢do tubular fracionada de sodio, potéassio e cloreto durante 60 min
logo apos sua introdugcdo na solu¢do de perfusdo (intervalos de 90 e 120 min).
Uroguanilina sozinha também aumentou o clearance osmolar no intervalo de 120
min. Estes efeitos atribuiveis a uroguanilina em nossas observagdes foram

semelhantes aos observados por Fonteles (Fonteles ef al., 1998).

A uroguanilina per si aumenta, em nossos experimentos, a pressao de perfusao
renal muito provavelmente por seus efeitos despolarizantes descritos para doses
micromolares (Sindic et al., 2005). Estes efeitos dependem da interagdo da

uroguanilina com outro receptor que nao o guanilato ciclase de membrana do tipo C.



Este dado sugere a existéncia de multiplos sitios de acdo para uroguanilina, que
podem envolver diferentes receptores e transportadores, como proposto por
Carrithers e colaboradores (2004), ou interagdes com diferentes mediadores ao longo

do néfron, como sugerido por estudos recentes (Sindic et al., 2005).

No rim, esta bem documentado que uroguanilina aumenta a excre¢do de Na' e K
e agua, sem promover alteragdes no ritmo de filtracdo glomerular, fluxo plasmatico
renal, ou osmolalidade urindria (Greenberg et al., 1997; Fonteles et al., 1998;
Carrithers et al., 2004). No intestino, uroguanilina também promove secrecao de
eletrolitos e consequente diarréia (Sindic ef al., 2002). Estes efeitos sdo mediados via
ativagdo de guanilato ciclase de membrana (GC-C), a qual ¢ também sitio de agdo da

guanilina e da enterotoxina termoestavel da E. Coli, STa.

Em células intestinais a ativagao da GC-C e o aumento intracelular de GMPc por
guanilina e uroguanilina ativa a proteina quinase G II (PKG II) (Vaandrager et al.,
2000; Lohmann et al., 1997) e inibe a fosfodiesterase IIl, o que permite o aumento
intracelular de AMPc e ativacdo da proteina quinase A (PKA) (Chao et al., 1994;
Dousa , 1999; Vaandrager et al., 2000). PKG II ¢ PKA aumentam a secrecao de Cl-,
HCO3- e 4gua via ativagdo de canal de cloreto da fibrose cistica (CFTR) (Chao et al.,
1994; Tien et al., 1994). Além disso, a absor¢do de sddio via trocador Na'/H" apical é
também inibida (Fawcus et al., 1997). Tem sido demonstrado que AMPc¢ medeia a
ativagdo (aumento de densidade) dos canais para potdssio tipo ROMK em ductos
coletores corticais de ratos (Cassola et al., 1993); Dessa forma, uma via luminal Ca**-
dependente pode ser ativada pela uroguanilina, promovendo o aumento da secre¢do

de potassio.

Em células renais o aumento dos niveis de GMPc induzido por uroguanilina foi
demonstrado em células de tiibulos proximais de rim de gamba (células OK) (London

et al.,, 1999) e em uma linhagem de células de tGbulos proximais de humanos



(IHKE1) (Sindic ef al., 2002). Além disso, GMPc e STa inibem o transporte de Na"
em tubulos proximais (Lima ef al., 1992). No entanto, estudos utilizando
camundongo deficiente em GC-C, demonstram que o efeito intestinal dos peptideos
de guanilina ¢ eliminado, porém a natriurese ainda ocorre, sugerindo a existéncia de
uma outra via, além da GC-C em células renais (Carrithers et al., 2004). Dessa forma,
ndo estd completamente certo que os efeitos renais da uroguanilina ocorrem por

ativagdo somente da via GC-C/ GMPc.

Além disso, estudos recentes demonstram que em camundongos “Knockout” para

uroguanilina, ocorrem alteracdes no processo de redistribuicao da isoforma NHE; do
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trocador Na /H', em tObulos proximais, o que promove aumento na reabsor¢ao

proximal de sodio (Elitsur et al.,20006).

Estes mecanismos independentes de GC-C tem sido demonstrada ndo s6 para
uroguanilina como para outros peptideos da familia das guanilinas. A STa, por
exemplo, que ¢ tida como superagonista da guanilato ciclase C (GC-C) provoca
diminui¢do da atividade do trocador Na'/H" (NHE;) por uma via proteina quinase
dependente de GMPc (PKG-II), resultando na inibi¢io da absor¢io de Na' e

estimulagdo da secregdo de cloreto, bicarbonato e d4gua (Vaandrager et al., 2002).

Apesar de existirem evidéncias abundantes que suportam o papel da GC-C como
principal sitio receptor mediando os efeitos da STa na secrecdo intestinal, existem,
por outro lado, evidéncias fortes da existéncia de receptores alternativos baseados em
estudos de ligacdo com receptores e analise de cinética da ligacdo da STa. Varios
estudos t€ém demonstrado pelo menos dois sitios distintos de ligacdo para STa no
intestino, um de alta outro de baixa afinidade (Crane et al 1992; Hakki et al 1993;
Hugues et al 1991; Ivens et al., 1990).

