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RESUMO

Desde a década de 1970, pesquisas séo realizadas em torno da perspectiva de uma
nova sinalizacdo celular entre o sistema gastrointestinal e o renal. Desde entéo,
pesquisas sobre a agcéo da enterotoxina de Escherichia coli (STa), como descrito em
1983 por Fonteles e Lima, com a demonstragéo efeitos caliuréticos, natriuréticos e
diuréticos , que j& apontavam para cross-talk entre estes dois sistemas, levaram a
proposicao da existéncia de um horménio sinalizador em um eixo entero-renal, para
a excrecao do excesso de sal ingerido. Pesquisas com horménios da classe das
guanilinas tém sido feitas em modelo de rim perfundido de rato, existindo uma
escassez de trabalhos em outros modelos animais filogeneticamente mais evoluidos
como o do coelho. Nesse sentido, o presente trabalho estuda, em modelo ex-vivo no
modelo de rim perfundido de coelho, diferentes concentracdes de albumina (0%, 2%,
4% e 6%) em solucdo perfusora e o efeito de Enteroxina Termoestavel, a fim de
avaliar o transporte e a absor¢cdo de sal e 4gua. Coelhos machos Nova Zelandia
(800-1000 g) foram anestesiados com uretana (1.2 g/Kg, I.P) e pentobarbital (30
mg/Kg, 1.M). Procedeu-se, entdo, cirurgia para isolar o rim esquerdo do animal,
perfundido-o in situ inicialmente, e posteriormente ex-vivo, em um sistema de
perfusdo renal conforme desenvolvido por Fonteles e colaboradores na década de
80. Foram colhidas amostras de urina e perfusato em intervalo de 10 minutos. Foram
feitas dosagens bioquimicas para contetdo de sodio e potassio, foram calculados
parametros de funcdo renal, antes e apdés a administracdo de enterotoxina
termoestavel (7 ng/ml) no sistema de perfusdo. Foi utilizado o Test t de Student e
Andlise de Variancia (ANOVA), com significancia de p< 5% para comparacao
estatistica. Como etapa inicial procurou-se entender os mecanismos de diferentes
concentracbes de albumina na perfusdo. Os maiores efeitos na reabsorcdo de
eletrolitos foram proporcionais ao acréscimo de albumina. Foi escolhida a
concentracédo de 6% de albumina para investigacdo dos efeitos renais de STa nos
transportes tubulares renais. Como resultados, STa, adicionada aos 40 min,
modificou de modo significante os parametros : equilibrio da pressao de perfuséao,
aumento do fluxo urinario , ritmo de filtracdo glomerular e aumento da reabsorcéao de
potadssio nos segmentos distais , com diminuicdo da reabsor¢cdo de sédio nos
segmentos proximais, culminando em maior excrecdo de sédio e menor excrecao de

potassio. Portanto, no tocante a toxina STa, os maiores efeitos foram obtidos com a



maior concentracdo de albumina, 6%, permitindo a visualizacdo de efeitos

natriuréticos e diuréticos nos tubulos renais nesta espécie.

Palavras-Chave: Peptideos natriuréticos, Uroguanilina, Enterotoxina de Escherichia

coli, Transporte de Na* e K*.



ABSTRACT

Isolated perfused rabbit kidney: comparative study of albumin concentration variation
and renal effects of heat-stable enterotoxin of Escherichia coli

Since the 1970s, physiologic research had been made on the prospect to discover a
new signaling axis between the gastrointestinal system and renal system. Since then,
research on the action of heat-stable Escherichia coli enterotoxin (STa), as described
in 1983 by Fonteles and Lima, with the demonstration of caliuretic, natriuretic and
diuretic effects, which already indicate a cross-talk between these two systems, led to
the proposition of the existence of a hormone signaling in an entero-renal axis, for
the excretion of the excess of ingested salt. Investigations with hormones of the
guanylin class have been made in a model of rat perfused kidney, with a shortage of
work in other phylogenetically more evolved animal models such as the rabbit. The
objective of this study was to study rabbit kidney perfusion using a Krebs-Henseleit
solution with different concentrations of albumin (0%, 2%, 4% and 6%), and the heat-
stable Enteroxin, in order to evaluate the transport and the absorption of salt and
water. Male New Zealand rabbits (800-1000 g) were anesthetized with urethane (1.2
g / kg, 1.P) and pentobarbital (30 mg / kg, I.M). Surgery is then performed to isolate
the left kidney of the animal, perfused it in situ initially, and then ex vivo, into a renal
perfusion system as developed by Fonteles et al. In the 1980s. Urine and perfusate
samples were collected within 10 minutes gap. After biochemical measurements for
sodium and potassium contents, renal function parameters were calculated after
administration of; heat-stable enterotoxin (7 ng/mL) in the perfusion system. Data
were statistically compared using Student's t test and Analysis of Variance (ANOVA),
with significance of p <5%. As an initial step in understanding of renal mechanisms
with different concentrations of albumin in infusion, we obtained the greatest effects
on electrolyte reabsorption proportional to the addition of aloumin. The concentration
of 6% in albumin was chosen to investigate the renal effects of STa on renal tubular
transport. As result, the addition of STa at 40 minutes significantly modified the
parameters: perfusion pressure balance, increased urinary flow and glomerular
filtration rate, increased potassium reabsorption in the distal segments and
decreased sodium reabsorption in the segments leading to higher sodium excretion

and lower potassium excretion. Therefore, with regard to STa toxin, the greatest



effects were obtained with the highest concentration of albumin, 6%, allowing the

visualization of natriuretic and diuretic effects in the renal tubules in rabbit.

Key words: Natriuretic Peptides, Uroguanylin, Escherichia coli enterotoxin , Na* and
K" transport.
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1 INTRODUGAO

Um dos principais aspectos da manutencdo da homeostase da célula é a
diferenga entre gradientes osmoticos do meio intracelular e extracelular. Um dos
fatores que contribuem para esses gradientes € a concentracao de eletrélitos como o
sédio e potéassio (SILVERTHORN, 2009).

Durante o curso da evolugdo em um meio hipertdnico, o mar, surge nos
organismos compostos capazes de sinalizar a excregcdo de sal fisiologicamente,
regulando sua osmolaridade interna, em contrabalanco ao meio ambiente
(BALDISSEROTTO; MANCERA,; B.G. KAPOOR, 2007).

Presente nos peixes eurialinos (TAKEI; MCCORMICK, 2013) e enguias
(TAKEI; YUGE, 2007), peptideos natriuréticos participam dos mecanismos de
osmorregulacao destes organismos diante da variacdo da osmolaridade no ambiente
marinho.

A progressédo dos organismos a partir da agua para o meio terrestre, onde
a disponibilidade de agua era escassa, levou-os a desenvolver érgaos responsaveis
pela reabsorcdo e preservacdo de seu conteudo hidrico, assim como meios de
excrecao de sal, ja desenvolvido anteriormente, os peptideos natriuréticos (LORETZ,
2001).

Outros organismos unicelulares, como bactérias, também coexistiam com
esses organismos através da colonizacdo de seus sistemas gastrointestinais, onde
produziam toxinas que levavam a perda de agua e sais. Posteriormente, estas
mesmas toxinas viriam a ser utilizadas como ferramentas farmacol6gicas no campo
de pesquisa da fisiologia renal.

Nas décadas de 70 a 90 foi o periodo de grande atividade cientifica em
torno dos peptideos natriuréticos e enterotoxinas bacterianas, onde o ponto inicial foi
a procura da explicacdo para o fenbmeno da diferenca na excrecdo de sal em
virtude de uma sobrecarga oral, quando comparada a sobrecarga parenteral, em
humanos e coelhos (LENNANE, 1975).

A descoberta por Fonteles e colaboradores (1993) de um composto com
atividade natriurética no rim similar ao peptideo natriurético atrial (ANP), e com
capacidade de geracdo de GMPc em células T84, nos traz a possibilidade da
existéncia de um sistema de osmorregulacdo em mamiferos evolutivamente mais

préximos do homem, entretanto, ainda carece de estudos sobre o tema.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estudo Morfo-funcional do rim humano

“A fixidez do meio supbe uma perfeicdo do organismo, de modo
gue as variacbes externas sdo cada vez compensadas e
equilibradas... Todos 0s mecanismos vitais, por mais variados
gue sejam, tém sempre um objetivo, manter a uniformidade das
condicbes de vida no ambiente interno... A estabilidade do
ambiente interno € a condicAo para a vida livre e
independente.”

HOLMES apud Claude Bernard, 1974.

Claude Bernard, famoso fisiologista francés, iniciou o conceito de meio
interno em sua obra “Lectures on the Phenomena of Life common to Animals and
Plants”. Nela, exemplificava diversos mecanismos de regulagcdo corporais como o
volume de agua, a temperatura corporal, a concentracdo de oxigénio e reservas
metabdlicas (HOLMES, 1986 apud BERNARD, 1974).

Posteriormente, em 1926, houve a complementagdo por Walter Cannon
(CHROUSOS, 1992), e a reformulacdo do conceito de meio interno em um novo
conceito chamado de homeostase ou homeostasia, sendo esta a tendéncia a
manutencdo das condi¢cBes internas de um organismo sempre dentro de parametros
normais ou fisiolégicos (GROSS, 1998). A constancia do meio interno, ou
homeostase, € um dos principais objetivos na condicdo de vida e mecanismos
fisiol6gicos agem a todo o momento na regulacdo de parametros essenciais para a
existéncia de equilibrio.

O meio ambiente externo e o interno podem ser considerados como fonte
de variacbes para parametros fisiologicos, por vezes representando problemas
clinicos comuns e importantes. Dentro do espaco de vida de um individuo, as
variagbes de volume e composicéo do fluido extracelular sdo reguladas pela tanto
pela fisiologia gastro-intestinal, fisiologia respiratoria quanto pela fisiologia renal,
mantendo-as sempre dentro dos limites compativeis com a vida e havendo a
eliminacao da urina como produto final (AIRES, 2012).

Os rins podem ser considerados 6rgaos que atuam em uma variedade de
funcdes, no intuito de manter a homeostase no organismo, como a regulacdo do

equilibrio hidrico e salino no organismo, a excrecao de subprodutos do metabolismo,
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excrecdo de xenobiodticos, regulacdo da pressdo sanguinea arterial e producao de
células vermelhas, regulacao da producao de vitamina D e gliconeogénese (EATON;
POOLER, 2015).

Uma dessas funcgdes, a regulacéo do equilibrio hidrico e salino no corpo,
envolve a manutencdo da concentracdo normal de eletrélitos e agua como forma de
equilibrar o volume pelo balanceamento entre a ingestdo destas substancias com
sua excrecédo na urina (SILVERTHORN, 2009), onde a formacgéo desta tem inicio na
estrutura glomerular, havendo a filtracdo de 20% do plasma, que entra pela artéria
renal. Os 80% de plasma restante sdo encaminhados para o0s capilares
peritubulares, culminando com sua saida na veia renal (AIRES, 2012).

No processo de formacdo da urina, diversos mecanismos celulares
passivos ou ativos localizados nas membranas das células tubulares trabalham para
que esse filtrado glomerular seja modificado, havendo transporte de substancias do
interior tubular para o sangue dos capilares peritubulares, em um processo
denominado de reabsorcdo. Mecanismos inversos de transporte de substancias do
sangue para a luz tubular também sédo ativados, um processo denominado secrecao
(AIRES, 2012).

2.1.1 Anatomia Renal

Os rins sdo 6rgdos pares, que se situam retro peritonealmente, junto a
parede abdominal posterior, cada um lateralmente a coluna vertebral. Em humanos,
cada rim pesa em torno de 115 g a 170 g, medindo cerca de 10 cm de comprimento,
6 cm de largura e 3 cm de espessura (KOEPEN; STANTON, 2018). Com formato
semelhante a um “feijdo”, pode-se localizar a superficie externa e convexa de modo
lateral, enquanto a superficie cbncava posiciona-se de modo medial, a qual se da o
nome de hilo renal (EATON; POOLER, 2015).

O hilo é a entrada por onde penetram elementos como a artéria renal,
veia renal, nervos e ureter. O rim segue um processo estrutural de hierarquia, a qual
os ureteres sdo formados por calices maiores, que, por sua vez, sdo formados por
calices menores. Os calices sao estruturas que se encaixam sobre uma formacgéo do
tecido renal de formato conico a piramidal. As piramides se arranjam radialmente em

torno do hilo, na qual cada topo da piramide se chama papila e se projeta para o
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calice menor. A regido mais interna das piramides constituem uma regido do rim
denominada medula, enquanto a regido mais externa denomina-se cortex (Figura 1)
(EATON; POOLER, 2015).

Figura 1:anatomia renal

Cipsulafibrosa

Cilices menores

Vasos sangiiineos entrando
no parénquima renal

Medula (pirdmide)
Seiorenal

P apila da pirdmide

Cilices maiores

2 Pelve renal
Coluna renal (de Bertin)

Radiagdes medulares Gordura no seio renal

Base da pirdmide o
Calices menores

Ureter

Fonte: NETTER, 2000

No cortex renal observamos um aspecto mais granular devido a presenca
de glomérulos e tubulos contorcidos. O rim humano é um rim multipapilar, na qual a
medula contém estruturas conicas estriadas, as piramides. A aparéncia estriada
reflete a orientacdo linear e paralela de tdbulos retos (loops de Henle e canais
coletores). Cada piramide tem a base situada na juncéo cértico-medular e um &pice
que se estende até o seio renal, formando uma papila. Na ponta de cada papila,
existem 20 a 70 pequenas aberturas que representam as extremidades distais dos
canais coletores. O cortex € formado por uma camada externa de 1 cm, cobrindo a
base de cada piramide e se estende entre piramides formando as colunas (septos)
de Bertin. Estrias longitudinais de cor clara, denominadas raios medulares,
estendem-se desde as bases das piramides até o cortex. Uma Unica piramide e o

cortex ao redor podem ser considerados como um lobo renal. Um lobo de um rim
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humano multipapilar pode ser considerado equivalente a um rim inteiro unipapilar,
presente em animais como rattus norvegicus ou mus musculus (ZHOU et al., 2017).

A artéria renal leva cerca de 25% do débito cardiaco para os dois rins,
equivalente a 1,25 I/min. Considerando que o peso do rim corresponde somente a
0,5% do peso corporal, € essencial que haja uma ramificacdo da artéria renal em
diversas arteriolas e que haja vascularizacdo de todo o tecido renal, e eficiéncia
maxima nos processos de filtracdo, reabsorcéo, secrecdo e excrecao. A subdivisdo
progressiva em artérias interlobar, artéria arqueada, artéria interlobular e arteriola
aferente promove o0 suprimento de sangue aos capilares presentes no glomérulo
(KOEPEN; STANTON, 2018). As extremidades desses capilares posteriormente
unem-se para formar a arteriola eferente, conduzindo a uma segunda rede capilar,
os capilares peritubulares, circundando os tubulos renais, e suprindo sangue as
unidades morfofuncionais dos rins, os néfrons (KOEPEN; STANTON, 2018).

A unidade funcional do rim é o néfron, cujo nimero é cerca de 1,3 x 10°
néfrons em cada rim. A medida que se localizam em zonas diferentes do rim, podem
ser classificados como corticais, medicorticais ou justamedulares, 0os quais se
localizam respectivamente, na por¢cdo externa do cortex, no cértex interno e na zona
de transi¢do e na medula. No humano, cerca de 80% dos néfrons séo localizados no
cortex, restando 20% dos néfrons sendo medulares (AIRES, 2012).

O néfron consiste em glomérulo e estruturas tubulares. A estrutura
glomerular € compreendida como um conjunto de capilares glomerulares projetados
em uma extremidade dilatada do tudbulo renal, a céapsula de Bowman
(SILVERTHORN, 2009). A juncdo entre o endotélio do glomérulo e da cépsula de
Bowman forma a barreira de filtracdo, exercendo uma seletividade a nivel de peso
molecular e carga elétrica, as quais influenciam a passagem de solutos contidos no
sangue para o ultrafiltrado (KOEPEN; STANTON, 2018).

O tubulo contorcido proximal é responsavel por cerca de 85% do
bicarbonato de sédio filtrado, 40% do cloreto de sddio, 60% da &gua além de
reabsorver completamente solutos organicos como glicose, frutose e aminoacidos
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014), ocorrendo a reabsor¢cdo de glicose
principalmente através de co-transportadores acoplados ao sédio, SGLT-1 e SGLT-2
(VLOTIDES; MERTENS, 2002). O segmento existente entre as por¢des interna e
externa da medula é o segmento fino descendente da Alca de Henle. Este

segmento, altamente permeavel a agua, consegue concentrar o ultrafiltrado em
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virtude da reabsorcdo passiva de 4gua, auxiliada pela hipertonicidade do intersticio
medular (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). Sendo 0 segmento espesso
ascendente impermeavel a agua, este promove a reabsorcdo de solutos, realizando
a diluicao do ultrafiltrado.

O tubulo distal e o ducto coletor sdo revestidos por varios tipos de células,
sendo o tubulo distal sitio para a acdo de hormoénios como a aldosterona, envolvida
na reabsorcéo de sodio e secre¢do de potassio, ao passo que o ducto coletor € sitio
de acdo de hormoénios como antidiurético, culminando no aumento da reabsorcéo de
agua (AIRES, 2012). Células presentes no ductor coletor, como células principais,
que reabsorvem sédio e secretam potassio e células intercalares, envolvidas
principalmente na secrecédo de hidrogénio (RANG; DALE, 2016), possuem funcdes
para a manutencdo da homeostase do equilibrio acido-base, equilibrio do potéassio,
sbédio, e reabsorcdo do magnésio, além da concentracdo urinaria (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2014).

2.1.2 Transporte de Solutos e Agua

O processo de reabsorcédo e de secrecao que acontece nos tubulos renais
esta intimamente relacionado com a estrutura celular da regido onde acontece o
transporte. Regides especializadas das células luminais como a borda em escova,
presente no tubulo contorcido proximal, ou a presenca de endotélios fenestrados nos
capilares glomerulares, aliados a presenca de proteinas na membrana plasmatica,
sao fatores essenciais para as funcfes de transporte e filtracdo respectivamente
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Apesar de suas variacbes em forma e funcao, todas as células epiteliais
que compdem o néfron partilham uma caracteristica fundamental, a polarizacdo. As
membranas plasmaticas de células epiteliais polarizadas sao divididas em dominios
distintos tanto morfologicamente quanto bioquimicamente, uma membrana voltada
para a face luminal do tubulo renal, membrana apical, enquanto outra membrana
entra em contato com a membrana basal e a células tubulares laterais, membrana
basolateral. A manifestacdo de polaridade bioquimica implica que elas tém a

capacidade de gerar e manter subdominios diferenciados entre a membrana e a



29

superficie celular (MATLIN; VALENTICH, 1989; RODRIGUEZ-BOULAN; NELSON,
1989; DUFFIELD; CAPLAN; MUTH, 2008; MUTH; CAPLAN, 2003).

O epitélio tubular renal € composto de uma quantidade notavel de tipos
celulares, variando desde células glomerulares altamente especializadas, com
processos podociticos que facilitam a filtracdo do sangue através da membrana
basal, até epitélio pavimentoso da algca de henle (ALPERN; CAPLAN; MOE, 2012).

Apesar de sua diversidade celular, certas -caracteristicas sao
compartilhadas entre todos os tipos celulares do epitélio tubular, como a presenca
de uma superficie lateral especializada para interacdes célula-célula, regulacdo da
permeabilidade transepitelial, e uma superficie basal que adere a membrana basal
(ALPERN; CAPLAN; MOE, 2012).

Todas as células epiteliais, incluindo aquelas dos tabulos renais possuem
superficies laterais especializadas para a interacao celular, realizadas através da
presenca de estruturas como juncdes estreitas ou zonula occludens, juncdes de
adesdo ou zonulas adherens, desmossomos (SCHWARZ, 1990) e juncgbes
comunicantes (SIMON; GOODENOUGH, 1998; 1999).

O transporte i6nico pelas membranas celulares serve dois propdsitos
importantes nos organismos pluricelulares; a manutencdo do volume e composicao
do fluido intracelular e a preservacéo e regulacdo do volume e composicao, do fluido
extracelular (SCHULTZ, 1981a).

A visdo corrente € que a membrana plasmética € altamente organizada e
de estrutura assimétrica composta de lipidios e proteinas (ENGELMAN, 2005).

Existem diferencas quanto a composicdo lipidica dentro de uma
monocamada; esfingolipidios, esterdis, e fosfatidilcolina predomina no folheto
extracelular, onde o folheto intracelular é enriquecido com fosfatidilinositol,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, e acido fosfatidico, o qual resulta em uma
carga negativa que facilita a ligacdo de proteinas transmembrana e periféricas
(MCINTOSH; SIMON, 2006).