Alguns estudos por sua vez mostram que a propria GC-C pode se encontrar em

estados de conformagdo diferente com baixa ou alta afinidade de ligacdo por STa



(Deshmane er al 1995 e 1997), enquanto outros atribuem estes sitio adicionais a
outros receptores para STa que ndo a GC-C. Por exemplo, Hakki er al 1993
observaram uma proteina presente na membrana intestinal de ratos que liga STa e
que ndo esta associada a atividade enzimatica tipo guanilil ciclase- GMPc (Sellers et

al 2005).

Posteriormente, Sellers et al. (2008) demonstraram que além da STa uroguanilina
e guanilina como se ligam a um receptor funcional estimula no intestino que esta

ligado a secrecdo de bicarbonato e que nao ¢ o receptor GC-C.

As observagdes demonstrando que a uroguanilina e a guanilina podem estimular
o transporte de ions no intestino de animais “knockout” para GC-C sdo consistentes
com estudos da fun¢do renal que mostram que estes peptideos podem estimular
alteracdo no transporte de ions de maneira independente de GC-C (Carrinthers et al.,

2004; Sindic, et al 2005).

Sellers et al., (2008) também demonstraram que o estimulo da secre¢do de
bicarbonato induzido por uroguanilina e guanilina ¢ bloqueado por glibenclamida.
Estes autores concluem que o efeito da uroguanilina e guanilina ¢ dependente do

canal de cloreto do tipo retificador para fora.

O efeito da uroguanilina no transporte de potassio observado em nossos
experimentos também ¢ compativel com achados anteriores (Fonteles ef al., 1998;
Santos-Neto et al., 1999; Sindic et al.,2002; Amorim et al., 2006). Amorim et¢ al.,
(2006), por exemplo, demonstraram em tabulos de ratos microperfundidos que o
efeito da uroguanilina em aumentar a secre¢ao de potassio € bloqueado por
iberiotoxina e que portanto, parece ser dependente de canais de potassio, voltagem
dependente, do tipo calcio sensivel chamado de maxi-K. A secrecdo de potassio foi
analisada por estes autores nos tubulos distais onde em conjunto com os dutos

~ ~ + ~ . 14 . r
coletores, acontece a regulagdo geral da secrecdo de K'. A condutancia ao potassio ¢



aumentada por uroguanilina nas células do epit€lio tubular distal, onde ha uma alta
densidade de canais de K' na membrana apical e também uma probabilidade de

abertura aumentada para estes canais.

A 1isatina bloqueia parcialmente o efeito da uroguanilina na pressao de perfusao e
na secre¢do de sodio, sem ter efeito, no entanto na excre¢ao de potassio. Segundo a
teoria de Schlatter, a uroguanilina afeta o transporte de K' em células epiteliais
tubulares isolados pela ativagao de um receptor acoplado a proteina G sensivel a
toxina Pertussis que segundo ele pode ser o NPR-C (Sindic et al., 2002; Sindic et al.,
2005). Este receptor, NPR-C, foi inclusive recentemente associado ao peptideo
natriurético do tipo C enquanto putativo fator hiperpolarizante derivado do endotélio
por sua relacdo com aumento da condutincia ao potassio (Villar er al., 2007). No
entanto, a isatina ndo bloqueou os efeitos da uroguanilina na excre¢ao de potassio
demonstrando que provavelmente este efeito se deve a ativagdo de GC-C mesmo ou

de outro receptor alternativo, que ndao um receptor para peptideo natriurético.

Outro importante componente regulatorio da pressao arterial via excregao renal

de sodio, aléem do sistema das guanilinas, ¢ o sistema calicreina-cinina renal.

O rim ¢ reconhecido como um 6rgdo importante no controle da pressao arterial
(Guyton et al., 1995). Uma vez que o rim possui os componentes de um sistema
calicreina-cinina completamente funcional (Scicli e Carretero, 1986), os efeitos da
bradicinina nos mecanismos de controle da pressao arterial renal sdo de consideravel
interesse. Por exemplo, alguns pacientes com hipertensdo essencial tém niveis mais
baixos de calicreina na urina do que controles normotensos (Scicli e Carretero, 1986;
Margolius, 1995). Cepas de ratos com niveis plasmaticos baixos de cininogénio
(Majima et al., 1993), niveis de calicreina urindrios baixos (Mededdu et al., 1997) e
camundongos mutantes “knockout” para receptor B2 sofrem de hipertensdo sal

sensivel (Alfie et al., 1997).



As cinininas sdo uma familia de peptideos que exercem seus efeitos através de
dois subtipos de receptores B1 e B2. A bradicinina ¢ um nonapeptideo gerado pelo
sistema de proteinases calicreina-cinina plasmatico e € o agonista natural dos
receptores B2. Carboxipeptidases do tipo M degradam a bradicinina formando o
segundo membro da familia das cininas, o des-Arg9-bradicinina, o qual ¢ um
agonista seletivo de receptor B1 (Bathon and Proud, ef al 1991). A calidina, por sua
vez, ¢ um decapeptideo produzido pelo sistema calicreina-cinina tecidual e ¢ também
um agonista natural de receptor B2 e pode ser convertida a bradicinina por
aminopeptidases plasmaticas. O eficiente sistema de catabolismo renal das cininas
filtradas (Casarini et al., 1999) sugere que a ativacdo local do sistema calicreina-

cinina € responsavel pela geragdo intrarenal tanto de agonistas B1 e B2.

O sistema calicreina-cinina ¢ um sistema paracrino/autocrino que participa da
regulagdo da hemodindmica renal e fun¢do tubular (Siragy et al., 1996; Wang et
al.,2000). Acredita-se que os efeitos das cininas, em condic¢des fisiologicas, sejam
primariamente mediados por receptores B2, os quais sdo constitutivamente expressos
ao longo do néfron (Figueroa et al., 1995). O receptor B1 ¢ expresso em densidade
muito baixa, mas pode ser induzido por estimulo inflamatério ou por inibi¢do crénica
da enzima conversora de angiotensina (Marin-Castano ef al., 1998; Marin-Castano et

al., 2002).

A bradicinina ¢ um importante peptideo vasodilatador que compde o sistema
calicreina, cinina renal. A bradicinina exerce os seus efeitos pela ligacdo ao receptor
B2 ativando o complexo heterotrimérico da proteina G, fosfolipase C e 6xido nitrico
sintetase (e-NOS). O 6xido nitrico liga ao grupo heme da enzima guanilato ciclase
solivel aumentando a producdo de GMPc (Siragy et al., 1997). Varios estudos
mostram que o bloqueio da ac¢do da bradicinina diminui a capacidade renal de

excretar excesso de sodio (Katori ef al., 1998).



Um papel fisioldgico da bradicinina na natriurese pressorica, com aumento de
fluxo renal, aumento das cargas excretadas de sddio, cloreto e potassio tem sido
proposto por muitos autores. Por exemplo, o bloqueio do receptor B2 da bradicinina
seletivamente diminui o fluxo sanguineo papilar renal e bloqueia a resposta
natriurética a uma expansao de volume sem afetar o fluxo sanguineo cortical ou a
taxa de filtracdo glomerular (Fenoy et al., 1992). Enquanto, a infusdo local de
bradicinina no intersticio medular renal aumenta o fluxo sanguineo papilar e tem

efeito diurético e natriurético (Mattson e Cowley, 1993).

A vasodilatacdo medular renal produzida por cininas parece ser principalmente
mediada por NO (Mattson e Cowley, ef al 1993). A participacdo do NO no fendomeno
da natriurese pressorica ¢ provavel uma vez que o bloqueio da sintese de NO impede
a natriurese pressorica ¢ melhora o desempenho do processo de autoregulagdo de
fluxo sanguineo (Fenoy et al., 1995; Madrid et al.,, 1997). Uma vez que a
vasoconstricdo autoregulatoria pré-glomerular pode aumentar o estresse de
cisalhamento de acordo com o incremento pressorico, tem sido postulado que o
endotélio vascular funciona como um sensor € 0 NO como um efetor acoplando desta
maneira elevacdes pré-glomerulares na pressao arterial com reducdo na reabsor¢ado

tubular de sédio e dgua (Fenoy et al., 1995).

As cininas renais podem fazer parte deste mecanismo uma vez que estas podem
ser liberadas pelo endotélio em resposta ao aumento do estresse de cisalhamento
(Groves et al., 1995) e também porque suas a¢des medulares se devem em parte a

liberagdo de NO (Lahera et al., 1991; Mattson and Cowley, 1993).

A infusdo intra-arterial de bradicinina diretamente no rim de cdes ndo
anestesiados produz um aumento no fluxo sanguineo total renal ¢ uma queda na
resisténcia vascular (Granger and Hall ef al., 1985). Em ratos a infusdo de bradicinina

diretamente no intersticio medular (Mattson e Cowley, 1993) ou a administracio



intravenosa de um inibidor da endopeptidase neutra, uma enzima que metaboliza
cininas (Roman et al., 1988), aumentam seletivamente o fluxo sanguineo medular
renal sem provocar mudancas no fluxo sanguineo renal total ou na pressao arterial

sistémica.

Ademais, o aumento do fluxo sanguineo medular e na excrecdo de sodio que
normalmente acontecem apos a expansdo de volume sdo abolidos por antagonistas de

receptor de bradicinina do tipo B2 (Fenoy e Roman, 1992).

Estes dados quando analisados coletivamente, sugerem que bradicinina pode
causar vasodilatacdo renal regional ou generalizada e aumentar a exce¢do de sodio.
Outros estudos sugerem que a administracdo intrarenal de bradicinina pode causar
elevagdes na pressao arterial sist€émica. Por exemplo, a infusdo intrarenal de
bradicinina em ratos Wistar aumenta a resisténcia vascular renal e a pressao
sanguinea arterial (Janssen et al., 1989; Smits e Brody, 1989). Estes autores também
demonstraram que as respostas por eles observadas eram mediadas por vias aferentes

neurais renais, uma vez que eram abolidas apos a desnervagao renal.