Proteinas envolvidas no transporte ativo de ion sd6dio, como a propria
bomba de sddio, Na',K'-ATPase, sdo localizadas na membrana basolateral e
através do bombeamento de ions sodio para o espaco intersticial das células
tubulares renais. Tal processo cria um gradiente eletroquimico, a favor do fluxo de
sédio a partir da face luminal tubular para os capilares peritubulares, exercendo

influencia sobre o transporte de moléculas de agua através de canais , agquaporinas,
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na membrana apical das células tubulares, e pelo transporte paracelular, onde
outros fons , como Ca*" e Mg** também s&o transportados (KAPLAN, 2002).

2.2 Fisiologia Renal do Coelho

2.2.1 Macro anatomia

Macro anatomicamente, os rins do coelho se localizam de modo
retroperitoneal, onde pode-se localizar o rim direito do coelho entre a 13° vértebra
toracica e a 2° vértebra lombar, havendo contato com o lobo caudal do figado,
porém sem tocar a parede abdominal. Ja o rim esquerdo posiciona-se entre a 3° e 5°
vértebras lombares e permanece de modo ventro-caudal ao rim direito, onde sua
lateral também n&o faz contato com a parede abdominal esquerda (HRISTOV;
KOSTOV; VLADOVA, 2006; BREWER, 2006; DIMITRQV et al., 2012). Em relagéo a
coluna vertebral e a parede abdominal esquerda e direita, os dois rins se localizam
no meio da distancia entre esses dois pontos (DIMITROV et al., 2012).

Os rins de coelho sao tipicamente em formato de feijao, havendo o rim
direito seu polo cranial mais achatado comparativamente ao rim esquerdo (Figura 2).
O corte sagital do rim demonstra claramente diferentes regifes do parénquima renal

(cértex, medula e papila) e a pelve renal (DIMITROV et al., 2012).

Figura 2: Forma dos rins de coelhos Nova Zelandia

Fonte: DIMITROV et al., 2012.
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Diferentemente de muitas espécies, o coelho tem um rim unipapilar
(BREWER, 2006; DIMITROV et al., 2012; ARTHUR, 2016). Pode-se caracterizar a
pelve do coelho como tipicamente unipapilar (Figura 3), de forma afunilada, simples,
onde uma papila e um calice entram no ureter diretamente, tornando a pelve renal
uma extenséo direta do ureter (DWYER; SCHMIDT-NIELSEN, 2003).

Figura 3: corte sagital dos rins de coelhos Nova Zelandia.

cortex of
kidney

medulla
of Kidney

hilum ~~

of Kidney

pelvis  papilla pelvis
recessus

Fonte: DIMITROV et al., 2012.

Morfologicamente, a medula do rim de coelho tem as extremidades
curvadas nos polos superior e inferior renal, direcionadas para o hilo renal
(SHEEHAN; DAVIS, 1959). A piramide propriamente dita € uma projecdo da medula,
formando um cone achatado. A medula, por sua vez, é dividida em uma zona
externa, posteriormente se dividindo em uma faixa externa e interna, na qual forma a
papila.

Quanto a vasculatura renal do coelho, ndo se tem uma diferenca quanto
ao tamanho, sendo todos de tamanho uniforme e distribuicdo regular ao longo da
faixa interna. Diferentemente do rato e camundongo, os feixes vasculares nao se
fundem para formar feixes secundarios (KOEPPEN, 1980).

O rim do coelho é o Unico no qual a membrana basal das células do
tubulo contorcido proximal e distalpode ser separada dos tubulos em fatias de rim,
tornando o coelho um modelo animal util para o estudo da fisiologia tubular renal
(BREWER, 2006).
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Um dos principais diferenciais entre o coelho e demais mamiferos é
namero de néfrons, onde o camundongo tem por volta de 12.400 néfrons por rim, o
rato 30.000 a 40.000, e o coelho 230.000 (RYTAND, 1938; KNEPPER, 1977).
Diferentemente de outros mamiferos, como cdes e humanos, 0 numero de
glomérulos nos coelhos aumenta depois do nascimento (SMITH, 1951).

No coelho, assim como em muitos mamiferos, pouco ou nenhum
glomérulo toca a superficie renal, como acontece em anfibios e na linhagem de ratos
Wistar-Munique (BREWER, 1994). Outra diferenca anatdomica renal € a presenca de
uma regido curta que conecta o glomérulo ao tubulo contorcido proximal
(SCHONHEYDER; MAUNSBACH, 1975), assim como uma regiao curta conectando
0 tubulo contorcido distal ao ducto coletor (KRIZ et al., 1988).

Assim como no glomérulo, as Algas de Henle também possuem distingdes
na sua morfologia, sendo compostas de 70% de alcas longas e 30% de alcas curtas.
O numero de algcas curtas sobrepde o numero de alcas longas em ratos,
camundongos, humanos e porcos, ao passo que carnivoros possuem somente al¢as
longas (BREWER; CRUISE, 1994).

2.2.1 Marcadores de Funcéo renal

Assim como outros mamiferos, o coelho possui suas particularidades
guanto aos seus aspectos fisioldgicos, especificamente quanto a marcadores de
funcdo renais e niveis de eletrdlitos, em virtude de seus aspectos morfofuncionais
renais, e suas peculiaridades.

A creatinina € um composto nitrogenado de natureza ndo proteica
produzido a partir da quebra da fosfocreatina muscular. Ela pode ser encontrada
tanto no plasma quanto na urina, e pode ser usado como um marcador de fungéo
glomerular através da comparacdo da quantidade de creatinina presente na urina
em relacdo ao plasma (AIRES, 2012).

Segundo Kaplan e Smith (1935), o uso de inulina ou creatinina pode ser
feito no coelho como marcadores de fung¢ao glomerular. Uma das particularidades do
coelho é a alteracdo de funcdo glomerular, especificamente, a taxa de filtracdo
glomerular. O coelho tem a capacidade de aumento em até 16 vezes na diurese,

sem significativamente haver aumento na taxa de filtragdo glomerular (SMITH,
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1951). Tal fato se deve ao processo de auto regulacdo na arteriola aferente, o qual
fenbmeno semelhante ndo é encontrado em outros mamiferos (STEINHAUSEN;
ENDLICH; WIEGMAN, 1990).

Os niveis de creatinina sérica no coelho variam em torno de 0,5- 2,5 mg/dI
e podem ser aumentados em casos patolégicos , como a presenca de insuficiéncia
renal ou lesdo muscular (MITCHELL; TULLY , 2009).

Os principais eletrélitos que regulam nossas fungdes corporais como
manuntencao do potencial de repouso, gradiente ibnico para transportes celulares e
excitabilidade celular sédo considerados sédio, potassio e cloro.

O sodio € um cétion presente em todos o0s espacos teciduais, e sua
concentracdo esta associada com a homeostase osmotica. O sodio plasmatico
geralmente esta em equilibrio com o sédio excretado, onde a maior reabsorcédo de
sodio ocorre nos tubulos distais e ductos coletores do rim. A faixa referencial para o
sodio sérico em coelhos € 131- 155 mEqg/l, e os niveis podem variar
consideravelmente, distinguindo-se entre as cepas de coelhos ( FOX; LAIRD, 1970).

Potassio € primariamente um cation intracelular, importante para a
manutencdo do potencial de membrana. Os niveis intracelulares e extracelulares de
potassios sdo regulados por mecanismos complexos de troca ibnica, onde
compostos como aldosterona, catecolaminas e insulina podem modificar os niveis
intracelular ou extracelular (EVANS, 2009). A faixa referéncia de potassio sérico para
coelhos é ao redor de 3.5- 6.9 mEg/l e pode flutuar fisiologicamente tanto em
coelhos quanto em outros herbivoros ( MELILLO, 2007).

Cloreto € um éanion encontrado em grande quantidade no meio
extracelular, e juntamente com o sédio, é importante para a manutencdo da
osmolalidade e do balanco &cido-base. Os niveis referéncias para o cloro em
coelhos sé@o de 92-120 mEqg/lI e permanecem constante em diferentes idades e sexo
(KURTZ; TRAVLOS, 2017).

2.3 Balang¢o Hidrossalino.
Diariamente, nosso corpo regula a homeostase do volume de fluidos para

ajustar as concentracdes de sais e eletrdlitos de forma compativel com a vida. Os

rins participam ativamente do processo de controle do equilibrio hidrossalino,
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realizando processos celulares de secrecdo e reabsorcdo nos tubulos renais
(GARBERS; DUBOIS, 1999).

A adaptacdo dos transportes renais e intestinais para agua e eletrélitos as
mudancas na ingestdo diaria de sodio € controlada primariamente por dois
mecanismos endadcrinos distintos- 0 sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona e o
peptideo natriurético atrial (ANP) (POTTHAST, 2001).

Alteracbes como reducdo e expansdo de volume plasmatico
desencadeiam mecanismos homeostaticos para reestabelecer condicdes funcionais
basais. O sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona é um mecanismo classico para
promover reducdo de volume sanguineo através do aumento dos niveis séricos de
um potente mediador vasoconstrictor, angiotensina Il e sinalizacdo hormonal a partir
deste, pela liberacdo de aldosterona do cértex suprarrenal, e como consequéncia,
aumento da reabsorcéo distal de NaCl (SILVERTHORN, 2009).

Apesar de o sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona atuar como
principal sistema na regulacdo da excrecdo de sodio renal, experimentos nos
meados de 1950 sugeriram existéncia de outros fatores natriuréticos (SAGNELLA,
2000). Henry e colaboradores (1956) forneceram evidéncias para a presenca de
receptores, localizados no &trio esquerdo, que eram sensiveis as mudancas no
volume circulante de sangue e afetava as respostas homeostaticas do rim.
Pesquisas subsequentes levaram a descoberta do peptideo natriurético atrial (PNA)
nos meados de 1980 (DE BOLD, 1985).

Desde entdo, numerosos estudos tem provido novos achados sobre o
papel do PNA na regulacdo do volume sanguineo e protecao contra a sobrecarga de
volume.

Esta estabelecido na literatura que o PNA pode rapidamente aumentar a
eliminacdo de sodio, promovendo um grande aumento na filtracdo glomerular
(MELO, 2000) e diminuindo a reabsorc¢éo tubular de sodio (COGAN, 1990). Porém,
este sistema é dependente de um aumento inicial, sendo necessaria uma grande
magnitude em termos de estimulo para haver a liberagédo do peptideo dos receptores
atriais, portanto, dificilmente desempenhando um papel significativo no dia-a-dia da
homeostase do NaCl (COGAN, 1990 ; MELO, 2000).

Experimentos em 1970 demonstraram que em coelhos e humanos, uma
carga salina oral pode evocar uma maior natriurese do que o equivalente dado por

via intravenosa, sugerindo a existéncia de um horménio natriurético liberado a partir
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do trato gastrointestinal (FONTELES; NASCIMENTO, 2011). Inicialmente
denominado “Fator natriureticus similis” (FONTELES et al., 1990 e 1993), foi
posteriormente isolado , purificado e sua estrutura determinada a partir do jejuno de
rato ( CURRIE et al., 1992), sendo denominado guanilina. Um terceiro sistema para
manutencdo do equilibrio hidrossalino pode ser citado; o sistema uroguanilina e

guanilinas.

2.3.1 Papel do Intestino do coelho na Regulagao do Sal

O sistema gastrointestinal coordena os eventos da digestdo e absorcao
dos nutrientes e liquidos ingeridos pelo organismo, além de outras funcbes
essenciais como a secrecdo e absorcao de fluidos, eletrélitos e minerais (YANG,;
JOSE; ZENG, 2017; MEERVELD, 2017).

A anatémo-fisiologia do sistema gastrointestinal do coelho o faz um
animal Unico, verdadeiramente herbivoro ndo ruminante. O estébmago do coelho
compreende cerca de 15% do volume total do sistema gastrointestinal (JOHNSON-
DELANEY, 2006), sendo limitado superiormente por um esfincter cardiaco
extremamente bem desenvolvido que impede o vomito (BOTHA, 1958). A porcao
cardiaca do estdbmago tem paredes finas, € ndo glandular e intrinsecamente imovel
(DAVIES; DAVIES, 2003).

Assim como em outros mamiferos, o tecido presente no fundo do
estbmago contém células parietais que secretam &cido cloridrico e fatores
intrinsecos, como também células principais que secretam pepsinogénio,
contribuindo para a ocorréncia da diminuicdo do pH luminal e digestdo de bolo
alimentar (DAVIES; DAVIES, 2003).

Mesmo apos 24 horas de jejum, o estbmago pode conter uma mistura de
bolo alimentar, pelos e fluidos, podendo estar ainda 50% cheio (O’'MALLEY, 2005;
GRIFFITHS; DAVIES, 1953).

O intestino delgado ocupa aproximadamente 12% do volume total do trato
gastrointestinal. Formado por duodeno, jejuno e ileo, este possui algumas
estruturas que sao exclusivas do coelho enquanto espécie. O intestino delgado
pode ser considerado mais curto se comparado a outras espécies (Figura 4)
(SUCKOW; STEVENS;WILSON, 1997).
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Por se tratar de um animal cujo sistema digestivo estd constantemente
ativo, promovendo rapida peristalse e digestdo, porém, com baixa ingestdo de
proteinas e carboidratos (WEISBROTH; FLATT; KRAUS, 2013), o pancreas possui
um tamanho menor.

Anatomicamente, o duodeno se liga ao ducto biliar e ao pancreatico, que
penetram na regido duodenal separadamente (CUNHA; CHEEKE, 2012; BLAS;
WISEMAN, 2010). Enquanto o ducto biliar se conecta ao duodeno proximal, o
ducto pancreatico se conecta de forma distal. O lobo direito do pancreas se localiza
perto da alca duodenal e o esquerdo repousa entre o estbmago e o cdélon
transverso (JOHNSON-DELANEY, 2006).

O jejuno é a estrutura mais longa do intestino delgado, possuindo menor
vascularizacdo do que o duodeno e paredes mais finas. O ileo em sua parte mais
distal, dorsalmente ao intestino grosso no quadrante caudal esquerdo, da origem a
uma estrutura chamada sacculus rotundus (QUESENBERRY; CARPENTER, 2011,
FUDGE, 2000), marcando a juncao o ileo, o ceco e o célon. O sacculus rotundus é
freqientemente chamado de "amigdala cecal" por causa do tecido linfatico e da
composicdo dos macrofagos. Esta estrutura parece ter uma fungdo imunoldgica e
somente achado em lagomorfo (FUDGE, 2000).

O ceco do coelho é proporcionalmente o maior do que qualquer mamifero.
E duas vezes o comprimento da cavidade abdominal e 40- 60% do volume total do
trato gastrointestinal (FUDGE, 2000).
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Figura 4:representacdo anatdbmica ventro-dorsal dos 6rgédos dentro da cavidade abdominal e toracica
de uma fémea adulta de coelho. 1.Traqueia, 2. Eséfago, 3. Timo, 4. Diafragma, 5. Estdmago, 6. Baco,
7. Ceco, 8.Glandula Adrenal Esquerda, 9. Rim esquerdo, 10. Ovario Esquerdo, 11. Colon
descendente, 12. Bexiga urindria, 13. Pulmdes, 14. Coragdo 15. Figado, 16. Pancreas, 17. Intestino
Delgado, 18. Glandula Adrenal Direita, 19. Rim direito, 20. Ovario Direito, 21. Corno direito do Utero

Fonte: SILVERMAN; TELL, 2005.

Enquanto o processo digestivo e absortivo no coelho guardam
semelhancas com outras espécies, ainda existem muitas diferencas anatbmicas na
estrutura da superficie epitelial e organizagdo celular que diferem em segmentos
consecutivos do trato intestinal (SNIPES et al., 1982). Tais diferencas se tornam
cruciais para heterogenicidade funcional entre segmentos quanto a diferenca de
potencial elétrico transepitelial e concentracdo de eletrdlitos ao longo do intestino
delgado e grosso.

Anteriormente, trabalhos haviam demonstrado que o colon de mamifero
absorvia Na* e CI, e secretava K* e HCO3 quando o limen era exposto a uma

solugcdo similar ao plasma, livre de proteina (TURNBERG, 1970). Inferia-se o
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movimento de Na* e HCO3 a transportes ativos, mas K" e CI" permaneciam n&o
explicados ( FRIZZELL; KOCH; SCHULTZ, 1976).

Posteriormente, Frizzell e colaboradores (1976) demonstraram in vitro que
o colon isolado de coelho absorve ativamente Na*, contribuindo para a diferenca de
potencial elétrico transepitelial, enquanto o K*, devido ao potencial elétrico favoravel
e alta permeabilidade, é ativamente secretado no limen intestinal (TURNBERG,
1970). O processo absortivo de CI" é realizado pelo transportador CI" - HCO3', no
qual a producdo de HCOj3 é derivada da atividade da anidrase carbonica, vista ser
expressa no colon do rato e porquinho da india (CARTER; PARSONS, 1971).

Welsh e colaboradores (1982) demonstraram que 0s processos absortivos
ocorrem em locais diferentes na estrutura tecidual da mucosa gastrointestinal. As
criptas do célon promovem a secrecao eletrogénica de CI', mediado por ATP ciclico,
enquanto outros trabalhos (SCHULTZ; FRIZZELL; NELLANS, 1977) demonstraram
que as células epiteliais de superficie estavam envolvidas no processo absortivo de
Na®.

Posteriormente, apds extensivamente estudado, preparacdes de colon de
coelho in vitro forneceram um modelo para a absor¢do eletrogénica de Na® em
intestino grosso de mamiferos (SCHULZ 1981b; SCHULZ; FIELD; FRIZZELL, 1991).

Entretanto, a maioria dos trabalhos relataram resultados em célon
descendente. Somente em 1982, os trabalhos de Clauss e Hernicke, e em 1984,
com os trabalhos de Sellin e DeSoigne, puderam ser investigados as diferencas
quanto as propriedades elétricas nos diferentes segmentos de célon para o
transporte i6nico de Na* e CI".

Clauss e colaboradores (1985) demonstraram a existéncia de diferentes
padrées de reabsorcdo de eletrdlitos presente ao longo do intestino grosso do
coelho. A absorcdo de Na* se mostrou decrescente do ceco para o célon distal,
onde a administracdo de oubaina aboliu a absorcéo de Na* em todos os segmentos.
Postulou-se a acdo da bomba de sodio basolateral no transporte ativo de Na* nos
segmentos proximais e distais, ja que a expressédo de Na*, K'-ATPAse ja havia sido
descrita em intestino grosso de coelhos anteriormente (VENGESA; HOPFER, 1979).

Assim como demonstrado por Snipes e colaboradores (1982), existem
diferencas quanto ao contetudo de eletrdlitos nas fezes em diferentes locais do

intestino do coelho. E a variagcdo na motilidade, associada ao ritmo diurno,
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estabelece diferencas quanto a capacidade de absorcdo de eletrélitos de 2 a 8
vezes (CLAUSS, 1984), em diferentes segmentos.

A heterogeneidade das propriedades de absorcdo ao longo do célon do
coelho parece, portanto, fazer parte do mecanismo digestivo especial nesta espécie,
e mostra que esse 6rgado é mais diferenciado do que o intestino grosso de outros
mamiferos.

Portanto, o intestino do coelho atua permanentemente na regulacdo da
concentracdo de sal presente nas fezes, possuindo meios para detecta-la, e
controlar sua variacdo quando necessario, a nivel de meio interno e meio externo.

A sensibilidade ao sal € uma resposta fisiolégica complexa nos
organismos superiores, na qual o objetivo do sistema € manter o balanco de sal nos
limiares normais. A sensibilidade ao sal ocorre em muitos locais do organismo,
incluindo o trato gastrointestinal, lingua, estébmago, intestino delgado e grosso
(NODA; HIYAMA, 2015; ORLOV; MONGIN, 2007; TITZE; MACHNIK, 2010; JONES
et al., 2014; BENOS , 2004; XU et al., 2015) .

Um dos primeiros 6rgdos a serem expostos ao sal ingerido € o trato
gastrointestinal. Em um estado de deplecao de sal, as necessidades de sal sentidas
por érgados como lingua e estdbmago levam o organismo a intencionalmente ingerir
mais sal (FU; VALLON, 2014), ocorrendo o oposto em um estado de excesso de sal,
onde ha a ativacdo de mecanismos fisiolégicos em outros 6rgdos para inibir a
absorcao/reabsorcdo de Na'.

Um dos primeiros trabalhos a demonstrarem a sensibilidade ao sal na
fisiologia gastrointestinal de coelho foi o de Lennane e colaboradores (1975) no qual
foram feitos experimentos com coelhos (3 Kg) seguindo dois protocolos; a
administracdo em bolus de 1.5 mmol de Na* / Kg de peso corporal, via veia marginal
da orelha (i.v), e simultaneamente, 0 mesmo volume de solucédo salina hipotonica
(0.075 mmol/Kg) via gavagem. O segundo protocolo, administrava-se a solugao
hipotdnica via intravenosa, e a solucdo hiperténica por gavagem. A urina foi colhida
através de um cateter Foley inserido na bexiga, por periodos de 4,8 e 24 h.