Os receptores B2 da bradicinina, podem estar envolvidos uma vez que mediam a
ativagdo das vias aferentes sensoriais no intestino e coracao (Lew e Longhurst, 1986;
Longhurst e Dittman, 1987; Mcdernott et al., 1995; Pan et al., 1994). Este fendomeno,
por exemplo foi também demonstrado acontecer nos rins. Por exemplo, Hoagland et
al. (1999) demonstraram que a bradicinina induz efeitos pressoricos neurogénicos e
que estas respostas eram dependentes da ativacdo de receptores B2. Esta resposta
pressorica com elevacdo do fluxo sanguineo renal foi demonstrada a despeito de nao
haver nenhuma alteragdo significativa de resisténcia e dependia, portanto, do
aumento da pressdo de perfusdo. Esta observacao pode também sugerir que durante a
infusdo intrarenal de bradicinina a autoregulagdo do fluxo sanguineo renal esta de

alguma maneira bloqueada ou pode estar operando com um “set point” mais alto.



Em nossos experimentos a bradicinina aumenta a pressao de perfusdo e ndo altera
a resisténcia vascular renal de maneira que o sistema de auto regulacdo renal para a
manutencdo do fluxo parece também estar de alguma maneira inoperante durante

perfusdo com a bradicinina.

Desta maneira, um dos mecanismos responsaveis pelo efeito natriurético e
diurético agudo da bradicinina, € a alteragdo hemodinamica promovida com aumento

de fluxo e, portanto com aumento de carga filtrada.

Refor¢ando este argumento, o trabalho de Willis ef al. (1969), por exemplo,
relataram que a prevencdo do incremento de fluxo produzido por bradicinina era

capaz de abolir os efeitos natriuréticos deste peptideo.

Nossos achados hemodinamicos sdo semelhantes aos de Hoagland ef al. (1999)
que demonstraram um efeito natriurético e diurético associado com um efeito
pressorico e aumento de fluxo sanguineo renal sem contudo haver alteracdo na

resisténcia vascular renal.

Varios estudos, no entanto, usando ratos Wistar demonstraram um aumento na
resisténcia vascular renal durante a injecdo em bolus de bradicinina na artéria renal
(Janssen et al., 1989; Smits e Brody, 1984; Braun et al., 1997). Portanto, existe uma
variacdo na resposta hemodinamica renal a bradicinina de acordo com o modelo

utilizado.

Yun e colaboradores (1982) também encontraram apos infusdo intrarenal de
bradicinina um efeito presorico, com aumento no fluxo urinario, aumento da excrecao
de sodio e potassio e sem mudanga na taxa de filtracdo glomerular. Este efeito
obervado por estes autores nao foi bloqueado pelo pré-tramento com indometacina ou
propranolol sugerindo que sdo independentes de prostandides ou de acdo [-

adrenergica.



O rim possui mecanoceptores € quimoceptores sensoriais aferentes. Os
quimioceptores respondem a bradicinina com aumento da atividade simpatica (Smits
e Brody, 1984; Hoagland et al., 1999). No entanto, esta teoria mecanistica se aplica
ao animal intacto e ndo pode explicar nossos achados uma vez que este mecanismo

neurogénico depende de vias neuronais aferentes e eferentes intactas.

Ademais, a demonstracdao de que a resisténcia vascular renal nio ¢ alterada por
bradicinina apds a desnervagdo renal sugere que a bradicinina tem um efeito

vasodilatador limitado no rim.

Estas observacdes se contrapdem com a visdo geralmente aceita que bradicinina ¢
um potente vasodilatador endotélio-dependente. Uma explicagcdo potencial para esta
aparente contradicio ¢ que os efeitos vasodilatadores da bradicinina sdo

regionalmente seletivos dentro do tecido renal.

Consistente com esta explicagdo esta a demonstracdo de que a infusdo de
bradicinina no intersticio renal reduz a resisténcia vascular medular, mas nao afeta o
fluxo sanguineo na regido cortical (Mattson e Cowley et al ,1993). Portanto, a
administragdo intrarenal de bradicinina pode afetar seletivamente a vasculatura
medular e uma vez que esta contribui muito pouco para o fluxo sanguineo renal total,
o efeito vasodilatador de bradicinina ndo se configura numa mudanga significativa no

fluxo sanguineo renal.

Adicionalmente, Yu e colaboradores (1998) sugeriram que os efeitos vasculares
renais da bradicinina dependem de um tonus adrenérgico aumentado. Corroborando
com esta proposicdo Pompermayer e colaboradores (2002) demontraram um efeito
vasodilatador da bradicinina no modelo de rim de rato isolado, nao filtrante com

pressao de perfusdo aumentada artificialmente por infusdo continua com fenilefrina.



Granger e Hall (1985) relataram também um aumento do fluxo renal, neste caso
associado a uma diminui¢do de resisténcia vascular renal. No entanto, estes autores
utilizaram em seus experimentos um sistema servo-controlador da pressdo de
perfusdo que mantinha a pressao arterial renal controlada artificialmente em um valor

fixo.

Uma alternativa, para explicar este efeito pressorico da bradicinina, ¢ que este
peptideo possa através da ativacdo de receptor B2 induzir a liberagdo de mediadores
como a substancia P e prostaglandinas que podem contribuir para o aumento da
pressao de perfusdo como descrito por D1 Bonna e Kopp, 1997 e Kopp et al., 1997.
Corroborando com esta proposicao, Yu et al., (1998) utilizando a arteriola aferente de
coelhos microperfundida, demonstraram que a bradicinina tem um efeito bifasico,
induzindo vasodilatagdo em baixas concentragdes (nanomolares) € vasoconstrigao em
concentragdes maiores. Este ultimo efeito era mediado por receptores B2 e dependia

da liberacao de prostanoides vasoconstritores.

Outro alvo que pode ser importante para o efeito final da bradicinina € o
glomérulo renal. O glomérulo, e mais precisamente, o mesangio glomerular tem um
papel central na fisiologia e patofisiologia da ultrafiltracdo renal. O tipo celular
predominante no mesangio ¢ a célula mesangial, a qual ¢ muito similar a uma celular
muscular lisa (Latta, 1973; Kreisberg et al., 1985). Estudos de morfologia
ultraestrutural mostraram que estas células tém abundancia de feixes de filamentos
contrateis (Anchews e Coeffey, 1983). Ademais, experimentos com c¢lulas
mesangiais em cultura mostraram que estas respondem a muitas substincias
vasoativas. Por exemplo, arginina-vasopressina e angiotensina Il provocam contragdo
destas c¢lulas, enquanto dopamina e prostaglandina E2 induzem relaxamento (Mene

et al., 1990).



A bradicinina ativa receptores B2 nas células mensangiais € no glomérulo isolado
levando a ativagdo de PKC ¢ também formacdo de inositol 1,4,5-trifosfato com

aumento de calcio livre no citosol (Emond et al., 1990; Bascand et al., 1990).

Este efeito leva a uma contracao de células mesangiais levando a uma diminuicao
de area de superficie filtrante, explicando o aumento da pressdao de perfusdao renal.
Este aumento na pressao ndo se reflete em aumento da resisténcia global renal porque
a bradicinina também tem efeitos tubulares que levam a um incremento da diurese e
provavelmente pelos conhecidos efeitos vasodilatadores da bradicinina. Este efeito
vasodilatador, portanto, ¢ mascarado pelo efeito glomerular que diminui a area total
de superficie filtrante dos capilares glomerulares sem alterar a condutividade

hidraulica dos mesmos.

A relagdo entre aumento da pressdo de perfusdo renal e aumento da carga
excretada de sodio pode explicar parte do efeito natriurético observado em nossos
experimentos. Apesar do fluxo sanguineo cortical e a filtracdo glomerular variarem
muito pouco dentro de uma faixa grande de variacdo de pressdo de perfusdo
(fendomeno denominado de autoregulacdo de fluxo), o fluxo sanguineo papilar renal
ndo ¢ autorregulado, ¢ tem sido hipotetizado que com o aumento da pressdao de
perfusdo, o fluxo sanguineo medular, a pressdo capilar dos vasa recta e a pressao

intersticial aumentam, levando a uma queda na reabsor¢do de sodio tubular (Tornel et

al., 2000).

Outro componente importante para explicar os efeitos da bradicinina € seu efeito
sobre a producdo de AMPc. A diminuigdo de AMPc induzida por bradicinina tem
sido demostrada nos glomérulos e em células do ducto coletor e células MDCK. A
inibicdo da formacdo de AMPc pode diminuir a agdo moduladora negativa deste
sistema sobre o sistema nitrérgico (NO-GCs-GMPc) nos tubulos renais que em

conjunto com a estimulacdo direta deste sistema (i.e.,nitrérgico) pela bradicinina



explica seus efeitos tubulares similares a uroguanilina, sendo no entanto, por falta de
contraposicdo do sistema AMPc, mais duradouros que os deste ultimo. Este
mecanismo explica também porque estes efeitos sdo contrapostos por

oxalodiazoloquinoxalina (ODQ), mas apenas parcialmente por isatina.

Outro argumento a favor da hipotese hemodinamica se baseia no fato de que o
ODQ bloqueia a resposta pressorica induzida pela bradicinina e também seus efeitos
no transporte de ions com exceg¢do de seus efeitos caliuréticos nos tempos de 90 e 120
minutos. Desta maneira, o efeito hemodinamico explica em parte os efeitos renais

deste peptideo que ndo sdao dependentes do sistema NO-GMPc.