Os resultados mostraram que o grupo o qual havia recebido uma carga de
soédio oral produziu uma natriurese significantemente maior em todos os tempos
comparado ao grupo cuja administracao foi intravenosa (Tabela 1). A excregéo de
potassio e volume de urina nao foi significantemente modificada em 4,8 ou 24 h
(LENNANE et al., 1975).
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Tabela 1: Excrecdo urinaria de Na+ antes e depois da carga de cloreto de sodio. Resultados estédo
representados como médias + erro padrdo da média para dados pareados de 11 coelhos.
Significancia estatistica foi testada para teste T pareado (n=11). NS= Nao significante (Adaptado de
LENNANE et al., 1975).

Excrecédo Urinaria de sddio (umol)

Via de Administragao Antes Depois Aumento ap6s
da Exposicao Exposicéo
24 h 0-4 h 0-8h 0-24 h 24 h
Oral 482 +97 720+ 142 1315+287 2736 + 497 +2254 + 457
Intravenosa 332+88 244143 349 + 39 608 £ 70 +275 + 108
0.14 3.83 3.25 4.19 3.34
P NS <0,005 <0,005 <0,005 <0,005

Anteriormente, trabalhos de diversos pesquisadores haviam mostrado que
diversos fatores poderiam levar a um evento de natriurese. Starling e Veney (1925)
demonstraram que concentragdes variadas de fluidos de modo intravenoso
poderiam produzir mudangas osmolares e hemodinamicas, levando a natriurese.

Outros autores postularam que parametros como hematécrito (SCHRIER;
EARLEY, 1970), pressdo oncotica plasmatica (HOWARD et al, 1968) e
concentracdo de sodio plasméatico (GOLDSMITH; RECTOR;SELDIN, 1962)
poderiam exercer efeitos renais.

Entretanto, na época, ndo havia consenso se a ocorréncia de uma
natriurese apds uma carga oral de sddio poderia ser explicada através de mudancas
cardiovasculares, atividade do sistema nervoso simpatico, concentracdo de sodio
tubular ou viscosidade do sangue (HOLLENBERG et al., 1972).

A partir deste estudo, diversas explicacdes para este fendmeno surgiram,
como; reflexos neurais desencadeados pela parede gastrointestinal, liberacdo de
uma substancia inibidora da acdo da aldosterona, estimulos de natureza osmotica
ou nao para a circulacdo porta-hepatica que levariam as alternativas acima, e por

altimo, a liberagcdo de um hormdnio natriurético.
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2.3.2 Papel do Rim na Regulagao do Sal

A fim de se estudar o transporte tubular renal em modelo experimental de
coelhos, foram desenvolvidas técnicas que se utilizavam de fragmentos com 2 mm
de espessura, segmentados a partir do centro do rim do coelho (BURG et al ,1965).

Posteriormente, em 1970, Grantham e colaboradores examinaram a
natureza do transporte tubular de Na* e K* em fragmentos isolados a partir do tibulo
coletor de néfrons corticais do coelho, utilizando a técnica de fragmentacao.
Obtiveram, entfo, evidencias para a secrecdo de K* e reabsorcdo de Na® nos
tubulos renais.

Em épocas passadas, era bem estabelecido que o K' filtrado era
completamente absorvido nos néfrons proximais de mamiferos (BERLINER;
KENNEDY; HILTON, 1950). No entanto, a partir de trabalhos com a técnica de
clearance renal (DAVIDSON; LEVINSKY; BERLINER, 1958) e fluxo estatico
(WALKER et al., 1961; VANDER, 1961), em aves e mamiferos, demonstrou-se que
ha a secrecdo de K" através do tubulo distal.

Diversas outras espécies como ratos (MALNIC, 1964; 1969), cdaes
(BENNETT; CLAPP; BERLINER, 1967), macacos (BENNETT; CLAPP; BERLINER,
1967) e coelhos (GRANTHAM; BURG; ORLOFF, 1970) foram objetos de pesquisa
guanto a microperfusao de tubulos convolutos, o que possibilitou a demonstracédo da
reabsorcéo de K* no tabulo proximal e alcas de henle.

Na década de 70, a partir da técnica de microperfusdo, podde-se
determinar a diferenca entre diversos segmentos do tubulo distal (WOODHALL,;
TISHER, 1973; MOREL et al.,1976). Um estudo morfolégico por Woodhall e Tisher
(1973) sugeriu que existe uma heterogeneidade a nivel funcional em virtude da acéo
do hormoénio antidiurético nos segmentos distais do néfron potencialmente
disponiveis para microperfuséao.

Um estudo de perfuséo in vitro nos fragmentos de tubulos de coelho
demonstrou que o segmento mais proximal do tdbulo distal é funcionalmente
diferente do tubulo coletor cortical no tocante a sua resposta ao hormdnio
antidiurético e corticoides.

Pesquisas ja tinha sugerido que poderiam existir segmentos distintos
entre o tubulo distal e o tabulo coletor cortical, a partir de dados morfoldgicos (IMAI,
1979) e embriolégicos (OSATHANDONH; POTTER 1963).
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Posteriormente, tais diferencas foram confirmadas através de microscopia
eletronica (KRIZ 1978a, KRIZ 1978b), onde ficavam evidente os diferentes aspectos
tubulares entre os segmentos de tubulo distal, tibulo conector e tubulo coletor
cortical. Estudos bioquimicos de tudbulos renais isolados (MOREL et al.,1976;
CHABARDES et al.,, 1975) corroboram a visdo de que existe um segmento
funcionalmente distinto existe entre o tubulo distal e o tdbulo coletor cortical.

Concluindo, o néfron distal do coelho pode ser classificado em segmentos
funcionais distintos: o tubulo distal, o tubulo conector, e o tubulo coletor cortical.
Apesar de o tubulo conector ter caracteristicas em comum com o tubulo distal, este

segmento € Unico.

2.4 Guanilinas e Uroguanilinas

Guanilinas e Uroguanilinas sédo peptideos sintetizados como pro-
horménios e tém sido isolados do plasma de diversos organismos como bactérias,
humanos, gambas, porquinhos da india, ratos, entre outros (FONTELES;
NASCIMENTO, 2011), os quais apresentam alta homologia entre as estruturas

peptidicas encontradas em sistemas fisiol6gicos de espécies diferentes (Figura 5).
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Figura 5: Estruturas peptidicas priméarias de guanilina, uroguanilina e enterotoxina termoestavel e
suas expressdes em diversas espécies.Q: glutamina. E: acido glutamico. D: aspartato. L: leucina. C:
cisteina. N: asparagina. I: isoleucina. V: valina. A: alanina. T: treonina. G: glicina. S: serina. H:
histidina. P: prolina. Y: tirosina. W: triptofano. D: aspartato. F: fenilalanina.

Uroguanylin
Opossum Q ED(C E L C I N(V|ACT G C
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Fonte: FONTELES et al., 1998

A familia das guanilinas, atualmente, incluem 4 membros; guanilinas,
uroguanilinas, linfoguanilinas e renoguanilinas achadas em enguias. As guanilinas
foram os primeiros peptideos a serem isolados, a partir de jejuno de rato (CURRIE et
al., 1992). Posteriormente, uroguanilina foi isolada a partir de urina de gamba
(HAMRA et al., 1993), ao passo que linfoguanilina foi isolada a partir de seu tecido
linfatico (FORTE et al, 1999) e renoguanilina a partir de enguias (YUGE; TAKEI,
2007). Renoguanilina e linfoguanilina ainda carecem de investigacdes acerca de sua

expressao ou papel fisiolégico no organismo de mamiferos.

A literatura relata a expressado e sintese de guanilinas e uroguanilinas
tanto no trato gastrointestinal quanto no sistema renal. Ambos estdo presentes no
epitélio intestinal, e sdo secretadas no limen intestinal e na circulagdo sanguinea
(FORTE, 2004; 2005). Elas sao liberadas apicalmente, no liamen intestinal e
basolateralmente em confluéncia com os vasos sanguineos (RUDOLPH; HAWKINS;
COHEN, 2002).

Uroguanilina € principalmente sintetizada nas células enterocromafins

e guanilina nas células caliciformes no colon e outros tecidos, como cérebro
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(COHEN et al., 1995; RAHBI et al., 2012 ;TEIXEIRA et al., 2013). O RNAm para a
expressdo de guanilina pode ser encontrado desde o duodeno até o colon distal,
tendo sua menor expressao nas partes iniciais do trato digestivo até a maxima
expressdo nas partes mais distais do trato gastrointestinal (FONTELES;
NASCIMENTO, 2011). Uroguanilinas estdo presentes ao longo do trato
gastrointestinal, havendo sua maxima expressao na regido do duodeno (RAHBI et
al., 2012; SINDIC, 2013).

Similarmente ao intestino, a expressao de guanilinas e uroguanilinas no
rim ndo é homogénea. Existe um eixo de expressao crescente em relacdo as
diversas partes do néfron, sugerindo uma acdo enddcrina para uroguanilinas
expressas no intestino, paracrina e autdcrina para guanilinas expressas nos tubulos
renais. O RNAm para guanilinas esta mais expresso nos ductos coletores , em
analogia ao célon, enquanto o RNAmM para uroguanilinas esta mais expresso nos
segmentos iniciais dos néfrons, os tubulos contorcidos proximais (POTTHAST et al.,
2001).

Atualmente, diversos trabalhos apontam para a existéncia de um eixo
enddcrino entero-renal para regulacao da ingestdo de sal a partir da producdo de
peptideos natriuréticos. A uroguanlinina é liberada a partir do intestino como pro-
uroguanilina, sendo convertida a peptideo natriurético ativo dentro dos tabulos renais
(MOSS et al., 2008; QIAN et al., 2008), estabelecendo entdo, um eixo entero-renal.

2.4.1 Descoberta das Uroguanilinas

Desde a década de 70, pesquisas de Carey e colaboradores (1976)
demonstravam uma diferenga, em modelos experimentais humanos e coelhos, entre
a natriurese provocada pela administracdo de sal oral e parenteral. Essas
observacdes contribuiam para a criacdo de um conceito sobre uma sinalizacao entre
0 sistema gastrointestinal e o sistema renal. De acordo com este conceito, haveria a
liberacdo de hormdénios natriuréticos do intestino para a circulacdo em resposta a
ingestao oral de sal, e posteriormente haveria a excrecao de sal via renal.

Pesquisas realizadas por Lima e Fonteles (1983), durante a década de
80, permitiram descobrir as acfes natriuréticas, caliuréticas e diuréticas de uma

fracdo parcialmente purificada de enterotoxina termoestavel de Escherichia coli
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(STa) em modelo de rim perfundido de rato. Os resultados da pesquisa foram
apresentados no XVIII congresso brasileiro de fisiologia e divulgados para a
comunidade cientifica a época.

A acado da enterotoxina de Escherichia coli nos tubulos renais do néfron
de rato os levou a postular a existéncia de um mediador enddégeno que causasse, de
modo semelhante, a excrecdo de sbdio, potdssio e &gua no rim.

Fonteles e colaboradores (1990; 1993), posteriormente, durante a década
de 90, conduziram pesquisas em rins de coelhos sob condicbes de 90 minutos de
hipoxia. Essa condigéo fisiologica levava a liberacdo de um fator com propriedades
natriuréticas, capaz tanto de se ligar a anticorpos para ANP quanto de induzir a
geragcdo de GMPc em células T84. Fora denominado “Factor Natriureticus Similis”.

Posteriormente, em 1991, Fonteles e colaboradores apresentaram
resultados inéditos da acdo da Enterotoxina da Escherichia coli (STa) e toxina da
cOlera, na vigésima quinta conferéncia Estados Unidos- Japdo de célera e doencas
relacionadas a diarreia. STa (0,42 ng/g/min) promoveu em rim perfundido de coelho
uma diminuicdo da reabsorcao fracionada e o percentual de reabsorcédo proximal de
sodio. Naquele mesmo ano, 1992, Currie e colaboradores isolaram, purificaram e
determinaram a estrutura das guanilinas a partir do jejuno de rato.

Anos mais tarde, em 1993, Fonteles e colaboradores, caracterizaram as
acles renais de um analogo das guanilinas, comparativamente a Enterotoxina termo
estavel de Escherichia coli, Lis-guanilina (2 pg), promovendo um aumento de 4x no
fluxo urinario, 100% de aumento do Ritmo de Filtracdo Glomerular e diminuicdo na
fracdo de sddio e potassio reabsorvidos.

Ja em 1998, Fonteles e colaboradores caracterizaram as atividades
caliuréticas, natriuréticas e diuréticas de guanilinas e uroguanilinas em rim
perfundido de rato, postulando que esses peptideos atuam no equilibrio e regulacao
do transporte de agua e sais no intestino e rim.

Em 2003, Santos-Neto e colaboradores, demonstraram o efeito renal de
um andalogo das guanilinas, Lis-guanilina (1 e 2,5 ug/ml) , na perfusao renal de rato.
Os efeitos renais de Lis-guanilina compreenderam uma reducdo do %TNa" e %TK",

assim como aumento na presséo de perfusao, fluxo urinario e clearance osmolar.
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2.4.2 Estrutura Molecular

Guanilinas e uroguanilinas sdo peptideos pequenos, termoestaveis,
possuindo 15 a 19 aminoacidos. A guanilina humana consiste de 15 aminoécidos,
com 2 pontes dissulfidicas entre as cisteinas nas posicbes 4 a 12 e 7 a 15
(MUELLER; DIEPLINGER, 2012 ). A uroguanilina humana consiste de 16
aminoacidos e possui pontes dissulfidicas nas mesmas posi¢cdes (KITA et al., 1994;
MUELLER; DIEPLINGER, 2012). Em ambas, as pontes dissulfidicas podem
influenciar na sua conformacgdo estrutural e a sua atividade biolégica (SINDIC;
SCHLATTER, 2006).

2.4.3 Mecanismo de Acgao de Peptideos Natriuréticos

A primeira descoberta da acao fisiolégica das guanilinas se deu no
tubulo proximal. Células do tdbulo proximal séo especificas para realizar uma
massiva reabsorcdo de agua e ions. A cada dia, as células dos tubulos proximais
reabsorvem cerca de 120L de agua filtrada, 65% de soédio filtrado, potassio e cloreto,
e quase todo o bicarbonato filtrado. Pequenas mudancas no transporte do tibulo
proximal levam a grandes mudancas finais na urina.

Os sitios de ligacdo para Guanilinas, uroguanilinas e a enterotoxina
termoestavel de Escherichia coli (STa) estdo localizados tanto no gamba quanto no
humano nas células do tdbulo proximal (FORTE; KRAUSE; FREEMAN, 1988;
WHITE et al., 1989; FUJIMOTO et al., 2000).

Guanilinas aumentam a excrecdo de sédio, potassio e agua nos rins
sem mudangas no ritmo de filtragdo glomerular ou fluxo sanguineo renal
(FONTELES et al., 1998; CARRITHERS et al., 1999).

Em metodologia de rim perfundido, o tratamento com uroguanilina,
guanilina ou STa demonstrou-se gque guanilina é menos potente do que uroguanilina
ou STa como um agonista diurético e natriurético. Entretanto, guanilina causa um
aumento substancial na excrecdo de potassio. O tratamento com uroguanilina ou

STa intravenosa em camundongos estimula a excre¢ao de sodio, potassio e agua,
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porém, guanilina foi ineficaz em provocar natriurese , caliurese e diurese nas doses
testadas (GREENBERG et al., 1997).

O tubulo proximal esta envolvido ativamente na reabsorcdo de
bicarbonato. Uroguanilina se mostrou eficaz em inibir a atividade da isoforma 3 do
trocador Na'/H" , localizado na membrana apical, decrescendo a secrecdo de ions
hidrogénio e entdo, diminuindo a secrecdo de bicarbonato (LESSA et al., 2012), e
também a isoforma 2 no intestino (TORIANO et al., 2012) Uroguanilina inibe a
atividade de NHE3 via GMPc seguida por ativacdo de proteina quinase G, e
aumento de AMPc, seguido por ativagdo de proteina quinase A. Ambas sao capazes
de fosforilar NHE3 na membrana apical das células , posteriormente, reduzindo sua
expressdo (LESSA et al., 2012).

As formas circulantes no sangue de uroguanilina e pré-uroguanilina séo
consideradas a fonte majoritaria de uroguanilinas biologicamente ativas presentes
na urina (FAN, 1997; KINOSHITA et al., 1997; NAKAZATO; YAMAGUCHI; DATE,
1996). Ambos os peptideos séo totalmente filtrados no glomérulo e podem atuar nos
tubulos renais.

Ambas guanilinas e uroguanilinas que circulam no plasma, podem ser
filtradas no glomérulo para a urina primaria. Uroguanilina é excretada via urina final,
enguanto a guanilina é dificilmente achada na urina (HAMRA et al., 1993; MOSS et
al,. 2008). A possivel razdo para este fato é a sensibilidade da guanilina a
guimotripsinas presentes na borda em escova dos tubulos renais, na qual degrada
rapidamente guanilina apods a filtracdo glomerular no limen do tdbulo renal
(CAPRICK; GARIEPY, 1993; MOSS et al., 2008). Essas diferencas na degradacéao e
padrdo de expressdo de guanilinas e uroguanilinas sugerem que provavelmente
guanilina atue como hormdénio estritamente autocrino, enquanto uroguanilina possa
atuar como hormdonio paracrino no rim.

A fonte dos peptideos guanilinas e uroguanilinas no lumen tubular,
além do processo de filtracdo glomerular, poderia ser também a expressdo de
RNAmM de guanilinas e uroguanilinas nas células epiteliais renais (POTTHAST et al.,
2001; CARRITHERS et al., 2000;FUJIMOTO et al., 2000)

Dados a patrtir de células em cultura de tabulos proximais sugerem que
as guanilinas inibem a reabsor¢do de sédio neste segmento do nefron. Uroguanilina

diminuem a expressdo de Na'/K'-ATPase, o qual diminui o gradiente de
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concentragéo para o sodio, e entdo, reduz a reabsorcao de eletrolitos acoplados ao
sodio a partir do lamen tubular ( CARRITHERS et al., 1999).

Finalmente, assim como no intestino, o aumento no GMPc celular por
guanilina e uroguanilina ( FAWCUS et al., 1997), inibiria o trocador Na'/H" e entéo,
reduziria a reabsor¢do de volume e de sodio.

Como mencionado acima, as guanilinas ainda podem causar
natriurese, caliurese e diurese em camundongos knockout para receptores de
guanilato ciclase tipo C(GC-C), sugerindo a existéncia de mais de uma isoforma
presente nos rins ou vias de sinalizacdo independentes de receptores guanilato
ciclase e formacdo de GMPc (SINDIC et al., 2013).

2.5 Receptores Moleculares Guanilato Ciclase e Guanilinas

Enterotoxinas termoestaveis s&do capazes de estimular receptores
guanilato ciclase de membrana, localizados apicalmente em enterdcitos presentes
no intestino delgado e grosso, aumentando a produgcdo de GMPc e
consequentemente a secrecdo de cloreto, bicarbonato de sédio e fluido do lumen
intestinal (HUGHES, 1978; FIELD, 1978).

A hiperestimulacédo da producdo de GMPc por ST provoca o aumento na
secrecao de eletrdlitos e fluidos intestinais, causando uma forma de diarreia aquosa.
Por volta de uma década atras, esses receptores de superficie de membrana para
peptideos ST foram considerados apenas uma peculiaridade da mucosa intestinal
gue servia de alvos inoportunos para toxinas bacterianas.

Entéo, receptores guanilato ciclase para peptideos ST foram descobertos
em duas linhagens de células, células OK (Kidney opussum) e PTK2, e em tecidos
renais, hepéticos e testis de gamba norte-americano. A existéncia de “receptores
para toxina termoestavel de escherichia coli” em tecidos renais, hepaticos, vias
aéreas e testis predizem que peptideos semelhantes a STa existem para regular a
atividade tanto de receptores guanilato ciclase extra-intestinais quanto intestinais,
influenciando a funcdo epitelial via segundo mensageiro, GMPc (FONTELES;
NASCIMENTO, 2011)

Guanilinas, uroguanilinas e linfoguanilinas sdo peptideos endégenos que

servem como reguladores fisioloégicos do seu receptor cognato (peptideo ST) no
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intestino, rim e outros epitélios (CURRIE et al., 1992; FORTE et al., 1999 ; HAMRA
et al., 1993).

As acdes de guanilinas enddgenas incluem a regulacdo de secrecédo de
fluido intestinal durante a digestao, e neutralizacdo do HCIl no duodeno e de acidos
organicos derivados de bactérias entéricas no intestino grosso ( GUBA, 1996).

GMPc influencia secrecao transepitelial de CI" e HCO3z no intestino
através da ativacao de proteina quinase Il dependente de GMPc ou proteina quinase
Il dependente de AMPc que serve como receptores para GMPc em células alvo para
guanilinas e uroguanilinas ( FRENCH et al., 1995). Apds ativacdo, um dos efeitos
celulares é a fosforilacdo de uma proteina chamada de reguladora da condutancia
transmembrana para fibrose cistica (CFTR) (PFEIFER et al., 1996; FORTE et al.,
1994), levando ao aumento da secrecéo de cloreto e diminuicdo da reabsorcdo de
bicarbonato de sédio.

Camundongos transgénicos com ablacéo para o gene codificante de GC-
C tem uma reducédo substancial na resposta de secrecdo de fluidos intestinais para
E.Coli ST, indicando que GC-C é responsavel pelo componente majoritario das
acOes de guanilinas no intestino para secrecao de fluidos (SCHULZ et al., 1997).

Dois diferentes tipos de receptores guanilato ciclase produzem GMPc
para sinalizacdo intracelular. Receptores de guanilato ciclase citosélico séo
heterodimeros contendo um grupamento heme que serve de receptor para
mediadores como oxido nitrico e foram primeiramente descritos por White & Aurbach
(WHITE et al, 1969). Em contraste, receptores guanilato ciclase de membrana sao
receptores para peptideos enddgenos, incluindo guanilina e atripeptinas. Os
receptores guanilato ciclase de membrana forma descritos por Hardman &
Sutherland (HARDMAN; SUTHERLAND, 1969).

Os receptores guanilato ciclase de membrana tem quatro regides
principais, constituindo de; um dominio NH,-terminal ligante para ligantes peptidicos,
uma regido transmembrana, uma regido com atividade de quinase e um dominio
catalitico localizado na extremidade -COOH terminal da proteina (KRAUSER et al.,
1997).

Tem sido identificado receptores de guanilato ciclase A para ligantes
como atripeptinas A e B. Dois receptores adicionais tem sido isolados a partir de
cDNAs, GC-C para intestino (KRAUSER et al.,, 1997), e para o rim, OK-GC
(LONDON,1999 ). Ambos GC-C e OK-GC sao receptores para hormonios da familia
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das guanilinas. Entdo, o GMPc pode ser liberado a partir de um grande ndmero de
receptores expressos em diferentes células ,tecidos e 6rgaos do corpo. Entretanto,
guanilinas e uroguanilinas ndo foram os primeiros peptideos enddgenos reguladores
de GMPc serem identificados em mamiferos.

De Bold e colaboradores (1981) prepararam extratos de atrio que
provocavam diurese e natriurese quando injetado em ratos. Atriopeptina A ou PNA
foi subsequentemente purificado a partir do atrio, mostrado ser um pequeno
peptideo com uma Unica ponte sulfidica (CURRIE et al., 1984). Atriopeptina B ou
peptidico natriurético atrial (BNP) e a atriopeptina ¢ foram isoaldos a partir de
cérebro suino poucos anos depois, constituindo, entdo, uma familia de 3 peptideos
endogenos que influenciam funcdes celulares através da regulacdo da producao de
GMPc em células alvo no rim, vasos sanguineos, cortex adrenal e outros 6érgaos
(SUDOH, 1998, 1990).

Ndo mais do que um décimo dos receptores guanilato ciclase tem sido
identificados, deixando cerca de 90 receptores guanilato ciclase como moléculas
nao identificadas. Assumindo que metade desses receptores guanilato ciclase séo
receptores para peptideos e que existem 4 genes de receptores guanilato ciclase
para cada familia, entdo, existem aproximadamente 100 diferentes familias de
peptideos reguladores de GMPc que ainda nao foram identificadas (FORTE et al.,
2000).

2.6 Enterotoxina Termoestavel de Escherichia coli

2.6.1 Descoberta da acao da Enterotoxina Termoestavel de Escherichia coli na

fisiologia renal.

A funcao renal ao longo das décadas tem sido mais bem compreendida
através das pesquisas no campo da fisiologia e farmacologia usando toxinas
bacterianas como ferramentas farmacologicas. Toxinas do vibrido da colera e
Enterotoxina de Escherichia coli tém tido grande importdncia no aumento das
fronteiras do entendimento sobre o balanco hidro eletrolitico na funcéo intestinal de
renal (HUGHES et al., 1978; FIELD et al., 1978; SHARP; HYNIE,1971). Um dos

grandes exemplos pode ser a citacdo de um hormoénio enddgeno, ligante de
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guanilato ciclase, resultados de pesquisas independentes de toxinas termoestaveis
de Escherichia coli (LIMA; FONTELES, 1983; LIMA; MONTEIRO; FONTELES, 1992;
FONTELES etal., 1991).

Em 1978, Hughes e colaboradores demonstraram a producdo de GMPc
em ileo de coelhos , mediante exposicdo a filtrado de culturas de cepas de
Escherichia coli, e posteriormente Field e colaboradores no mesmo ano (1978)
verificou efeitos da enterotoxina termoestavel de Escherichia coli parcialmente
purificada em ileo de coelhos Nova Zelandia, usando Camaras de Ussing. Seus
resultados demonstraram uma inibigéo da reabsorcéo de cloro e produgao de GMPc.
Os resultados de ambos os grupos consolidaram o entendimento sobre a agéo da
Enterotoxina termoestavel sobre a guanilato ciclase, resultando no aumento do
GMPc e inducéo de resposta secretoria intestinal.

O grupo de Fonteles em 1983, demonstrou previamente que STa semi —
purificada (infundida a 0.66 pg/min/g) causou uma diminuicdo no transporte
eletrolitico tubular renal (Figura 6). Além de ndo encontrarem efeitos toxicos, estes
contrastaram com efeitos encontrados por Guerrant e colaboradores (1980) anos
antes, sugerindo que o néfron também era responsivo a STa. Somente em 1989,
White e colaboradores mostraram que o rim continha um receptor funcional para a
Enterotoxina termoestavel de Escherichia coli.

Figura 6: efeito da Enterotoxina termoestavel de Escherichia coli (STa) ( 0.017 e 0.1 ug-ml-1 no

percentual de sédio transportado proximal (%pTNa+).Valores representam media + erro padrdo do
efeito maximo em cada concentracdo usada de STa em rins perfundidos de ratos.
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Fonte: LIMA; FONTELES 1983.
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Somente em 1991, Fonteles e colaboradores puderam descrever 0s
efeitos de STa em sua forma purificada usando o modelo de perfusdo renal ex-vivo
em ratos, comparando com um ativador de guanilato ciclase, o 8-bromo-GMPc. STa
foi capaz de diminuir tanto transportes de sodio nos tubulos renais distais e
proximais. Aqui se postulou que STa interagiria com guanilato ciclase presentes nos
tubulos renais, comparando-a com a acéo farmacoldgica de 8-bromo-GMPc, o qual
diminuia o transporte proximal e distal de sodio.

Como o intestino e o néfron tém sistemas de eletrélitos e transporte de
agua semelhante, pode-se esperar que o0 sistema de guanilato ciclase também
estivesse presente no tecido renal. No mesmo estudo, eles claramente levantaram a
guestdo de que um hormdnio desconhecido, ainda que endogeno, poderia estar
acoplado ao sistema de guanilato ciclase no rim.

Posteriormente em 1992, Currie e colaboradores purificaram e
sequenciaram um ligante enddgeno da guanilato ciclase intestinal, muito semelhante
a STa, o qual foi nomeado guanilina. Seus resultados demonstraram que a guanilina
sintética aumentou os niveis de GMPc em células do tipo T84 de maneira tempo e
concentracdo dependente, além de se ligar no sitio 125i da STA em células do tipo
T84.

2.6.2 Mecanismo de Ac¢ao da Enterotoxina Termoestavel de Escherichia coli

Enterotoxinas termoestaveis sdo compostos de natureza peptidica,
contendo de 18 a 19 aminoacidos, com trés pontes dissulfidicas. Possuem a
capacidade de ligacdo ao dominio extracelular de Guanilato ciclase tipo C (CURRIE
et al., 1992; KITA et al., 1994; KUHN et al., 2016; SCHULZ et al., 1992), presente
na borda em escova do epitélio intestinal e tubulos renais distais e proximais (LIMA,
1983; 1992; CURRIE et al., 1992; FIELD et al., 1978; HUGHES et al., 1978; FORTE
et al., 1988).

Apoés a ligacdo ao dominio extracelular de guanilato ciclase tipo C, ha a
ativacdo de um dominio catalitico intracelular, o qual converte GTP em GMPc
( KUHN et al., 2016; SCHULZ, 1990, 1997). A geracao e acumulo de GMPc, leva a
estimulacédo e ativacdo de uma proteina quinase dependente de GMPc (PKG), a

qual tem como um dos principais alvos, a fosforilagdo, e consequente abertura, de
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um canal permeavel a cloro e bicarbonato, o canal regulador de membrana de
fibrose cistica (CFTR) (KUHN et al, 2016; OSTEDGAARD- BALDURSSON;
WELSH, 2001; BIJVELDS et al., 2015)(Figura 5).

O fluxo de ions de cloreto através de seu gradiente de concentragao no
lumen intestinal resulta em efluxo de sédio e secrecdo de agua, os quais se
manifestam através de diarreia secretoria.

CFTR pertencem a uma familia de proteinas chamadas transportadores
ABC e trabalham como um canal de cloro, regulando o transporte passivo de cloro
em ambas as dire¢gdes dos enterécitos (OSTEDGAARD- BALDURSSON; WELSH,
2001). O GMPc também reduz a absorgéo de sodio e cloro via o transportador Na®-
H, e esta acoplado ao trocador Cloro/Anion (SCHULTHEIS et al.,1998).

O GMPc também inibe a fosfodiesterase tipo 3 (PDE3), uma
fosfodiesterase regulada por GMPc, cuja agao hidrolisa AMPc. Sua inibigdo leva ao
acumulo de AMPc, e subsequente ativagdo de PKA (HAYASHI et al., 2007;
O'GRADY, 2002). Altas concentragdes de GMPc também podem ativar diretamente
PKA (FORTE, 2002). A STa também pode ser realocada de vesiculas subapicais
para a membrana apical de canais reguladores da condutancia transmembrana para
fibrose cistica (CFTR) por estimulacdo com GC-C, promovendo aumento da
expressdo de CFTR na superficie dos enterocitos (GOLIN-BISELLO; BRADBURY;
AMEEN, 2005)(Figura 7).

Figura 7:STa se liga aos dominio extracelular de guanilato ciclase C (GC-C).A ligacdo a GC-C leva a
ativagdo de seu dominio catalitico intracelular, resultando em conversdo de GTP a GMPc e seu

acumulo citoplasmatico.
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Fonte: DUBREUIL, 2012

A realocacdo de CFTR induzida por STa depende de PKG e da
integridade da rede de microtubulos. Experimentos com camundongos Knock-out
para GC-C sugeriram que exista outro receptor para STa, guanilinas e uroguanilina,
o0 qual possa estimular a secrecdo duodenal de bicarbonato em um mecanismo
independente de CFTR (SELLERS et al,. 2008).Como mencionado anteriormente, a
descoberta dessas toxinas e seus mecanismos de acdo em comum tem levado
diretamente ao isolamento e identificacdo de peptideos enddégenos similares a STa,
guanilinas e uroguanilina (CURRIE et al, 1992; HAMRA et al,. 1993).

A partir dos anos de 1980, as evidéncias da secre¢do de sal mediante a
administracdo de uroguanilina, guanilinas e STa forma realizadas em modelos de
rins perfundidos de ratos, devido as facilidades de manejo e reprodugcdo do modelo
animal citado. Nao existem na literatura até o presente momento, resultados da agao
de horménios do tipo guanilinas e uroguanilina, ou mesmo STa em fisiologia renal de
coelhos, filogeneticamente mais proximos dos seres humanos.

Diferencas tanto anatdbmicas quanto fisiolégicas do rim de coelho
podem inferir uma maior capacidade metabdlica renal, além de outras vias
farmacoldgicas ndo conhecidas na producdo de horménios natriuréticos. Portanto
faz necessario uma retomada das pesquisas no campo renal de estudo de
horménios natriuréticos com o modelo animal original, coelhos, para as descobertas
de possiveis interacdes farmacoldgicas entre hormoénios natriuréticos, assim como

sua farmacodinamica na fisiologia renal.



55

3 JUSTIFICATIVA

O campo da pesquisa perfusdo renal de varios mamiferos tem se
mostrado proficuo ao longo dos seus 58 anos. A utilizagdo de técnicas de perfusédo
renal in vitro, perfusdo de fatias de néfron ou néfrons isolados, e micro puncgéo
tubular permitiu 0 avango no entendimento dos mecanismos tubulares de reabsor¢éo
de ions no sistema renal de diversas espécies animais.

O desenvolvimento de um método de perfusdo renal que conseguisse
manter o 6rgdo em condi¢des viaveis do ponto de vista funcional e metabdlico
durante o tempo de experimentacao foi crucial para a confiabilidade dos resultados
obtidos e estabelecimento do método. Diversas mudancgas, como a introdugcédo de um
pulmao silastico e a substituicdo de cénulas de vidro por metal também foram
sumariamente importantes para o melhoramento da perfusdo renal em si.

Entretanto, verifica-se na literatura um pequeno numero de trabalhos
atuais relacionados aos mecanismos tubulares para os processos renais em rins
mais complexos, como de coelhos, cées e outros animais. Neste sentido, o coelho
se mostrou como uma opc¢ao adequada do ponto de vista fisioldégico para o comeco
de um estudo no campo da fisiologia renal.

A descoberta de um possivel eixo entero-renal hormonal presente no
coelho em trabalhos com a utilizacdo da Enterotoxina de Escherichia coli (STa) na
década de 80 e 90 foi sucedida de um hiato cientifico até os dias atuais, assim como
a auséncia de um entendimento mais especifico sobre os mecanismos tubulares na
variacdo da concentracao de albumina nesse tipo de rim.

A realizacdo de uma pesquisa sobre a influéncia da concentracdo de
albumina nos tdbulos renais de coelho tanto abre possibilidades para o
entendimento dos mecanismos de albumindria em rins mais complexos, quanto a
caracterizacdo das respostas renais a STa preenche abre novas perspectivas
guanto a procura de alvos farmacolégicos em rins evolutivamente mais proximos do

homem.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Estudar o efeito farmacoldgico no sistema renal em resposta a variagdo da
concentracdo de albumina e administracdo de uroguanilina e enterotoxina
termoestavel (STa) em rins perfundidos de coelhos Nova Zelandia

(Oryctolagus cuniculus).

4.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar as mudancas nos parametros hemodinamicos renais e de
transporte tubular frente ao aumento da concentracédo de albumina na solugéo
perfusora em rins perfundidos de coelhos.

2. Avaliar o potencial natriurético, diurético e caliurético da acao de

enterotoxina termoestavel (STa) em rins perfundidos de coelhos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais de Experimentacgao

O presente trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Cear4d (UFC) e seguiu todas as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Esta tese foi aprovada, atendendo as normas de cuidados com animais,
com numero de protocolo: 42/17.

Os animais experimentais utilizados foram provenientes do coelhério
central da UFC, os quais séo coelhos machos da raca Nova Zelandia (Oryctolagus
cuniculus), brancos, adultos, pesando entre 800 g e 1200 g, mantidos no proprio
coelhério até 24 h antes do experimento. O coelhario da Universidade Federal do
Ceara esta sob a administracdo da Professora Maria Elizimar Felizardo Guerreiro,
atuado no manejo reprodutivo e cuidado dos animais. Foi realizado um jejum de 12 h

até o momento do experimento, com ingestao de 4gua potavel ad libitum.

5.2 Perfusao de Rim isolado

5.2.1 Sistema de perfusao de rim de coelho

Para o estudo da funcdo renal ex-vivo, utilizamos a metodologia de
perfusdo renal, onde o rim é mantido em condi¢cbes fisiologicas similares ao
organismo vivo. O sistema de perfusdo renal foi desenvolvido baseado nos estudos
pioneiros de Bowman e Maack (1974) e Ross (1978).

Desde a década de 1960, quando houve adaptacdes a partir da técnica
de figado isolado, diversos pesquisadores contribuiram com aprimoramentos para a
metodologia de rim isolado. Diversas melhorias foram feitas na metodologia de
perfusdo do rim isolado, incluindo a introducdo do uso de um coloide sob a forma da
albumina bovina fracdo V (BAHLMAN et al.,, 1967; BOWMAN, 1970; BOWMAN ;
MAACK, 1974), o uso de uma solugcédo perfusora de Krebs-Henseileit (SCHUREK,
1980), a adicdo de vérios substratos energéticos para o rim, como glicose e
aminoacidos (MELLO; MAACK, 1976), a utilizacdo de um filtro miliporo ( PEGG,
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1971) e aintroducdo de um pulmao artificial do tipo silastico, baseado no modelo de
Hamilton (1974), utilizado originalmente na perfusdo de figado ( FONTELES, 1980).
Composto por dois subsistemas, o sistema de perfusdo compdem-se de
um circuito fechado, para perfuséo in vitro, mantida a temperatura de 37°C. Neste
sistema, o perfusato recircula no rim, quantitativamente a 100 mL da solucdo de
Krebs-Henseleit, modificada com a adi¢cdo de albumina sérica bovina a 0, 2, 4 ou 6%
e oxigenacao adaptada ao sistema. O outro sistema constitui-se de uma extenséo
do sistema in vitro, na qual é utilizada para uma perfuséo in situ, durante a cirurgia

para perfusao renal, imediatamente antes da retirada do rim.

Figura 8:desenho esquematico do sistema de perfuséo para rim isolado.
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Fonte: JORGE, 2013

O sistema de perfusdo tem como componentes (Figura 8):
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e Condensador- é composto de dois cilindros de vidro, onde o espaco interno
entre eles permanece fechado, formando uma camara selada. E aquecido
pela circulacio de agua a 37°C no espaco entre os cilindros. E importante
citar que em nenhum momento a agua aquecida se mistura a solucao
perfusora.

e Seringa coletora de perfuséo- permite, em intervalos padréo de 10 minutos, a
coleta de amostras da solucdo perfusora para dosagens bioquimicas
posteriores.

e Bomba (Watson-Marlow ®)- calibrada antes do inicio de cada experimento,
esta permite o controle gradual e preciso do fluxo de perfuséo renal. Deve ser
calibrada antes do inicio de cada experimento.

e Filtro (USA- Millipore-5um)- este permite a filtragdo permanente da solugéo, o
qual promove a remocdo de restos celulares, podendo ser trocado se
necessario durante o experimento.

e Fluxdmetro- utilizado antes do experimento na calibragdo da bomba
peristaltica, permite a leitura, e utilizacdo posterior do valor para o célculo do
fluxo de perfuséo renal. Utilizando-se de uma regressao linear, com valores
de fluxo e volume, € possivel a inferéncia da perfusdo obtida durante o
experimento.

e Mandmetro- esta conectado ao catabolhas, permitindo a mensuragao precisa
e pratica da pressédo de perfusdo na artéria renal, durante o experimento de
perfuséo.

e Catabolhas- estruturalmente similar ao condensador, a solucdo perfusora
entra na camara por uma conexao 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.

A solucado de perfusdo Krebs Henseleit contém albumina (0, 2, 4 ou 6%)
para fins de manutencéo de forca osmotica durante a filtragdo glomerular. Antes do
inicio do experimento, o pH foi ajustado com solugdo de acido cloridrico (0,1
mM) para7,2 -7,4. Para fins de mensuracdo do ritmo de filtracdo glomerular,

adicionou-se um polimero de frutose, inulina, para efeitos de clearance renal.
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5.3 Solugao Perfusora

A solugdo empregada no sistema de perfusdo € uma modificacdo da
solucdo de Krebs-Henseleit modificada, associada a adicdo de albumina bovina
fragdo V em faixas de 0, 2, 4 e 6 % de volume. Sua composigdo (mM)- NaHCO; 25,
Glicose 5,5, CaCl,H,O 2,79, Inulina 0,06, NaCl 117,7, KCI 4,29, K,H,PO, 0,93,
MgS0O47H,0 1,13, Uréia 8,3.

Para fins de retirada de contaminantes como citrato, lactato e piruvato,
realiza-se a dialise da solugao perfusora (HANSON, 1968; FONTELES et al,1983;
LIMA, 1983). Para tanto, foi separada a partir da Krebs-henseleit, 300 mL para
adicdo de albumina bovina fracédo V em faixas de 0, 2, 4 e 6%. Em seguida a

solucgao foi dialisada, a 4°C, com auxilio de um homogeneizador, por 48h.

5.4 Reagentes Utilizados

As drogas e reagentes aqui mencionados foram obtidos por meio da

empresa Sigma-Aldrich®.