De maneira similar, a isatina bloqueia parcialmente o efeito pressorico da
bradicinina e bloqueia completamente seus efeitos natriuréticos e cloruréticos, mas

nao seus efeitos caliuréticos nos tempos de 90 e 120 minutos.

A pergunta que fica ¢é: como estes inibidores se contrapdoem aos efeitos
pressoricos da bradicinina? A diminui¢do da sintese de NO por isatina (Glover et
al.,1998) e a inibicao de seu efetor, a enzima guanilato ciclase soluvel, por ODQ pode
aumentar a atividade da sodio-potassio ATPase como discutido anteriormente e assim
se contrapor aos efeitos pressoricos da bradicinina. Efeitos pressoricos estes que estao
relacionados finalmente ao incremento de cdalcio nas células musculares lisas
vasculares € mensangiais. A bradicinina ativa receptores B2 nas células mesangiais e
no glomérulo isolado levando a ativacdo de PKC e também formacgdo de inositol
1,4,5-trifosfato com aumento de calcio livre no citosol (Emond et al., 1990; Bascand
et al., 1990). O incremento de atividade da bomba sodio-potassio ATPase induzido
pela redu¢do da sintese ou da atividade do NO (induzido por isatina e ODQ,
respectivamente) pode se contrapor a este efeitos por aumentar a extrusdo de calcio
via trocador sédio-célcio (NCX). Este seria entdo, uma espécie de antagonismo

fisioldgico ao incremento de calcio intracelular.



Por outro lado, o efeito tubular de aumento de excrecdo de potéassio induzido pela
bradicinina independe da via NO-GC-GMPc uma vez que ¢ resistente a ODQ ¢ a
isatina. Uma alternativa para explicar este efeito caliurético da bradicinina,
respaldada por observagodes de outros pesquisadores, € seu efeito ativador da isoforma
da enzima sédio-potassio ATPase insensivel ao bloqueio por ouabaina, mas sensivel
a furosemida. Este efeito foi descrito por Caruso-Neves e colaboradores (1999) para o
tubulo proximal e por Buffin-Meyer et al. (2004) para o ducto coletor. Caruso-Neves
e colaboradores demonstraram que este efeito ¢ dependente, pelo menos no tibulo
proximal, da ativagdo da fosfolipase C. Assim, a ativacdo desta enzima na membrana

basolateral nos tibulos distais contribui para aumento da excrec¢ao de potassio.

Os efeitos da bradicinina no transporte de cloreto, aléem de dependerem de seus
efeitos no fluxo renal, podem se dever também a um efeito na condutancia ao cloreto
nas células tubulares. Por exemplo, Kose e colaboradores (2000), demonstraram que
bradicinina induz ativacao de corrente de cloreto no ducto coletor ¢ Tiwari et al.
(2007) demontraram este efeito no tibulo proximal. O efeito clorurético observado
para bradicinina em nossos experimentos ja foram demonstrados por outros
pesquisadores (Grider et al., 1995) como sendo dependentes de ativag¢do de receptores
B2. No entanto, a cascata de sinalizagdo para estes eventos ainda carece de
esclarecimentos. Em nossos experimentos o efeito clorurético deste peptideo foi
inibido por isatina, mostrando a participacdo da via NO-GMPc neste fenomeno,
provavelmente atraveés da ativacdo dos canais de cloreto retificadores na membrana

basolateral.



7. CONCLUSOES

1. O rim isolado e perfundido de rato mostrou-se uma preparagdo ex-vivo
funcionalmente estavel durante 120 min e apropriado para os diversos

estudos hormonais aqui empreendidos;

2. Isatina em doses elevadas (10uM) apresentou significativa acao intrinseca
na preparacao experimental, produzindo elevacao da pressdo de perfusao,
diurese, natriurese, caliurese e clorurese. Esta substancia na dose de 3uM
promove incremento da pressao de perfusdo e da diurese sem significativos
efeitos no transporte de eletrolitos. Estes resultados ainda nao haviam sido

descritos naliteratura;

3. ODQ na dose de 37 uM ¢ dotada de agdo intrinseca e promove transiente

aumento da pressdo de perfusao e da diurese com significativa caliurese;

4. Os resultados da presente pesquisa convalidam a participado das enzimas
guanilato ciclase de membrana e soltivel em um papel basal na regulagao

do tonus vascular e no transporte tubular de eletrolitos;

5. O bloqueio da guanilato ciclase de membrana induz diurese e natriurese

provavelmente de natureza pressorica;

6. Uroguanilina produz diurese, natriurese, clorurese e caliurese de maneira

dose-dependente na preparagdo experimental estudada;

7. Bradicinina, em doses maiores, apresentou inesperado efeito hipertensivo
com natriurese, clorurese ¢ caliurese, mas sem aumento da diurese na

preparagdo experimental estudada;



Conclusém

8. Urodilatina (0,03nM) produziu efeito natriurérico, caliuréticos e hipotensor
no rim isolado e perfundido de rato; e ainda antagonizou os efeitos da
uroguanilina sobre a pressdo de perfusdo, mas produziu sinergismo de acao

na promocao de natriurese, caliurese e clorurese;