5.5 Técnica Cirurgica

Os coelhos foram anestesiados com Uretana (1,2 g/Kg, L.P), e
pentobarbital sodico (30 mg/Kg, I.M) 30 minutos depois. Ap6s entrar em plano
anestésico, foi administrado através da veia marginal da orelha manitol a 20%.
Procedeu-se entdo uma incisdo mediana abaixo do processo xifoide até a regido
hipogastrica. As visceras abdominais foram rebatidas lateralmente, expondo o rim
esquerdo, a aorta abdominal e suas ramificagdes.

Procedeu-se a canulacédo do ureter esquerdo com canula de polietileno
(PE5S0) e a aorta abdominal foi dissecada, ligando-se vasos colaterais anteriores e
posteriores. Sequencialmente, a glandula adrenal foi removida, assim como foi feita
a ligadura da artéria mesentérica e artéria renal direita.

Apos todas as estruturas estarem completamente suturadas e isoladas foi
administrado através da veia marginal da orelha 400 mg de manitol e, entdo, através
de uma céanula metéalica que foi introduzida na aorta, iniciou-se a perfuséo renal in

situ, com ligadura simultanea da aorta acima da artéria renal (Figura 9).
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Figura 9: llustracdo da técnica cirdrgica para perfusdo renal em coelho (Adaptada de MORAES,
1984).
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5.6 Protocolo Experimental

ApoOs a transferéncia da solucdo de perfusdo para o sistema, foi
observado um periodo de equilibrio de 15 min, conhecidos os valores da pré-
calibracdo do fluxo e resisténcia, os quais foram mantidos constantes. Apos 0s cinco
minutos iniciais, coleta-se a primeira amostra de filtrado urinario, em recipiente com
peso previamente calibrado, determinando-se imediatamente o peso da amostra em
balanca de preciséo.

No tempo zero, foi coletado uma amostra de perfusato e apos os 10 min,
uma segunda amostra de perfusato foi coletada, registrando-se na ocasido as
leituras de fluxo e pressdo. A cada intervalo de dez minutos repetiu-se esses
procedimentos até completar 120 minutos de observacdo. Imediatamente apos a
colheita, as amostras foram congeladas a -20°C. A colheita do perfusato foi feita no
periodo intermediario de cada duas coletas de urina.

A escolha da concentracdo de STa para a avaliacdo de sua atividade foi
realizada baseado nos trabalhos de Lima e colaboradores (1983; 1992) em modelo
animal de ratos Hooded, e testada no presente trabalho para coelhos machos Nova
Zelandia. Para protocolos de administracdo de STa (7 ng/ml), decorridos 30 min de
perfusdo renal, a substancia é adicionada a solucdo perfusora (Figura 9), mais

precisamente apds 40 min.

Figura 10: Desenho experimental da perfuséo de rim de coelho.
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5.7 Grupos Experimentais

No intuito de avaliar o efeito da variacdo da concentracdo de albumina na
fisiologia renal do coelho, foram realizados grupos com a solugcdo perfusora de
Krebs-Hensenleit adicionadas de percentuais crescentes de albumina bovina fragao
V, a0, 2, 4 ou6%. E posteriormente, realizados um grupo com a solugao de 6% de
albumina adicionadas da STa ( 7ng/mL).

Os grupos experimentais:

e Grupo Krebs Henseleit sem Albumina (n=5)

e Grupo Krebs Henseleit com Albumina (2%) (n=5)
e Grupo Krebs Henseleit com Albumina (4%) (n=5)
e Grupo Krebs Henseleit com Albumina (6%) (n=5)

e Grupo Krebs Henseleit com Albumina (6%) + STA (7 ng/ml) (n=5)

5.8 Analise Bioquimica

As determinacdes de sbdio e potassio foram realizadas no perfusato e na
urina por fotometria de chama, utilizando-se Litio como padrdo interno
(Instrumentation Laboratory - modelo 943).

Na determinacdo de inulina no perfusato e na urina foi utilizada a forma
alcalino-estavel desse composto, e de acordo com o método de Walser, Davidson e
Orloff (1955). Foram utilizadas férmulas para determinacdo de parametros da funcéo
renal (LIMA; FONTELES, 1982; FONTELES et al., 1983 )

5.9 Calculo dos parametros renais

Foram estudados os seguintes parametros fisiologicos durante a perfusao
renal-
1. Peso do Rim- o peso do rim contralateral (direito) foi determinado
imediatamente apos a nefrectomia, sendo utilizado para as determinagdes de fluxo
de perfusato e de resisténcia vascular, bem como medidas de soédio, potassio e
agua intracelulares.
2. Fluxo de Perfusdo Renal (FPR)- expresso em ml/g/min, correspondendo ao

valor medido, dividido pelo intervalo de tempo e pelo peso do rim.
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e FP =volume (ml)/tempo (min)/peso do rim (Q).
3. Pressdo de Perfusdo (PP)- refere-se a pressdo de todo o leito
vascular renal, sendo registrada a intervalos de dez minutos. A PP é medida
em manometro e expressa em mmHg, descontada a resisténcia na ponta da canula
perfusora.
4. Fluxo Urinario (FU)- é calculado pela divisdo do volume de urina coletada
pelo intervalo de tempo (10 min) e pelo peso do rim. E expresso em ml/g/min.

e FU= Vyina/ 10 minutos/ peso;im (9)
5. Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG)- expresso através do clearance de
inulina em ml/g/min.
6. Saédio Filtrado (FNa")- é obtido pelo produto do RFG e da concentragéo de
sodio no perfusato(PNa").

e FNa' = RFG x PNa’, (uEg/g/min).
7. Sédio Excretado (ENa’)- € o produto do fluxo urinario(FU) pela concentracdo
de sédio na urina(UNa").

e ENa’= FU x UNa", (UEg/g/min).
8. Sédio Transportado (TNa')- resulta da diferenca entre o sodio filtrado(FNa®)
e 0 sodio excretado(ENa").

e TNa' =FNa' - ENa’, (UuEg/g/min).
9. Percentual de Sédio Transportado (%TNa')- é dado pela multiplicacdo do
Transporte de sédio (TNa") por cem, e consequente divisdo pelo Sodio Filtrado
(FNa").

e TNa'%=(TNa" x 100)/FNa*
10. Potassio Filtrado (FK")- é o produto do ritmo de filtracdo glomerular (RFG)
pela concentracéo de potassio no perfusato (PK™).

e FK'=RFG x PK", (UEg/g/min).
11. Potassio Excretado (EK')- é o produto do fluxo urinario (FU) pela
concentracdo de potassio na urina.

e EK'=FU x UK", (UEg/g/min).
12. Potassio Transportado (TK")- resulta da diferenca entre o potassio filtrado
(FK™) e o potassio excretado(EK™).

e TK'=FK" - EK", (UEg/g/min).
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13. Percentual de Potassio Transportado (%TK")- é dado pela multiplicacéo do
Transporte de Potassio (TK") por cem, e consequente divisdo pelo Potassio Filtrado
(FK").

e TK'%-(TK" x 100)/FK*
14. Clearance Osmolar (COsm)- resulta do produto da relagdo osmolaridade
urinaria(UOsm)/osmolaridade do perfusato (POsm) pelo fluxo urinario(FU).

e COsm = (UOsm/POsm) x FU, (ml/g/min).
15. Clearance de Agua Livre (CH,0)- é dado pela diferenca entre o fluxo urinario
(FU) e o clearance osmolar (COsm).

e CH,0 =FU - COsm, (ml/g/min).
16. Transporte Distal de Sédio (dTNa")- é dado pelo produto entre o Clearance
de Agua Livre (CH,0) e a Concentracdo Plasmatica de Sddio (PNa®).

e dTNa'= CH,O x PNa", (UEg/g/min).
17. Aporte Distal de S6dio (ADNa")- é dado pela soma do Transporte Distal de
Sadio e a concentracdo de sddio excretado.

e ADNa’'=dTNa" + ENa",(uEg/g/min).
18. Percentual do Transporte Distal de Sodio (%dTNa')- é dado pela
multiplicacdo do Transporte distal de sdédio (dTNa") por cem, e consequente diviséo
pelo aporte distal de Sédio ( ADNa").

e %dTNa" = (dTNa"x 100)/( ADNa").
19. Transporte Proximal de Sédio (pTNa')- é dado pela subtracdo do Sédio
Filtrado (FNa") do Aporte Distal de Sodio (ADNa").

e pTNa’'=FNa’ - ADNa", (UEg/g/min).
20. Percentual do Transporte Proximal de Sédio (%pTNa+) € dado pela
multiplicacdo do Transporte Proximal de sodio(pTNa®) por cem, e consequente
divisdo pelo Sodio Filtrado (FNa").

%pTNa+ = (pTNa" x 100)/(FNa®).

21. Transporte Distal de Potassio (dTK")- € dado pelo produto entre o
Clearance de Agua Livre(CH,0) e a Concentracéo Plasmatica de Potassio (PK™).

e dTK'= CH,O x PK", (UEg/g/min).
22. Aporte Distal de Potassio (ADK")- é dado pela soma do Transporte Distal
de Potassio (dTK") e a concentracdo de Potassio excretado (EK™).

e ADK'=dTK" + EK", (UEg/g/min).
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23. Percentual do Transporte Distal de Potassio (%dTK")- é dado pela
multiplicagdo do Transporte distal de Potassio (dTK") por cem, e divisdo pelo aporte
distal de Potassio(ADK™).

e %dTK" = (dTK*x 100)/(ADK").
24. Transporte Proximal de Potassio (pTK')- ¢ dado pela subtracdo do
Potassio Filtrado (FK") do Aporte Distal de Potassio (ADK").

e pTK'=FK" - ADK", (UEg/g/min).
25. Percentual do Transporte Proximal de Potassio (%pTK")- é dado pela
multiplicacdo do Transporte Proximal de Potassio(pTK") por cem, e divisdo pelo
Potassio Filtrado (FK").

e %pTK" = (pTK" x 100)/(FK™).
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5.10 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos utilizando média + erro padréo. Os dados
foram testados para sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente,
para comparacoes intra-grupo, foi utilizado Teste-t pareado. Para comparagdes
entre-grupos, foi utilizado Analise de Variancia (ANOVA), seguido de pdés-teste de
Bonferroni. Para resultados ndo paramétricos, foi usado o teste de Kruskal-Wallis. O

valor de a para negacgao de hipotese nula é 5%.
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6 RESULTADOS

Inicialmente foram testadas concentragdes crescentes (0, 2, 4 e 6%) de
solucdo de albumina bovina na solucdo perfusora de Krebs-Henseleit, com o
propésito de avaliar na funcionalidade do rim isolado de coelho, técnica
desenvolvida no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Renal da Universidade
Federal do Cearé& a 40 anos.

6.1 Fluxo de Perfusdao Renal nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, 2%,
4% e 6% de albumina, em rim isolado perfundido de coelho

Inicialmente, foram avaliados os parametros relacionados com a
hemodinadmica renal, em resposta a variagcdo da concentragdo de albumina em
solucao perfusora.

Figura 11: Fluxo de Perfusdo Renal (ml/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=7),
Krebs-Henseleit albumina 2% (n=7), 4% (n=6) e 6% (n= 4). Os resultados estdo expressos em Média
+ EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os resultados demonstraram para o grupo sem Albumina um aumento
gradual do fluxo plasmatico renal. O tempo 30 min inicia em valores de 10,76 £ 0,66
ml/g/min de tecido renal, onde atinge posteriormente valores de 10,88 = 0,50
ml/g/min (60 min), 11,87 + 0,86 ml/g/min (90 min) e 13,34 + 0,72 ml/g/min (120 min).
O grupo Albumina 2% manteve o fluxo de perfusédo renal em valores constantes em
torno de 9,78 + 0,49 ml/g/min (Figura 11).
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Os grupos de Albumina 4% obteve fluxo de perfusdo real em valores de
13,49 £ 0,99 ml/g/min (30 min), sendo estatisticamente diferentes nos tempos de 60,
90 e 120 min. Os grupos de Albumina 6% obteve fluxo de perfusdo real em valores

de 13,96 + 0,38 ml/g/min (30 min), sendo estatisticamente diferentes nos tempos de

90 e 120 min (Figura 11).
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6.2 Fluxo urinario nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, 2%, 4% e 6% de
albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 12: Fluxo Urinario (ml/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=6), Krebs-Henseleit
albumina 2% (n= 5), 4% (n= 5) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. *p <
0.05 em comparacédo a Krebs-Henseleit sem albumina.
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O fluxo urinario obtido com o grupo sem albumina iniciou em valores de
0,37 = 0,04 ml/g/min (tempo 30 min), aumentando até valores de 0,49 * 0,04
ml/g/min (tempo 90 min) e permanecendo em patamares de 0,44 + 0,04 ml/g/min
(tempo 120 min).

A adicdo de 2% de albumina a solugédo perfusora, grupo albumina 2%,
reduziu o fluxo urinario em comparagéo ao grupo sem albumina em todos os valores
de fluxo urinario mensurados. Apresentando comportamento semelhante quanto ao
fluxo urinario, em comparacao ao grupo sem albumina, iniciou em valores de 0,26 *
0,02 ml/g/min (tempo 30 min), aumentando até valores de 0,34 + 0,04 ml/g/min
(tempo 90 min) e retornando até patamares de 0,29 + 0,03 ml/g/min (tempo 120
min). Os valores de fluxos urinarios do grupo Albumina 2%, para todos os tempos
experimentais foram estatisticamente diferentes quando comparados ao grupo sem
albumina.

A adicdo de 4% de albumina a solucao perfusora reduziu o fluxo urinario
em média 61,36% em comparacdo ao grupo sem albumina. O comportamento
temporal do fluxo urinario se mostrou constante iniciando em valores de 0,16 + 0,004

ml/g/min (tempo 30 min), aumentando até valores de 0,18 + 0,06 ml/g/min (tempo 60
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min) e se mantendo estavel. Os valores de fluxos urinarios do grupo Albumina 4%,
para todos os tempos experimentais, foram estatisticamente diferentes quando
comparados ao grupo sem albumina.

A adicao de 6% de albumina em solugao perfusora reduziu o fluxo urinario
em média 72,72% em comparagao ao grupo sem albumina (Figura 12), mantendo

valores estaveis durante todo o tempo de experimentagao.
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6.3 Ritmo de Filtragdao Glomerular nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina,
2% ,4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Os dados demonstraram para o grupo sem albumina uma manutencéo
dos niveis do ritmo de filtracdo glomerular em intervalos proximos a 0,85 = 0,09

ml/g/min (tempo 60 min) e 0,78 + 0,07 ml/g/min (tempo 90 min).

Figura 13: Ritmo de Filtragcdo Glomerular (ml/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=7),
Krebs-Henseleit albumina 2% (n= 5), 4% (n= 5) e 6% (n= 4). Os resultados estdo expressos em
Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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A adicdo de 2% de albumina a solucéo perfusora ndo afetou o ritmo de
filtragcdo glomerular durante os 30 primeiros min. Porém, promoveu em média uma
diminuicao do ritmo de filtracdo glomerular de 42,65 % em compara¢do com 0 grupo
sem albumina (sem albumina 0,75 £ 0,04 ml/g/min vs Albumina 2% 0,43 = 0,01
ml/g/min). Os valores de RFG mensurados nos tempos de 60 (0,45 + 0,05 ml/g/min),
90 (0,41 £ 0,04 ml/g/min) e 120 (0,39 + 0,05 ml/g/min) min foram estatisticamente
significantes em comparag¢do com o grupo sem albumina (Figura 13).

A adicdo de 4% de albumina & solucédo perfusora promoveu em meédia
uma diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular de 53,35% em comparacdo com o
grupo sem albumina (sem albumina 0,75 + 0,04 ml/g/min VS Albumina 4% 0,35 *
0,01 ml/g/min). Os valores mensurado em todos os tempos experimentais (30, 60, 90

e 120 min) foram estatisticamente diferentes do grupo sem albumina. (Figura 13).
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A adicdo de 6% de albumina a solucédo perfusora promoveu em média
uma diminuicdo do ritmo de filtragdo glomerular de 72% em comparagdo com o
grupo sem albumina (sem albumina 0,75 £ 0,04 ml/g/min vs Albumina 6% 0,21 +
0,007 ml/g/min). Todos os valores de ritmo de filtracdo glomerular foram

estatisticamente diferentes em comparac¢ao com o grupo sem albumina (Figura 13).
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6.4 Osmolaridade presente no perfusato nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina, 2%, 4% e 6% de albumina, em rim isolado perfundido de coelho

O grupo sem albumina apresentou uma manutencdo dos niveis de

osmolaridade no perfusato em valores médios de 219,10 + 4,5 mmol/Kg (Figura 14).

Figura 14: Osmolaridade presente no perfusato (mmol/Kg) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina
(n=6), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n=5) e 6% (n=4). Os resultados estdo expressos em
Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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A adigao de 2% de albumina em solugéo perfusora aumentou em média
15,9% a osmolaridade presente no perfusato. Os valores de osmolaridade
encontrados em todos os tempos foram estatisticamente significantes.

A adi¢ao de 4% de albumina na solugéo perfusora manteve o aumento da
osmolaridade no perfusato em valores médios de 273,3 + 3,46 mmol/Kg, cerca de
19 % maior que o grupo sem albumina. Os valores de osmolaridade encontrados em
todos os tempos foram estatisticamente diferentes. O grupo 6% de Albumina em
solugdo conseguiu manter valores médios de osmolaridade no perfusato de 315 %
3,76 mmol/Kg. Os valores de osmolaridade encontrados em todos os tempos foram

estatisticamente significantes.
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6.5 Osmolaridade presente na urina nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina,
2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

O grupo sem albumina apresentou uma manutencdo dos niveis de

osmolaridade na urina em valores médios de 138,1 £ 7,54 mmol/Kg (Figura 15).

Figura 15: Osmolaridade presente na urina (mmol/Kg) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=
6), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos em
Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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A adigao de 2% de albumina em solugéo perfusora aumentou em média
40% a osmolaridade presente na urina. Todos os valores nos tempos mensurados
(30, 60, 90 e 120 min) foram estatisticamente diferentes do grupo controle sem
albumina (Figura 15).

A adigao de 4% de albumina em solugao perfusora também aumentou a
osmolaridade da urina a patamares semelhantes ao grupo de 2% de albumina, cerca
de 44%, sendo todos os valores mensurados nos tempos experimentais,
estatisticamente diferentes (Figura 15).

A adigcdo de 6% de albumina em solugdo perfusora manteve alta a
osmolaridade da urina, cerca de 45% acima do grupo controle sem albumina, sendo
todos os valores mensurados nos tempos experimentais estatisticamente diferentes
(Figura 15).
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6.6 Clearance Osmolar nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, 2%, 4% e
6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

O grupo sem albumina apresentou altos clearance osmolares, em valores
médios de 0,43 + 0,01 ml/g/min (Figura 16).

Figura 16: Clearance Osmolar (ml/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n= 5), Krebs-
Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n= 5) e 6% (n= 5). Os resultados estdo expressos em Média +
EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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O grupo Albumina 2% apresentou niveis de clearance osmolar em torno
de 0,21 £ 0,01 ml/g/min (Figura 16). A adicdo de 2% de albumina na solugéo
perfusora resultou em uma diminuicdo em média de 51,16% do clearance osmolar,
comparados com o grupo controle sem albumina. A diminuigdo ocorreu em todos 0s
tempos experimentais, sendo estatisticamente diferentes quando comparados
estatisticamente com o grupo controle sem albumina.

O grupo Albumina 4% apresentou niveis de clearance osmolar em torno
de 0,17 £ 0,003 ml/g/min (Figura 16). A adigdo de 4% de albumina na solugéo
perfusora acentuou a diminuicdo do clearance osmolar, resultando em clearance
60% menor quando comparado com o grupo controle sem albumina. A diminuicao
ocorreu de modo estatisticamente diferentes, em todos os valores mensurados nos
tempos experimentais.

O grupo Albumina 6% apresentou niveis de clearance osmolar em torno

de 0,101 £ 0,003 ml/g/min (Figura 16). A adicdo de 6% de albumina na solugéo
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perfusora manteve o clearance osmolar baixo, 73% menor quando comparado com
0 grupo controle sem albumina. A diminuicdo ocorreu em todos os tempos
experimentais, sendo estes estatisticamente diferentes quando comparados

estatisticamente com o grupo controle sem albumina.
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6.7 Clearance de Agua Livre nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, 2%,
4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

O grupo sem albumina apresentou altos valores de clearance de agua
livre durante o tempo experimental, iniciando em valores de 0,11 + 0,03 ml/g/min (30
min), aumentando até 0,20 + 0,04 ml/g/min (60 min) e decrescendo até 0,11 £ 0,02

ml/g/min (120 min).

Figura 17: Clearance de Agua Livre (ml/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n= 4),
Krebs-Henseleit albumina 2% (n=4), 4% (n= 4) e 6% (n= 4). Os resultados estdo expressos em Média
+ EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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A adicdo de 2, 4 ou 6% de albumina na solucido perfusora diminuir os
valores de clearance de agua livre em torno de 82%, sendo todos os valores
mensurados nos tempo experimentais de 30, 60, 90 e 120 min estatisticamente

diferentes quando comparados ao grupo controle sem albumina (Figura 17).
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6.8 Transporte Distal de Sédio nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, 2%,
4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Os resultados demonstram para o grupo sem albumina uma diminuigao
progressiva do transporte distal de sodio, iniciando em valores de 3,48 + 1,07
MEg/g/min (tempo 30 min) e decrescendo até 0,11 + 1,73 uEqg/g/min (tempo 120
min). De modo semelhante, a adicdo de 2% ou 4% de albumina diminuiu o
transporte distal de sodio progressivamente. Somente a adigdo de 6% de albumina a
solugao perfusora foi capaz de gerar for¢a coloidosmotica suficiente para influenciar
o transporte de sodio, sendo estatisticamente diferente, quando mensurado nos
tempos de 90 min (5,68 £ 0,79 pEg/g/min ) e 120 min (6,87 = 1,24 pEq/g/min),
quando comparados ao grupo controle sem albumina nestes mesmos tempos

experimentais (Figura 18).

Figura 18: Transporte Distal de Sédio (MEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n= 4),
Krebs-Henseleit aloumina 2% (n=4 ), 4% (h= 4) e 6% (n= 5). Os resultados estdo expressos em
Média + EPM. *p < 0.05 em comparacéo a Krebs-Henseleit sem albumina.
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6.9 Transporte Distal de Potassio nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina,
2%, 4% e 6% de albumina, em rim isolado perfundido de coelho

Figura 19: Transporte Distal de Potassio (MEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina
(n=5), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=15), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos em
Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os resultados demonstram para o grupo sem albumina, uma diminuigao
progressiva no transporte de potassio, iniciando em valores de 0,06 + 0,02
MEg/g/min e diminuindo até -0,007 + 0,067 uEg/g/min, onde ocorre o processo
secretorio de potassio. A adigdo de 2% de albumina na solugéo perfusora, aumenta
o transporte de potassio aos 60 min (0,13 £+ 0,04 pEqg/g/min ), mas decresce
progressivamente durante os tempos experimentais (0,03 + 0,02 pEg/g/min).

Somente a adigdo de 4 e 6% de albumina na solucao perfusora é capaz
de aumentar o transporte de potassio nos segmentos distais do néfron, sendo os
valores estatisticamente diferentes para 4% aos 90 e 120 min, e para 6%, somente

aos 120 min (Figura 19).
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6.10 Percentual do Transporte Distal de Sédio nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina, 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 20: Percentual do Transporte Distal de Sédio (%dTNa+) nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina (n=5), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estéo
expressos em Média £ EPM. *p < 0.05 em comparacédo a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os resultados demonstram para o grupo sem albumina uma manutencgao
do percentual do transporte distal de s6dio, em valores médios de 3,84 + 1,18
%dTNa" . A adigdo de 2% aumentou os valores percentuais de reabsor¢édo de sodio
em 79,43%, sendo os valores mensurados nos tempos experimentais de 30, 60 e 90
min estatisticamente diferentes. A adicao de 4% de albumina aumentou levemente
os valores percentuais de reabsorgéo de sddio em patamares de 82%, sendo todos
os valores mensurados nos tempos experimentais estatisticamente diferentes
quando comparados ao grupo controle sem albumina. A adicdo de 6% de albumina
em solucgao perfusora manteve o percentual de reabsorgao de sédio em 83%, sendo
todos os valores mensurados nos tempos experimentais estatisticamente diferentes

quando comparados ao grupo controle sem albumina (Figura 20).
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6.11 Percentual do Transporte Distal de Potassio nos grupos Krebs-Henseleit
sem albumina, 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 21: Percentual do Transporte Distal de Potassio (%dTK+) nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina (n= 5),Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5 ), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estdo
expressos em Média = EPM.
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O grupo controle sem albumina demonstrou uma manutengéo dos niveis
médios do percentual de transporte distal de potassio em 1,30 + 0,50 %dTK". A
adicado de 2% néo alterou o percentual de reabsorgéo de potassio nos segmentos
ditais, porém, a adicdo de 4% de albumina elevou a reabsorgéo distal de potassio
em 93%, sendo todos os valores mensurados aos 30, 60,90 e 120 min
estatisticamente diferentes. A adicdo de 6% de albumina aumentou de modo
semelhante, o percentual distal de reabsor¢do em todos os valores dos tempos

experimentais (Figura 21).
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6.12 Transporte Proximal de Sédio nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina,
2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 22: Transporte Proximal de Sédio (LEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina
(n=5), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos
em Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os resultados demonstram para o grupo sem albumina uma grande
oscilacdo entre valores de Transporte Proximal de Sdédio, demonstrando valores
meédios de 9,9 + 2,88 yEqg/g/min. A adigao de 2% de albumina na solugao perfusora
provocou uma manutengao dos valores médios de Transporte Proximal de Sédio de
27,22 + 6,7 yEg/g/min (Figura 22). Porém, somente os valores mensurados no
tempo de 30 min foram estatisticamente diferentes. Houve posteriormente uma
diminuigao progressiva desses valores.

A adicdo de 4% de albumina na solucdo perfusora promoveu uma
manutengao dos niveis de transporte proximal de sédio em 32,44 + 2,76 yEq/g/min,
sem significantemente diferir dos valores do grupo controle sem albumina (Figura
22).

A adicdo de 6 % de albumina na solucdo perfusora promoveu uma
manutengao dos niveis de transporte proximal de sédio em 61,98 + 5,01 pyEqg/g/min.
Todos os valores obtidos nos tempos experimentais foram estatisticamente

diferentes quando comparada ao grupo controle sem albumina (Figura 22).



84

6.13 Transporte Proximal de Potassio nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina, 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 23: Transporte Proximal de Potassio (LEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina
(n=4), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=3), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estao expressos em
Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os resultados demonstram para o grupo sem albumina uma diminuigao
progressiva do transporte proximal de potassio, iniciando em 0,40 + 0,23 pEg/g/min
( tempo 30 min) e, posteriormente em 120 min, -0,17 £ 0,22 uEqg/g/min.

A adicao de 2 ou 4% de albumina em solugéo perfusora evocou grandes
oscilagdes no transporte proximal de potassio, ndo havendo valores estatisticamente
diferentes quando comparados ao grupo controle sem albumina.

Somente a adi¢do de 6% de albumina na solugao perfusora foi capaz de
produzir forga coloidosmaética nos segmentos proximais, € aumentar o transporte
proximal de potassio, atingindo valores de 1,74 + 0,37 (30 min), 1,90 + 0,38 (60 min),
1,94 £ 0,60 (90 min) e 2,30 £ 0,68 (120 min) (Figura 23).
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6.14 Percentual do Transporte Proximal de Sédio nos grupos Krebs-Henseleit
sem albumina, 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 24: Percentual do Transporte Proximal de Sodio (%pTNa+) nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina (n=5 ),Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estdo
expressos em Média £ EPM. *p < 0.05 em comparacéo a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os resultados demonstram para o grupo sem albumina uma diminuigao
progressiva dos valores percentuais de transporte proximal de sodio, iniciando em
28,65 + 2,39 %pTNa®, atingindo ao final de tempo experimental ( 120 min), valores
de -3,43 + 10,02 %pTNa", ocorrendo secregao tubular proximal de sodio.

A adicdo de 2% de albumina na solugdo perfusora aumentou nos
primeiros 30 min (51,06 + 6,93 %pTNa") e ao final , 120 min (44,17 + 9,8 %pTNa®),
de modo estatisticamente diferente quando comparado ao grupo controle sem
albumina (Figura 24).

A adicao de 4% de albumina na solugao perfusora promoveu um aumento
sustentado em torno de 56,78 + 4,53 %pTNa® .Todos os valores percentuais de
transporte proximal de soédio, nos tempos experimentais mensurados foram
estaticamente diferentes quando comparados ao grupo controle albumina.

A adicao de 6% de albumina obteve o maior efeito no aumento do
percentual de transporte proximal de sédio, 77,91%, atingindo valores de 62,48 *
5,47 %pTNa” (30 min), 74,12 + 3,32 %pTNa® (60 min), 82,54 + 6,04 %pTNa" (90
minutos) e 77,82 + 2,81 %pTNa" (120 minutos) (Figura 24).



86

6.15 Percentual do Transporte Proximal de Potassio nos grupos Krebs-
Henseleit sem albumina, 2%, 4% e 6% de albumina, em rim isolado perfundido
de coelho

Figura 25: Percentual do Transporte Proximal de Potassio (%pTK") nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina (n=5), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estao
expressos em Média = EPM.
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A auséncia de albumina na solugcédo provocou uma diminuigdo progressiva
do percentual de transporte de potassio durante os 120 min de tempo experimental.

A adicao de 2% de albumina na solug¢ao perfusora aumentou o percentual
de transporte proximal de potassio, porém, sem diferenca estatistica, quando
comparado ao grupo controle sem albumina, e também adquiriu um comportamento
de diminuicao progressiva de acordo com o tempo (Figura 25).

A adicado de 4% de albumina na solugao perfusora foi capaz de aumentar
o percentual de transporte proximal de potassio nos ultimos 60 min experimentais,
90 min (40,22 + 7,44 %pTK') e 120 min (51,97 * 7,29 %pTK") , onde os valores
diferiram estatisticamente do grupo controle sem albumina.

A adicdo de 6% de albumina na solugcdo perfusora obteve os maiores
niveis médios no percentual de transporte proximal de potassio, 66,04 + 2,93
%pTK*. Todos os valores encontrados nos tempos experimentais foram

estatisticamente diferentes em comparagéo ao grupo controle sem albumina.
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6.16 Sbédio Excretado nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, 2%, 4% e 6%
de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 26: Sédio Excretado (WEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=5), Krebs-
Henseleit alboumina 2% (n=5), 4% (n=5) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos em Média +
EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os dados demonstraram para o grupo sem albumina altos valores de
excrecdo de sodio, chegando a patamares proximos a 70,42 = 5,44 yEqg/g/min. A
adicao de 2% de albumina a solucéo perfusora promoveu em média uma diminui¢cao
do sddio excretado de 53,93% em comparacdo com o grupo sem albumina. Todos
os valores de sodio, nos tempos experimentais mensurados, diminuiram de modo
estatisticamente diferente, em comparacdo com o grupo sem albumina (Figura 26).

A adicdo de 4% de albumina a solucdo perfusora manteve um perfil baixo
de excrecao de sédio, em torno de 63,61% em comparagdo com O grupo sem
albumina. Todos o0s tempos experimentais diminuiram modo estatisticamente
significante em comparagao com o grupo sem albumina (Figura 26).

A adicdo de 6% de albumina a solugcédo perfusora promoveu em meédia
uma diminuicdo de Na® excretado de 73,62% em comparagdo com O grupo sem
albumina. Todos os valores de Na*, nos tempos experimentais, diminuiram modo

estatisticamente significante em comparagéo com o grupo sem albumina (Figura 26).
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6.17 Potassio Excretado nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, Krebs-
Henseleit albumina 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de
coelho

Figura 27:Potassio Excretado (LEg/g/min ) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=5 ), Krebs-
Henseleit albumina 2% (n= 5), 4% (n=5) e 6% (n= 5). Os resultados estdo expressos em Média *
EPM. *p < 0.05 em comparacgao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os dados demonstraram para o grupo sem albumina uma manutencéo
dos altos niveis de potassio excretado até patamares médios proximos a 3,11 + 0,1
LEQg/g/min.

A adicdo de 2% de albumina a solucao perfusora promoveu em média
uma diminui¢do progressiva do potassio excretado, sendo em média 33,81% menor
do que o grupo controle sem albumina. A partir dos 60 min experimentais, os valores
do grupo 2% albumina diferiram estatisticamente do grupo sem albumina (Figura
27).

A adicdo de 4% de albumina a solucdo perfusora promoveu em média
uma diminuicdo de potassio excretado de 50,94% em compara¢cdo com 0 grupo sem
albumina. Todos o0s valores mensurados nos tempos experimentais foram
estatisticamente diferentes comparados ao grupo controle sem albumina.

A adicdo de 6% de albumina a solucédo perfusora obteve os menores
niveis de excrecdo de potassio, que promoveu em média uma diminuicdo de

potassio excretado de 71,20% em comparacdo com o grupo sem albumina. Todos
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os valores de potassio excretado, nos tempos experimentais, diminuiram modo

estatisticamente significante em comparagcéo com o grupo sem albumina (Figura 27).



90

6.18 Sodio Filtrado nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, Krebs-Henseleit
albumina 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 28:Sédio Filtrado (MEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=4), Krebs-
Henseleit albumina 2% (n= 3), 4% (n=4) e 6% (n= 5). Os resultados estdo expressos em Média +

EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os dados de Na' filtrado demonstraram, para o grupo sem albumina,

valores médios de 88,16 + 6,27 pEg/g/min durante os 120 min de experimentacdo. A

adicdo de 2% de albumina na solucao perfusora diminuiu a quantidade de sdodio

filtrado, mas néo suficiente para diferir estatisticamente do grupo controle sem

albumina. A adicdo de 4% de albumina obteve valores estaticamente diferentes do

grupo controle nos tempos intermediarios de 60 min (59,54 + 4,58 uEqg/g/min) e 90

min (51,32 £ 5,71 pEg/g/min). A adicdo de 6% de albumina em solucdo perfusora

diminuiu em média 58,62%, sendo todos os valores de sédio filtrado mensurados

nos tempos experimentais estatisticamente diferentes quando comparados ao grupo

controle sem albumina (Figura 28).
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6.19 Potassio Filtrado nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, Krebs-
Henseleit albumina 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de
coelho

Figura 29:Potassio Filtrado (UEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n= 4), Krebs-
Henseleit alboumina 2% (n=5), 4% (n=4) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos em Média *
EPM. *p < 0.05 em comparagao a Krebs-Henseleit sem albumina
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Os dados de K" filtrado demonstraram, para o grupo sem albumina,
valores médios de 3,65 + 0,16 pEg/g/min (Figura 29). A adicdo de 2 % de albumina
em solugdo perfusora, apesar de diminuir haver uma tendéncia a diminuicdo do
conteudo de potassio filtrado, ndo atingiu a significancia estatistica, quando
comparada ao grupo controle sem albumina.

A adicdo de 4% de albumina a solugcédo perfusora promoveu em média
uma diminuicdo do K" filtrado de 33% em comparagdo com o grupo sem albumina,
porém, somente os 30 primeiros min foram estatisticamente diferentes do grupo
controle sem albumina (Figura 29).

A adicdo de 6% de albumina & solugcédo perfusora promoveu em meédia
uma diminuicdo do K" filtrado de 70% em comparagdo com o grupo sem albumina ,
onde todos os valores, mensurados nos tempos experimentais foram
estatisticamente diferentes quando comparados com o grupo sem albumina (Figura
29).
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6.20 Sddio Transportado nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, 2%, 4% e
6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 30: Sodio Transportado (LEg/g/min) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n=5), Krebs-
Henseleit albumina 2% (n= 5), 4% (n=5) e 6% (n= 5). Os resultados estdo expressos em Média +
EPM.
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Os dados de sdédio transportado demonstraram, para 0 grupo sem
albumina, valores de transporte de so6dio em 11,35 + 3,69 yuEg/g/min. A adicdo de
2% ou 4% de albumina a solucdo perfusora aumentou de modo estatisticamente
diferente 84,31% e 80,58%, respectivamente, no transporte de sodio durante os
primeiros 30 min, quando comparado ao grupo controle sem albumina. Estes
aumentos nao permaneceram nos 90 min posteriores (Figura 30).

Somente a adicdo de 6% de albumina a solugéo perfusora promoveu, um
aumento no transporte de sodio para valores de 51,21 + 2,70 uEg/g/min, cerca de

78% maior quando comparado ao grupo controle sem albumina.
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6.21 Potassio Transportado nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina, Krebs-
Henseleit albumina 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de
coelho

Figura 31: Potassio Transportado (LEg/g/min ) nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina (n= 5 ),
Krebs-Henseleit albumina 2% (n= 5), 4% (n= 5) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos em
Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os dados de K* transportado demonstraram, para o grupo sem albumina,
valores decrescentes ao longo do tempo experimental, iniciando em 0,58 + 0,32
MEQg/g/min nos primeiros 30 min, e atingindo em 0,12 £ 0,18 pEg/g/min aos 120 min
de experimentacao (Figura 31).

A adicao de 2%, 4 ou 6% de albumina na solucédo perfusora, apesar de
demonstrar uma tendéncia ao aumento do potassio transportado, ndo obteve valores
mensurados nos tempos experimentais de modo estatisticamente diferentes, quando

comparados ao grupo controle sem albumina.
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6.22 Percentual de So6dio Transportado nos grupos Krebs- Henseleit sem
albumina, 2% , 4% e 6% de albumina em rim isolado perfundido de coelho

Figura 32: Percentual de S6dio Transportado (%TNa") nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina
(n= 4), Krebs-Henseleit albumina 2% (n=5), 4% (n=4) e 6% (n=5). Os resultados estdo expressos
em Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os dados demonstraram para o grupo sem albumina uma manutencéo no
percentual de Na® transportado em patamares médios de 14,37 = 53 %TNa’
durante o tempo experimental (Figura 32). A adicdo de 2% de albumina a solucdo
perfusora promoveu um aumento estatisticamente significante, em comparacédo ao
grupo sem albumina, nos tempos experimentais 30 min (57,21+ 5,19 %TNa") , 60
min (49,54 + 3,71 %TNa") , 90 min (42,2 + 5,06 %TNa") e 120 min (38,91 + 10,62
%TNa"). A adicdo de 4% de albumina a solucéo perfusora manteve o percentual de
transporte de sédio 77% maior do que o grupo controle sem albumina, sendo todos
os valores nos tempos experimentais mensurados, estatisticamente diferentes do
grupo controle sem albumina.

A adicao de 6% de albumina a solugédo perfusora acentuou levemente o
aumento no percentual de transporte de sodio no rim, aumentando a niveis de
81,57%. Todos os valores nos tempos experimentais mensurados foram

estatisticamente diferentes do grupo controle sem albumina.
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6.23 Percentual de Potassio Transportado nos grupos Krebs-Henseleit sem
albumina, Krebs-Henseleit albumina 2%, 4% e 6% de albumina em rim isolado
perfundido de coelho

Figura 33: Percentual de Potassio Transportado (%TK") nos grupos Krebs-Henseleit sem albumina
(n= 5), Krebs-Henseleit albumina 2% (n= 6), 4% (n= 4) e 6% (n=5). Os resultados estao expressos
em Média + EPM. *p < 0.05 em comparacao a Krebs-Henseleit sem albumina.
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Os dados demonstraram para o grupo sem albumina uma manutencéo no
percentual de K* transportado em patamares médios de 15,58 + 3,15 %TK" durante
o tempo experimental (Figura 33).

Os dados demonstram para o grupo Albumina 2%, um aumento discreto
do percentual de transporte de potassio durante os primeiros 60 min, mas, sem
diferenga estatistica quando comparado ao grupo controle sem albumina (Figura 33).
O adicéo de 4% de albumina na solugao perfusora foi capaz , somente aos 120 min,
de diferir estatisticamente o percentual de reabsor¢do de potassio, quando
comparado ao grupo controle sem albumina.

Somente a adigcao de 6% de albumina na solugao perfusora foi capaz de
elevar o percentual de transporte de potassio a um percentual de 73% maiores do
que o grupo controle sem albumina. Todos os valores encontrados nos tempos
experimentais mensurados foram considerados diferente estatisticamente do grupo

controle.
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Apdés a extensiva andlise de todos os parametros que estiveram
apresentados na sequencia, optou-se pela avaliagdo dos efeitos da toxina termo
estavel da Escherichia coli, utilizando para isso, a concentracdo de albumina de 6
g%. Concentracdo essa que corresponde aquela observada em varias espécies de
mamiferos quando avaliadas no soro sanguineo, como gerbils, chinchilas, ratos e
porquinhos da india (BREWER, 2006). Assim, discorreremos sobre as variacoes
fisiolégicas observadas durante o curso das perfusBes ex-vivo constantes dessa
preparacao.
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6.24 Fluxo de Perfusdao Renal no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 34: Fluxo de Perfusdo Renal (ml/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n=6). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparagdo ao
Tempo 30 min.
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O fluxo de perfuséo renal do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml)
variou em torno de valores médios de 12,95 = 0,28 ml/g/min. Os experimentos
mostraram no tempo controle 30 min o Fluxo de Perfusdo Renalde 12,10 + 0,59
ml/g/min (Figura 34).

A adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min ndo modificou o Fluxo de
Perfusdo Renal nos tempos de 60, 90 ou 120 min. Apesar de haver um aumento de
8,12 % no tempo de 60 min, 8,76% no tempo de 90 min e 10,57% no tempo de 120
min, ndo foram estatisticamente significantes quando comparados ao tempo controle
30 min (Figura 34).
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6.25 Fluxo urinario no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) em
rim isolado perfundido de coelho

Figura 35: Fluxo urinario (ml/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) (n= 6). Os
resultados estao expressos em Média £ EPM. # p < 0.05 em compara¢éo ao Tempo 30 min.
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O fluxo urinario do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml) variou em
torno de valores médios de 0,195 + 0,008 ml/g/min. Os experimentos mostraram no
tempo controle 30 min o fluxo urinario de 0,017 + 0,006 ml/g/min (Figura 35).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (0,017 £ 0,006 ml/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o fluxo urinario de modo
estatisticamente significante em 24,56% no tempo de 60 min (0,213 + 0,009
ml/g/min) (Figura 35).

De modo semelhante, no tempo 90 min, o aumento no fluxo urinario
permaneceu em valores estatisticamente significantes (0,201 + 0,008 ml/g/min)
quando comparados ao tempo controle 30 min. Aos 120 min, o fluxo urinario
retornou a valores proximos ao controle (0,189 + 0,007 ml/g/min), porém, nao houve

significancia estatistica quando comparados ao tempo controle (Figura 35).
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6.26 Ritmo de Filtracdo Glomerular no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% +
STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 36:ritmo de Filtracdo Glomerular (ml/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n=5). Os resultados estao expressos em Média + EPM.
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O ritmo de filtracdo glomerular do grupo Krebs albumina 6% + STa
(7 ng/ml) variou em torno de valores médios de 0,248 + 0,013 ml/g/min. Os
experimentos mostraram no tempo controle 30 min um ritmo de filtragdo glomerular
de 0,237 £ 0,022 ml/g/min .

Comparativamente ao tempo controle 30 min (0,086 £ 0,012 ml/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min ndo aumentou o ritmo de filtracao glomerular
de modo no tempo 60 ou 90 min.

O tempo 120 min demonstrou uma tendéncia ao aumento (0,279 + 0,055
ml/g/min, porém, este ndo se verificou em func&o da variabilidade de valores entre

os experimentos performados, ndo havendo significancia estatistica (Figura 36).
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6.27 Osmolaridade presente no perfusato no grupo Krebs-Henseleit albumina
6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 37: Osmolaridade presente no perfusato (mmol/Kg) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% +
STa (7 ng/ml) (n=6 ). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparacéo ao
Tempo 30 min.
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A osmolaridade presente no perfusato do grupo Albumina 6% + STa (7
ng/ml) apresentou valores semelhantes entre 30 min (222,93 + 6,92 mmol/Kg) e 60
min (227,25 + 8,08 mmol/Kg ).

Apés a adicdo de STa ( 7 ng/ml) , aos 40 min , de modo tardio, aos 90
min, ocorreu um aumento de 9,45% da osmolaridade presente no perfusato (243,87
+ 5,60 mmol/Kg), de modo estatisticamente significante, quando comparado ao
tempo controle 30 min. O aumento da osmolaridade no perfusato, dada a adi¢éo de
STa (7 ng/ml) , continua aos 120 min , apresentando um aumento de 14,41 % , de
modo estatisticamente diferente, quando comparado ao tempo controle 30 minuto
(Figura 38).
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6.28 Osmolaridade presente na urina no grupo Krebs-Henseleit alboumina 6% +
STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 38: Osmolaridade presente na urina (mmol/Kg) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n=6). Os resultados estao expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparacao ao
Tempo 30 min.
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A osmolaridade presente na urina do grupo Albumina 6% + STa (7 ng/ml)
nao apresentou grande variabilidade entre os tempos experimentais, apresentando
valores médios de 237,7 £ 3,17mmol/Kg. A ocorréncia de valores de osmolaridade
presente na urina aos 60 min (236,27 £ 5,77 mmol/Kg ), 90 (237,05 £ 6,74 mmol/Kg
), ou 120 min (246,3 + 7,85 mmol/Kg) , ndo foram estatisticamente significantes
guando comparados aos tempo controle 30 min (231,04 = 8,03 mmol/Kg) (Figura
38).
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6.29 Clearance Osmolar nos grupos Krebs-Henseleit albumina 6% e Krebs-
Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 39: Clearance Osmolar (ml/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml)
(n=6). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparagédo ao Tempo 30
min.
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O Clearance Osmolar do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml) variou
em torno de valores médios de 0,189 £ 0,007 ml/g/min. Os resltados mostraram no
tempo controle 30 min o Clearance Osmolar de 0,166 + 0,005 ml/g/min (Figura 39).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (0,166 + 0,005 ml/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o Clearance Osmolar de modo
estatisticamente significante em 24,09% no tempo de 60 min (0,200 + 0,012
ml/g/min) (Figura 39).

De modo semelhante, o aumento do Clearance Osmolar verificado em 60
min permaneceu aos 90 min (0,199 + 0,01ml/g/min), reduzindo para 19,87%, porém,
ainda sendo estaticamente significante quando comparado ao tempo controle de 30
min. Aos 120 min, o Clearance Osmolar retornou a valores préximos (0,189 + 0,01
ml/g/min) do tempo controle 30 min, ndo havendo significancia estatistica quando

comparados ao tempo controle (Figura 39).
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6.30 Clearance de Agua Livre no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 40: Clearance de Agua Livre (ml/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n= 4). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparagéo ao
Tempo 30 min.
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O Clearance de Agua Livre do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml)
variou em torno de valores médios de 0,015 = 0,004 mi/g/min. Os resultados
mostraram no tempo controle 30 min o Clearance de Agua Livre de 0,004 + 0,005
ml/g/min (Figura 40).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (0,004 £ 0,005 ml/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o Clearance de Agua Livre de modo
estatisticamente significante em 600% no tempo de 60 min (0,028 + 0,003 ml/g/min)
(Figura 40).

Aos 90 (0,011 £ 0,002 ml/g/min) e 120 min (0,015 £ 0,004 ml/g/min), o
aumento do Clearance de Agua Livre, verificado em 60 min, diminui
progressivamente, retornando a valores proximos do tempo controle 30 min, néo

havendo significancia estatistica quando comparados ao tempo controle (Figura 40).
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6.31 Transporte Distal de Sodio nos grupos Krebs-Henseleit albumina 6% e
Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de
coelho

Figura 41: Transporte Distal de Sédio (UEg/g/min) no grupo e Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n= 4). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparacao ao
Tempo 30 min.
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O transporte distal de sédio do grupo Krebs albumina 6% + STa
(7 ng/ml) iniciou em valores de 0,67 + 0,17 pEg/g/min e aumentou progressivamente.
(Figura 41).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (0,67 £ 0,17 pEg/g/min) a
adicado de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o transporte distal de s6dio de modo
estatisticamente significante em 374% no tempo de 60 min (3,18 + 0,13 yEg/g/min)
(Figura 41).

Aos 90 (1,34 £ 0,08 pEg/g/min) e 120 min (1,89 = 0,13 puEqg/g/min), o
aumento do transporte distal de soédio, verificado em 60 min, diminui
progressivamente, retornando a valores proximos (1,34 + 0,14 yEqg/g/min) do tempo
controle 30 min, ainda havendo significancia estatistica quando comparados ao

tempo controle (Figura 41).
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6.32 Transporte Distal de Potassio no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% +
STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 42: Transporte Distal de Potassio (LEg/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n= 4). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparacao ao

Tempo 30 min.
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No inicio do tempo 30 min controle, obtivemos percentuais de transporte
distal de potassio do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml) em torno de valores
de 0,007 + 0,031 uEg/g/min (Figura 42).

A adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o Percentual de
transporte distal de potassio de modo estatisticamente significante no tempo de 60
min (0,166 + 0,02 yEg/g/min) (Figura 42).

O aumento verificado aos 60 min ndo se confirmou em tempos
posteriores, 90 e 120 min, retornando a valores préximos ao tempo 30 min controle,

de modo ndo estatisticamente significante (Figura 42).
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6.33 Percentual do Transporte Distal de Sédio no grupo Krebs-Henseleit
albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 43:Percentual do Transporte Distal de Sodio (%dTNa+) no grupo Krebs-Henseleit albumina
6% + STa (7 ng/ml) (n= 5 ). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em
comparacao ao Tempo 30 min.
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No inicio do tempo 30 min controle, obtivemos percentuais de Transporte
Distal de Sédio do grupo Krebs albumina 6% + STa ( 7 ng/ml) em torno de valores de
4,44 + 2,25 pEg/g/min(Figura 43).

A adigdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o Percentual de
Transporte Distal de Sédio de modo estatisticamente significante em 215 % no
tempo de 60 min (13,89 + 1,70 uEqg/g/min) (Figura 43).

O aumento verificado aos 60 min ndo se confirmou em tempos
posteriores, 90 e 120 min, retornando a valores préximos ao tempo 30 min controle,

de modo nao estatisticamente significante (Figura 43).
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6.34 Percentual do Transporte Distal de Potassio no grupo Krebs-Henseleit
albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 44: Percentual do Transporte Distal de Potassio (%dTK+) nos grupos Krebs Henseleit
albumina 6% (n= 5) e Krebs-Henseleit alboumina 6% + STa (7 ng/ml) (n= 4). Os resultados estédo
expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparagéo ao Tempo 30 min.
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O Percentual do Transporte Distal de Potassio do grupo Krebs albumina
6% + STa (7 ng/ml) variou em torno de valores médios de 6,66 + 3,26 %dTK". Os
experimentos mostraram no tempo controle 30 min o Percentual do Transporte Distal
de Potassio de -2,27 + 3,96 %dTK" (Figura 44).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (-2,27 + 3,96 %dTK) a
adicado de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o Percentual do Transporte Distal de
Potassio de modo estatisticamente significante no tempo de 60 min (13,41 + 2,45
%dTK") (Figura 44).

O aumento do Percentual do Transporte Distal de potassio, verificado em
60 min, permaneceu aos 90 min (6,59 * 1,37 %dTK") , e aos 120 min (8,90 + 2,64
%dTK") sendo estatisticamente significante quando comparado ao tempo controle

30 min.
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6.35 Transporte Proximal de Sédio no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% +
STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 45: Transporte Proximal de Sodio (LEg/g/min) no grupo Krebs-Henseleit aloumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n=5). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparagdo ao

Tempo 30 min.
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O Transporte Proximal de Sédio do grupo Krebs albumina 6% + STa (7
ng/ml) iniciou em valores controle de 4,69 + 1,65 pEqg/g/min (Figura 45).

A adicao de STa 7 ng/ml aos 40 min promoveu uma reducgao do transporte
proximal de sédio em 214 % aos 90 min, de modo estatisticamente significante
(Figura 45).

Aos 120 min, a redugdo do Transporte Proximal de Sédio ainda é
observada, de modo menos intenso, 150%, porém ainda estatisticamente

significante, quando comparado ao tempo controle 30 min.
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6.36 Transporte Proximal de Potassio no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% +
STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 46: Transporte Proximal de Potassio (UEg/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% +
STa (7 ng/ml) (n=5). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparacéo ao
Tempo 30 min.
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Inicialmente, no tempo controle 30 min, foi observado uma secregéo de
potassio (-0,61 + 0,11 %TK") no segmento proximal. Posteriormente, apds a adigéo
de STa (7 ng/ml) aos 40 min, houve uma diminuicdo progressiva da secrecao de
potassio neste mesmo segmento.

A partir do tempo de 90 min, a adigdo de STa (7 ng/ml) aos 60 min,
promoveu um aumento no transporte proximal de potassio de 28,33%, de modo
estatisticamente significante quando comparado ao tempo controle de 30 min (Figura
46). A reducéo da secrec¢édo de potassio continua aos 120 (0,59 + 0,21 %TK™) min,
ocorrendo a interrupcdo da secregao, e ocorréncia da reabsorcdo de potassio em

segmento proximal (Figura 46).
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6.37 Percentual do Transporte Proximal de Sédio no grupo Krebs-Henseleit
albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 47: Percentual do Transporte Proximal de Sédio (%pTNa") no Krebs-Henseleit albumina 6% +
STa (7 ng/ml) (n=4). Os resultados estao expressos em Média £ EPM. # p < 0.05 em comparacao ao
Tempo 30 min.
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O Transporte Proximal de Sodio do grupo Krebs albumina 6% + STa (7
ng/ml) iniciou em valores controle de 14,93 + 4,93 %pTNa" (Figura 47).

A adicao de STa 7 ng/ml aos 40 min promoveu uma redugao progressiva
ao longo do tempo de experimentacao, do percentual de transporte proximal de
sédio. STa promoveu uma reducgéo de 214 % aos 60 min (-7,82 + 8,49 %pTNa®),
297% aos 90 min (-29,45 *+ 12,22 %pTNa*) e ,188% aos 120 min ( -13,93 * 8,45

%pTNa"), de modo estatisticamente significante (Figura 47).
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6.38 Percentual do Transporte Proximal de Potassio no grupo Krebs-Henseleit
albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 48: Percentual do Transporte Proximal de Potassio (%pTK') no grupo Krebs-Henseleit
albumina 6% + STa (7 ng/ml) (n=4). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em
comparacao ao Tempo 30 min.

301 BEA Albumina 6% +

STa

%pTK"
3

'1 00 T T T T
30 60 90 120

Minutos

Inicialmente, no tempo controle 30 min, o percentual de reabsor¢céo de
potassio foi observado em valores negativos (-66,98 + 18,91 %pTK" ), indicando
secrecdo de potassio em segmentos proximais. Posteriormente, apds a adi¢cado de
STa (7 ng/ml) aos 40 min, houve uma diminuicdo progressiva da secregao de
potassio neste mesmo segmento.

Somente a partir do tempo de 120 min, a adicdo de STa (7 ng/ml) aos 60
min, promoveu um aumento no transporte proximal de potassio de 128,33%, de
modo estatisticamente significante quando comparado ao tempo controle de 30 min
(Figura 48).
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6.39 Comparacao entre o percentual de transporte distal e proximal de sédio
no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado
perfundido de coelho

Figura 49: Comparagédo entre o percentual de transporte distal e proximal de sodio no grupo Krebs-
Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) (n= 5). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p
< 0.05 em comparacdo ao Tempo 30 min.
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Para efeitos de comparacdo, foi plotado graficamente o percentual de
transporte distal e proximal de so6dio em todos 0s tempos experimentais.
Inicialmente, aos 30 min, o percentual de transporte proximal estava em 14,93 + 4,97
%pTNa’, enquanto o percentual de transporte distal estava em 0,90 + 4,44 %dTNa".

A adicdo de 7 ng/ml em solucdo perfusora aos 40 min promove, de modo
estatisticamente significante, uma secrecdo de sodio na regido proximal (-7,82 +
8,49 %pTNa), e um aumento no percentual de transporte distal (13,87 = 1,90
%dTNa).

Aos 90 min, a secrecdo de soOdio na regido proximal permanece
aumentada, atingindo valores de -29,45 = 11,90 %pTNa, enquanto o percentual de
transporte distal retorna a valores perto do controle (6,03 + 1,42 %dTNa).

Aos 120 min, o efeito na secrecdo de sodio na regido proximal diminui,
com o retorno do percentual de transporte proximal a valores préximos ao controle (-
13,30 = 8,43 %pTNa), porém ainda significantes, enquanto o percentual de
transporte distal ainda se mantém em valores perto do controle (9,42 + 3,48
%dTNa).
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6.40 Comparacdo entre o percentual de transporte distal e proximal de
potassio no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado
perfundido de coelho.

Figura 50:Comparacéao entre o percentual de transporte distal e proximal de potassio no grupo Krebs-
Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) (n= 5). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p
< 0.05 em comparacdo ao Tempo 30 min.
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Para efeitos de comparacgéo, foi plotado graficamente o percentual de
transporte distal e proximal de potassio em todos 0s tempos experimentais.
Inicialmente, aos 30 min, o percentual de transporte proximal estava em -66,98 +
18,91 %pTK*, enquanto o percentual de transporte distal estava em -2,27 + 3,96
%dTK".

A adicdo de 7 ng/ml em solugdo perfusora aos 40 min promove uma
reducdo da secrecdo de sodio na regido proximal (-27,35 = 9,91 %pTK), e um
aumento, de modo estatisticamente significante, no percentual de transporte distal
(13,41 + 2,45 %dTK).

Aos 90 min, a reabsorcdo de sodio na regido proximal oscila, atingindo
valores de -41,45 £+ 1490 %pTK, enquanto o percentual de transporte distal
permanece alto em relagao ao controle (6,59 + 1,37 %dTK).

Aos 120 min, ocorre a reabsorcao de sédio no segmento proximal, (19,03
*+ 7,62 %pTK) , estatisticamente significante, enquanto o percentual de transporte
distal ainda se mantém em valores altos em relagdo ao controle (8,90 + 2,64
%dTK").
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6.41 Sédio excretado no grupo Krebs-Henseleit alboumina 6% + STa (7 ng/ml)
em rim isolado perfundido de coelho

Figura 51: Sédio excretado (LEg/g/min ) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) (n=
6 ). Os resultados esté@o expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparag¢do ao Tempo 30 min.
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O sodio excretado do grupo Krebs albumina 6% + STa ( 7 ng/ml) variou
em torno de valores médios de 24,42 + 0,82 yEg/g/min. Os experimentos mostraram
no tempo controle 30 min o sédio excretado de 18,27 + 0,62 pEg/g/min .

Comparativamente ao tempo controle 30 min (18,27 £ 0,62 upEqg/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o sodio excretado de modo
estatisticamente significante em 37% no tempo de 60 min (25,04 + 1,93 pyEqg/g/min).

De modo semelhante, o aumento do sddio excretado verificado em 60 min
permaneceu aos 90 min (26,91+ 1,43 yEg/g/min), atingindo 47,29% de aumento, e
sendo estaticamente significante quando comparado ao tempo controle de 30 min.
Aos 120 min, o sédio excretado atingiu ao apice dos valores (27,43 + 1,91
MEQg/g/min) do tempo controle 30 min, havendo significancia estatistica quando
comparado ao tempo controle.
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6.42 Potassio excretado no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml)
em rim isolado perfundido de coelho

Figura 52: Potassio excretado (UEg/g/min) no grupo Krebs-Henseleit aloumina 6% + STa (7 ng/ml)
(n=5). Os resultados estdo expressos em Média £+ EPM. Os resultados estdo expressos em Média +

EPM. # p < 0.05 em comparacéo ao Tempo 30 min.
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O potassio excretado do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml)
durante o tempo controle atingiu valores de 1,73 + 0,04 pEg/g/min (Figura 52).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (1,73 £ 0,04 pEg/g/min) a
adicédo de 7 ng/ml de STa aos 40 min alterou o potassio excretado de modo
estatisticamente significante, havendo uma reducédo de 21,38% (Figura 52). A
diminuicdo do potassio excretado se deu de forma progressiva aos 90 min (0,94 +
0,09 pEg/g/min) e aos 120 min (0,84 + 0,065 pEqg/g/min) de modo significativo

estatisticamente quando comparado ao tempo controle de 30 min (Figura 52).
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6.43 Sédio filtrado no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) em
rim isolado perfundido de coelho

Figura 53: Sdédio filtrado (LEg/g/min’) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) (n= 4).
Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparacdo ao Tempo 30 min.
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O sdédio filtrado do grupo Krebs albumina 6% + STa ( 7 ng/ml) variou em
torno de valores médios de 26,58 *+ 1,29 pEg/g/min. Os experimentos mostraram no
tempo controle 30 min, o sédio filtrado de 24,86 + 1,59 pEqg/g/min (Figura 53).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (24,86 + 1,59 pEqg/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou o sodio filtrado de modo
estatisticamente significante em 22,48% no tempo de 60 min (30,45 + 1,83
MEQ/g/min) (Figura 53).

Os valores de sodio filtrado retornaram a valores basais nos tempos de 90
(25,45 + 2,11 uEg/g/min) e 120 min(25,54 + 1,71 pEg/g/min) (Figura 53).
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6.44 Potassio filtrado no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml)
em rim isolado perfundido de coelho

Figura 54: Potassio filtrado (WEg/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml) (n=
6). Os resultados estao expressos em Média + EPM.
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O potassio filtrado do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml)
apresentou valores médios de 1,02 + 0,04 pEg/g/min. Os experimentos mostraram
no tempo controle 30 min o potassio filtrado de 1,02 + 0,08 uEg/g/min (Figura 54).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (1,02 + 0,08 pEg/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min ndo promoveu altera¢gdes no potassio filtrado
aos 60, 90 ou 120 min (Figura 54).
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6.45 Sodio transportado no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml)
em rim isolado perfundido de coelho

Figura 55: Sodio transportado (LEg/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml)
(n= 6). Os resultados estao expressos em Média £+ EPM. # p < 0.05 em compara¢cdo ao Tempo 30
min.
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O soédio Transportado do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml)
demonstrou oscilar nos tempos experimentais , variando em torno de valores médios
de 2,33 + 1,61 yEqg/g/min. Os experimentos mostraram no tempo controle 30 min o
Saédio Transportado de 6,86 + 1,89 pEqg/g/min (Figura 55).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (6,86 + 1,89 yEqg/g/min) a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min diminuiu o Sdédio Transportado de modo
estatisticamente significante em 61,37% no tempo de 90 min (-0,69 + 2,24
MEq/g/min) (Figura 55).