9. Bradicinina antagonizou a diurese e a caliurese promovidas por

uroguanilina;

10.Nesta mesma preparagao experimental, ODQ adicionado a bradicinina
compensam seus efeitos vasculares, natriuréticos, cloruréticos e
caliuréticos enquanto isatina adicionada a bradicinina compensam seus

efeitos vasculares, natriuréticos e cloruréticos, mas nao os caliuréticos;

11.Foi também demonstrado que bradicinina atua no tubulo proximal de modo
independente do sistema Guanilato ciclase soluvel-GMPc e

dependentemente deste sistema no tubulo distal.
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Tabela 3: Pressao de perfusiao aferida da artéria renal (PP; mmHg). Média e
EPM dos periodos de perfusdo (30 min, 60 min, 90 min e 120 min) de cada

grupo experimental.

Grupo Experimental 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 1126 1117 108 * 8 104*9
UGN (0,6 pM) 11376 1276 136 -4 1333
UGN (0,3 uM) 1275 121-3 1203 135 4™
BK (1,8 nM) 118+2 130-3™  140*°5™ 139+5™
BK (0,9 nM) 111-4 1053 104~ 4 1075
BK (0,3 nM) 109 - 4 101 -2 1043 1071
UD (0,03 nM) 109 © 6 95+ 3 864" 8776
IS (10 uM) 122+5 13753" 14755 1548
IS (3 uM) 115-4 113°5 120~ 4 154 5™
ODQ (37 uM) 1183 130°5 130+ 2 12371
IS (3 uM) + UGN (0,6 pM) 123+ 11 14013 {16412 158+ 7™
IS (3 uM) + BK (1,8 nM) 116 -4 1154 128~ 4 129 -2
ODQ (37 uM) + BK (1,8 nM) | 1203 118~ 4 1085 1113
UGN (0,6 uM) + BK (0,3 nM) | 113+2 109 -2 110-2 112-3
UGN (0,6 uM) + UD (0,03 nM) | 123+ 5 126 = 4 130 5™ 133+5™
UGN (0,3 uM) + UD (0,03 nM) | 1126 1108 107+ 8 1166

* p< 0,05 para comparagao em relagao aos 30 min (controle interno) de seu proprio

grupo; ** p < 0,05 para comparacao em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 4: Transporte tubular fracionado de sodio (% TNA; %). Média e EPM
dos periodos de perfusao (30 min, 60 min, 90 min e 120 min) de cada grupo

experimental.
Grupo Experimental 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 84+3 84+2 84+2 82+3
UGN (0,6 uM) 81+1 80+2 72+1 76+2°"
UGN (0,3 uM) 83+1 85+1 83+2 83+2
BK (1,8 nM) 81+1 76+27 77+2 77+1
BK (0,9 nM) 81+3 84+2 81+2 80+3
BK (0,3 nM) 84+2 87+1 87+1 85+1
UD (0,03 nM) 84+1 82+2 86+2 84+2
IS (10 uM) 83+1 81+2 76+27 74+3"
IS (3 uM) 84+1 82+1 82+1 80+1
ODQ (37 uM) 81+3 82+1 80+0 79+3
IS (3 uM) + UGN (0,6 uM) 83+1 80+2 76+17 7342
IS (3 uM) + BK (1,8 nM) 8242 84+1 8142 80+1
ODQ (37 uM) + BK (1,8 nM) 82+1 78+2 79+2 80+1
UGN (0,6 uM) + BK (0,3 nM) 84+1 79+1 7442 79+2
UGN (0,6 uM) + UD (0,03 nM) 84+1 80+2 77+2 73+4"
UGN (0,3 uM) + UD (0,03 nM) 84+1 82+2 7643 76+3

* p< 0,05 para comparagao em relagao aos 30 min (controle interno) de seu proprio

grupo; ** p < 0,05 para comparacao em relagdo ao grupo controle.
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Tabela5: Transporte tubular fracionado de potassio (%; %TK). Média e EPM
dos periodos de perfusao (30 min, 60 min, 90 min e 120 min) de cada grupo
experimental.

Grupo Experimental 30 min 60 min 90 min 120 min

Controle 72-6 73+5 74+ 4 72+5

UGN (0,6 uM) 625 568 48+ 7 584

UGN (0,3 uM) 69~ 3 73+3 7272 71+2

BK (1,8 nM) 63 -2 4637 4557 4256

BK (0,9 nM) 76~ 4 792 773 803

BK (0,3 nM) 70~ 4 772 772 762

UD (0,03 nM) 65+ 2 62 "2 65" 3 62°3

IS (10 uM) 623 574 57+ 5% 57+3

IS 3 pM) 69 -2 732 721 69 - 1

ODQ (37 uM) 65+ 3 63+3 5071 46°8

IS (3 uM) + UGN (0,6 uM) 714 68 * 4 58+ 7" 62" 4

IS (3 uM) + BK (1,8 nM) 653 60-4 | 38710 396"

ODQ (37 uM) + BK (1,8 nM) 672 615 60~ 4 61~ 4

UGN (0,6 uM) + BK (0,3 nM) 732 663 59*4 66+ 3

UGN (0,6 uM) + UD (0,03nM):  71*4 70+ 2 69~ 2 70+ 2

UGN (0,3 uM) + UD (0,03 nM)! 683 63~ 4 466" 4874

* p< 0,05 para comparagao em relagao aos 30 min (controle interno) de seu proprio

grupo; ** p < 0,05 para comparacao em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 6: RVR Média e EPM dos periodos de perfusao (30 min, 60 min, 90 min e
120 min) de cada grupo experimental.

Grupo Experimental 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 3°1 3°1 3-1 2-1
UGN (0,6 uM) 3°1 4%1 6°1 6°1
UGN (0,3 pM) 111" 111" 111" 11
BK (1,8 nM) 7+1 81 81 81
BK (0,9 nM) 5°1 4+1 4+1 5+1
BK (0,3 nM) 6+1 551 551 51
UD (0,03 nM) 4+1 351 351 3°1
IS (10 uM) 551" 551" 5517 72"
IS (3 uM) 112" 112" 11°2" 11°2"
ODQ (37 uM) 71 8- 1 8- 1 8- 1
IS (3 uM) + UGN (0,6 pM) 12 4™ 134" 215" 2676
IS (3 uM) + BK (1,8 nM) 71 71 71 7+1
ODQ (37 uM) + BK (1,8 nM) 51 551 41 51
UGN (0,6 pM) + BK (0,9 nM) 11-1" 11-1" 111" 111"
UGN (0,6 uM) + UD (0,03 nM) 71 71 72 8§-2
UGN (0,3 uM) + UD (0,03 nM) 6-1 6-1 6-1 61

* p< 0,05 para comparagao em relagdao aos 30 min (controle interno) de seu préprio

grupo; ** p < 0,05 para comparacao em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 7: Transporte tubular fracionado de cloreto (%; %TCl). Média e EPM
dos periodos de perfusao (30 min, 60 min, 90 min e 120 min) de cada grupo
experimental.

Grupo Experimental 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 84+3 85+3 842 8174
UGN (0,6 uM) 801 76~ 4 65+ 5" 75+2
UGN (0,3 uM) 821 85°1 832 812
BK (1,8 nM) 761 69+3™ 71-2"" 7017
BK (0,9 nM) 79+ 4 823 842 822
BK (0,3 nM) 82°2 86" 1 861 83°2
UD (0,03 nM) 79+ 3 69 * 3 76 4 705
IS (10 uM) 781 77+2 733 69 3"
IS (3 uM) 77+0 75+2 751 73+2
ODQ (37 uM) 77+ 3 782 73°1 724
IS (3 uM) + UGN (0,6 uM) 75+2 72+3 672" 64°3
IS 3 uM) + BK (1,8 nM) 78+ 1 79+ 1 733 72+ 1
ODQ (37 uM) + BK (1,8 nM) 78+ 2 72+3 732 742
UGN (0,6 uM) + BK (0,3 nM) 82°2 77+2 673" 76 -3
UGN (0,6 uM) + UD (0,03nM): 734 734 78+2 685"
UGN (0,3 uM) + UD (0,03 nM){  81-2 683" | 55-7" 585

* p< 0,05 para comparagao em relagao aos 30 min (controle interno) de seu proprio

grupo; ** p < 0,05 para comparacao em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 8: Fluxo urinirio (FU; mI'10’> g’ min™). Média e EPM dos periodos de
perfusio (30 min, 60 min, 90 min e 120 min) de cada grupo experimental.
Grupo Experimental 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 10-1 9-1 102 102
UGN (0,6 pM) 121 11l 171 191
UGN (0,3 uM) 8- 1 8- 1 8- 1 8- 1
BK (1,8 nM) 13°1 13°1 141 13°1
BK (0,9 nM) 81 81 81 81
BK (0,3 nM) 9+1 8+ 1 9+1 9+2
UD (0,03 nM) 11+1 81 71 751
IS (10 uM) 81 131 2171 30° 17
IS (3 uM) 171" 2071 29°1™ 28717
ODQ (37 uM) 11+1 131 11+1 12°1
IS (3 uM) + UGN (0,6 uM) 171 2053 1 444 63°8
IS (3 uM) + BK (1,8 nM) 13°1 14+1 1241 13+1
ODQ (37 uM) + BK (1,8 nM) 9+1 101 101 11°1
UGN (0,6 uM) + BK (0,3 nM) 9+1 10+ 1 11-1 1071
UGN (0,6 uM) + UD (0,03 nM) 9+1 10+ 1 10+ 1 1071
UGN (0,3 uM) + UD (0,03 nM) 8°1 10°1 1241 13°1

* p< 0,05 para comparagao em relagdao aos 30 min (controle interno) de seu préprio

grupo; ** p < 0,05 para comparacao em relagdo ao grupo controle.