O efeito de excregao de Sédio verificado em 90 min permaneceu aos 120
min (0,50 + 1,70 pEg/g/min), mas em maior escala, atingindo 92,81% , sendo
estaticamente significante quando comparado ao tempo controle de 30 min (Figura
55).
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6.46 Potassio transportado no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 56: Potassio transportado (LEg/g/min) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa (7 ng/ml)
(n=5). Os resultados estdo expressos em Média £+ EPM. # p < 0.05 em comparacédo ao Tempo 30
min.
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O potassio transportado do grupo Krebs albumina 6% + STa (7 ng/ml)
apresentou durante o tempo 30 min controle uma caliurese inata (-0,53 + 0,10
MEQg/g/min). A adicdo de STa (7 ng/ml) promoveu uma diminuicdo da excregao de
potassio ao longo do periodo de experimentagdo. Aos 90 min, houve uma redugao
de 100% do potassio transportado (-0,0006 + 0,08 pEg/g/min) de modo
estatisticamente significante, quando comparado ao tempo controle 30 min (Figura
56).

A adicao de 7 ng/ml de STa aos 40 min aumentou, posteriormente, aos
120 min a reabsor¢ao de potassio (0,53 + 0,18 uEg/g/min ) de modo estatisticamente

significante, quando comparado ao tempo controle 30 min (Figura 56).
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6.47 Percentual de sédio transportado no grupo Krebs-Henseleit albumina 6%
+ STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 57: Percentual de sédio transportado (%TNa" ) no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n= 4). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparagéo ao
Tempo 30 min.
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O percentual de sodio transportado do grupo Krebs albumina 6% + STa
(7 ng/ml) demonstrou uma diminuigdo gradual ao longo do tempo experimental. Os
experimentos mostraram no tempo controle 30 min o Percentual de Sddio
Transportado de 20,20 + 5,44 %TNa" (Figura 57).

Comparativamente ao tempo controle 30 min (27,04 + 5,74 %TNa") a
adicdo de 7 ng/ml de STa aos 40 min diminuiu o Percentual de sodio transportado
de modo estatisticamente significante em 120% no tempo de 60 min (-4,9 £ 6,71
%TNa") (Figura 57).

O efeito de diminuicdo do transporte fracionado de sodio verificado em 60
min aumentou aos 90 min (-13,07 * 10,49 %TNa®), atingindo 164% , sendo
estaticamente significante quando comparado ao tempo controle de 30 min.

Aos 120 min, STa perde o efeito sobre a reabsorgdo, e o percentual de
reabsorcdo de sodio volta a valores préoximos ao controle (-1,07 + 8,72 %TNa" )
(Figura 57).
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6.48 Percentual de potassio transportado no grupo Krebs-Henseleit albumina
6% + STa (7 ng/ml) em rim isolado perfundido de coelho

Figura 58: Percentual de potéssio transportado (%TK") no grupo Krebs-Henseleit albumina 6% + STa
(7 ng/ml) (n=6 ). Os resultados estdo expressos em Média + EPM. # p < 0.05 em comparagdo ao
Tempo 30 min.
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Inicialmente, no tempo controle 30 minutos, foi observado uma secrecéo
de potassio (-61,29 + 15,48 %TK"). Posteriormente, apds a adigédo de STa (7 ng/ml)
aos 40 minutos, houve uma diminuigdo progressiva da secrecéo de potassio.

A partir do tempo de 60 minutos, a adicao de STa (7 ng/ml) promove uma
reabsorgcéo 71,74%, de modo estatisticamente significante quando comparado ao
tempo controle de 30 minutos (Figura 34). A reducdo da secregao de potassio
continuou aos 90 (-9,85 + 9,02 %TK") e 120 (20,66 + 8,43 %TK") minutos de modo
estatisticamente significante quando comparado ao tempo controle de 30 minutos
(Figura 58).
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7 DISCUSSAO

7.1 Efeitos da variagcao da concentracao de albumina no rim perfundido do
coelho.

O inicio da experimentacgé&o utilizando um grupo com solucéao perfusora na
auséncia de albumina foi feita como um passo inicial para a verificacdo dos efeitos
da auséncia de coloide nos parametros de funcéo renal do coelho, o que permitiu a
comparacao posterior com grupos com variagdes nas concentracées de albumina e
sua contribuicdo para os processos absortivos tubulares.

A adicdo de albumina em proporcdes de 2%, até o maximo de 6%, alterou
significativamente o parametro fluxo de perfusdo renal, aumentando-o em relacéo ao
grupo sem albumina com resultados semelhante aos dados de Moraes (1984). De
modo analogo aos experimentos de Schurek (1981), foi necessario aumentar a
pressdo de perfusdo para 140 mmHg, favorecendo assim a pressado hidrostatica e
gue se contrapunha a pressao osmotica.

A relacdo positiva entre o aumento da concentracdo de albumina
plasmética e o fluxo de perfusédo renal, também foi descrita por Schurek (1981),
porém, seu modelo experimental, a perfusdo do rim de rato, que salvo as diferencas
entre modelos animais, corroboram nossos dados do ponto de vista da
hemodinamica renal.

Antagonicamente, o fluxo urinario e o ritmo de filtracdo glomerular
diminuiram proporcionalmente ao aumento da concentracdo de albumina, o que
pode ser explicado pelo aumento da presséo coloidosmética ao nivel dos capilares
glomerulares (SCHUREK; ALT, 1981). Ainda assim, o fluxo urinario e o ritmo de
filtracdo glomerular se encontram dentro de parametros de normalidade, como
relatado por Segal e colaboradores (1979) para coelhos, e Torelli e colaboradores
(1966) para ratos.

O aumento da concentracdo de albumina de 2 a 6% na solucao perfusora
impactou diretamente na osmolaridade do perfusato e da urina, o que influenciou
claramente no clearance osmolar e no clearance de agua livre.

A auséncia de albumina impacta inteiramente nos transportes tubulares,
visto que a pressdo coloidosmotica luminal € importante componente para a
reabsorgéo fracionada. Imai e Kokko (1972) demonstraram um decréscimo de 38%

no transporte fracionario, quando a concentracédo de proteinas era diminuida de 6.6
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para 0 g/100 ml, ao passo esses autores verificaram também, em 1974, a
importancia destas forgas nas diversas membranas do néfron.

A adicdo de 2 a 6% de albumina aumentou significativamente a
osmolaridade tanto na urina quanto no perfusato, contribuindo para a alteracao dos
pardmetros de clerances osmolares e de agua livre. Desse modo, os valores de
clearance osmolar e de agua livre se mostraram diminuidos quando houve aumento
nas concentracdes de albumina na solucéo perfusora.

A albumina na fisiologia € um componente importante na manutencao da
pressao coloidosmoética, no processo de filtragdo glomerular. A auséncia desta na
solucéo perfusora explica a baixa osmolaridade de 138 + 4,6 mmol/Kg presente na
urina e 232 = 4,4 mmol/Kg no perfusato.

Ambos os percentuais de reabsorcdo de sédio e potassio de segmentos
distais e proximais do rim de coelho aumentaram para valores significativos, quando
atingimos 6% a porcentagem de albumina total na solugéo perfusora. Resultados
semelhantes foram obtidos por Moraes (1984), em concentracdo de albumina a 6%,
obtendo fraces de sodio no segmento distal 16,40 + 8,89 %dTNa" e proximal em
torno de 57,52 + 7,74 %pTNa".

A adicao de 2 a 6% de albumina impactou diretamente nos parametros de
excrecao e filtracdo de sddio e potassio, diminuindo-o0s, pois a excre¢ao e a filtracdo
estdo relacionados com diminui¢ao do fluxo urinario e o ritmo de filtracdo glomerular,
respectivamente. Em comparacdo com o modelo animal de rato, encontramos
diferencas quanto a excrecao de potassio. No coelho, 0 aumento da concentracao
de albumina na solucao perfusora promove a diminuicdo da excrecéo de potassio.

Houve aumentos na reabsorcdo de soédio e potassio quando adicionada
albumina, atingindo até 80% de reabsorcdo de sodio, e 60% de potassio, nesta
concentracdo maior de albumina.

Variacbes em parametros de transporte iGnico nos tubulos renais em
funcéo da variacdo da concentracdo de albumina também foram alvos de estudo por
parte de Bowman e Mack (1974), os quais descreveram o aumento da reabsorcao
de agua e sodio, com o aumento proporcional da concentracdo de albumina,
utilizando uma concentracdo que variou de 2,5 a 7,5 g/100 ml de solugédo, na
perfusao de rins de rato. No mesmo ano, Litter e Cohen (1974), de modo semelhante

a Bowman e Mack, em perfusdes renais com 0, 2, 4, 6 e 8 g/100 ml de albumina,
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descreveram o aumento do fluxo do perfusato, e da reabsorcao fracionada de agua
e sodio.

Porém, os autores, verificaram no rim perfundido do rato, ndo foram
demonstradas modificacGes significantes na excrecdo de potassio, que geralmente
variam proporcionalmente com o aumento da concentracao de albumina na solucéo.

De acordo com Zack e colaboradores (1954), o rim realiza no néfron, a
separacao entre a agua e o material osmoticamente ativo presente no plasma em
segmentos diluidores e concentradores da urina. O constante aumento da
concentracdo de albumina nos capilares peritubulares diminuiu gradativamente o
clearance osmolar, e o volume de &gua livre de solutos excretado pelo rim. Portanto,
a reabsorcao de agua livre de solutos, aumentou proporcionalmente ao crescimento
da concentracéo de albumina na solucéao.

A anatomia renal observada do coelho, cujas 66% das alcas de Henle sdo
longas e 34% curtas (BREWER; CRUISE, 1994), e o aumento progressivo do
didmetro luminal do ducto coletor da medula interna, excedendo 100 pm,
favorecerem a capacidade concentradora de urina, e o diferem de outros modelos
animais como o rato, cujo didmetro € mantido constante (KNEPPER, 1977).
Diferentemente do rato, o tibulo conector do coelho, segmento apdés o tabulo distal,
é distinto em estrutura e funcdo, sendo composto de células do tubulo conector e
células intercaladas (BREWER; CRUISE, 1994).

Condizente com resultados da literatura (MAACK, 1980), mostra a
pressao oncotica, presente nos capilares pés- glomerulares se apresenta entao,
como um fator crucial para a regulacdo dos processos absortivos em diferentes
segmentos do néfron de coelho.

E importante salientar que o tGbulo proximal de coelhos é capaz de
acumular a albumina filtrada no lado luminal, diferentemente de segmentos corticais
distais (CARONE, 1979). A captacdo e degradacdo da albumina nesses locais
ocorre em virtude da existéncia de mecanismo endocitico e de hidrélise em
lisossomos pré-existentes (PARK, 1984). Também foi descrito por Park, em 1984,
que em fluidos tubulares lentos, a taxa de hidrolise intracelular da albumina
acompanha , passo a passo, a taxa de reabsorcao de albumina, e que os catabdlitos
resultantes sdo rapidamente transferidos a solucdo peritubular. Assim, o rim de
coelho € um dos 6rgdos mais ativos na degradacéo de albumina, quando cotejamos

0 peso de albumina por grama de tecido renal (YEDGAR, 1983).
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A literatura acima corrobora nossos dados, pois, demonstra a capacidade
do tabulo proximal do coelho em acumular e degradar a albumina no lado luminal,
permitindo o acumulo da mesma nos capilares peritubulares ao longo do tempo de
experimentacédo, e influenciando o percentual de transportes tubulares proximais e
distais de sddio e potassio.

De modo semelhante, o acumulo de albumina nos capilares peritubulares
ao longo do tubulo coletor, aliada a porcentagem de alcas longas localizadas na
medula interna, torna o rim de coelho um modelo experimental superior para o

estudo do metabolismo e transporte de agua e ions.

7.2 Efeitos da toxina termo estavel da Escherichia coli no rim perfundido do
coelho.

A avaliacao dos parametros de funcéo renal com experimentos realizados
com a concentracédo de 6g% de albumina em solucdo perfusora permitiu-nos defini-
la como a mais indicada para os estudos com a enterotoxina termo estavel de
Escherichia coli no sistema renal do coelho. Concentracdo essa que corresponde
aguela observada em varios trabalhos com metodologia de rim isolado perfundido de
coelhos e ratos (LIMA, 1983; TAFT; SWEENEY, 1995; SILVA, 2016).

No presente trabalho, utilizamos uma baixa concentragcdo de STa
(7ng/ml), a qual ndo foi capaz de promover alteragbes do ponto de vista
hemodindmico em parametros como fluxo plasmatico renal ou ritmo de filtracdo
glomerular. Porém, esta toxina foi capaz de promover reducdo no percentual de
transporte proximal de sodio (Figura 47), causando efeito natriurético visivel e
produzindo aumento no percentual de transporte proximal de potassio (Figura 48).

A adicdo de STa também foi capaz de aumentar o percentual de
transporte de sddio e potassio em segmentos distais do néfron do coelho (Figuras 43
e 44). O percentual de transporte de sédio, portanto, abrangendo segmentos distais,
e proximais, partiu de uma reabsorcdo de 20,20 + 5,44 %TNa" para uma expressao
negativa de nitida natriurese, -13,07 + 10,49 %TNa’, em 90 minutos de
experimentacdo (Figura 57), demonstrando grande potencial natriurético da STa na
atuacao na fisiologia tubular do rim de coelho. De modo semelhante, o percentual de
transporte de potassio, partiu de -61,29 + 15,48 %TK" para valores positivos de

20,66 + 8,43 %TK" em 90 minutos de experimentacéo (Figura 58).
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Portanto, STa (7 ng/ml) obteve papel marcante no aumento da excrecao
de sodio, atuando prioritariamente pelo segmento proximal, a0 mesmo tempo em
que diminuiu caliurese inata, vista no periodo controle experimental. E necessario
relatar que devido ao volume de solucdo usado durante a perfusdo renal do rim de
coelho, 250 ml, esta determina a quantidade total de toxina presente na solucao
perfusora em 1,75 pg.

Os resultados vistos no coelho sédo corroborados por Lima e
colaboradores (1992), cujos experimentos foram realizados em ratos hooded em
concentracbes maiores de STa ( 17 e 100 ng/ml), e 6g% de Albumina em solucdo
perfusora, também nado sofreram alteragdes no fluxo plasmatico renal ou ritmo de
filtracdo glomerular. No referido trabalho, STa (100 ng/ml) promoveu uma diminuicdo
no percentual de transporte proximal de so6dio de 45%. De modo antagdnico, em
virtude da prevaléncia da diferenca entre espécies, STa (100 ng/ml) causou uma
diminuicdo de 50,6% no percentual de transporte de potassio, enquanto STa (17
ng/ml) promoveu uma diminuicdo de 71 %pTNa" para 67 %pTNa'. Vale ressaltar
gue os autores do referido trabalho usam 100 ml de solucao perfusora, totalizando a
quantidade de STa em 1,7 ug e 10 pg.

Comparando-se a quantidade de toxina termo estavel de Escherichia coli
utilizada no presente trabalho (1,75 pg) e no trabalho de Lima e colaboradores
(1992) (1,7 ug), podemos inferir um potencial natriurético maior, diante da acédo de
toxinas bacterianas no sistema renal de coelho, quando comparado a outros
mamiferos, como o rato.

Outros peptideos natriuréticos, como uroguanilina e guanilinas, também
podem ser comparados a STa em virtude de sua similaridade estrutural e funcional,
possuindo 53% de homologia na sua sequéncia primaria entre STa , uroguanilina e
guanilina (LIMA; FONTELES, 2014; SINDIC, 2013; FONTELES; NASCIMENTO,
2011).

Fonteles e colaboradores (1998), utilizando rim perfundido de rato e
concentragcdes de guanilina (0,33, 0,66 e 1,32 uM) e uroguanilina (0,19, 0,62 e 1,90
puM), foram capazes de demonstrar alteragbes em parametros renais,
semelhantemente a STa. Corroborando nossos dados, peptideos semelhantes a
STa foram capazes de diminuir o percentual de transporte de soédio de modo dose

dependente e produzir aumento na excrec¢ao de sodio.
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Uma das diferengas entre nosso trabalho e a literatura acerca dos efeitos
de peptideos natriuréticos € o fato de que, por exemplo, a adicdo de Guanilina (1,32
MM) ou Uroguanilina (1,90 pM) aumentou a excrecdo de potassio em ratos,
culminando em caliurese, assim como alteraram o ritmo de filtracdo glomerular e
fluxo urinario (FONTELES, 1998).

Santos-Neto e colaboradores (2006), também utilizando rim perfundido de
rato, verificaram os efeitos das variacbes de concentracdes entre guanilinas,
uroguanilina, urodilatina e ANP. Utilizando guanilina (0,19 uM) e uroguanilina (0,06 e
0,31 uM), estes demonstraram efeitos natriuréticos, caliuréticos e cloriuréticos a
partir da administragcéo de guanilinas a perfusédo, porém, uroguanilina s6 demonstrou
os efeitos citados na maior dose. Corroborando nossos dados e estudos anteriores,
nem guanilina ou uroguanilina foram capazes de alterar fluxo plasmatico renal e
ritmo de filtracdo glomerular.

A utilizacdo de analogos aos peptideos da classe das guanilinas, como
Lis-1 Guanilina, ainda conserva propriedades natriuréticas e caliuréticas, conforme
observado por Fonteles e colaboradores (1996), ao qual Lis-1 Guanilina (2,5 uM) foi
capaz de causar diminuicdo de 22% no percentual de transporte de sddio, e 39% no
percentual de transporte de potassio. Posteriormente, Santos-Neto (2003) utilizando
a mesma dose, verificou os efeitos natriuréticos e caliuréticos, assim como o pré-
tratamento dos rins com um inibidor de quimiotripsina, quimostatina, potenciou sua

acao natriurética e caliurética.

7.3 Receptores para STa

O campo do entendimento sobre a existéncia de receptores para STa e
sua ligagéo teve grande avango com experimentos de Field e colaboradores ( 1989%;
1989) e White e colaboradores (1989), no qual estes demonstraram a existéncia de
receptores para STa em borda em escova no rim de gambéa (Didelphis virginiana)
(1989) e posteriormente em outros tecidos, como testis e intestino delgado (FORTE;
KRAUSE; FREEMAN, 1989). Existem evidéncias de receptores especificos para
STa também em outros tecidos como intestino delgado (BHATTACHARYA,
CHAKRABARTI, 1999), epitélio respiratério, figado, estomago, cérebro, glandulas
adrenais, epididimo e corpo cavernoso (KRAUSE; FREEMAN; FORT, 1990;
KRAUSE et al., 1994). Fonteles e Lima (1983) estudando a toxina de STa de forma
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semi-purificada e toxina da coOlera, demonstraram efeitos natriuréticos , cloriuréticos
e caliuréticos, postulando a existéncia de um receptor para um mediador enddgeno,
com estrutura e funcédo semelhante a STa no sistema renal.

O receptor alvo para STa e peptideos natriuréticos € um receptor da
familia da guanilato ciclase tipo C, com atividade enzimética na conversdo de GTP a
GMPc, presente em membranas de borda em escova em tecidos renais e intestinais
(VAANDRAGER, 2006). A acao continua de STa em tecidos renais ao longo de 120
minutos de experimentacdo se deve também a auséncia de um segmento tirosina-
alanina na sua estrutura primaria (CARPICK; GARIEPY, 1993), conferindo
resisténcia a enzimas proteases presentes na borda em escova de tecidos
intestinais e renais (DREYFUS, 1983; GIANELLA; DRAKE, 1979 ; DE JONGE,
1975). Somente Guanilina é susceptivel as proteases presentes na borda em escova
de epitélios intestinais e renais, possuindo acdo curta quando comparada a
uroguanilina e STa (VAANDRAGER, 2006).

A ligacdo de STa ao dominio extracelular de GC-C leva a hidrolise de
guanosina-5-fosfato e ao acumulo celular de GMPc, ao qual seu aumento ativa uma
proteina quinase tipo Il dependente de GMPc, resultando na fosforilagdo de um
canal de cloreto , CFTR, presente nas células cripticas (LIMA, 2014; KUHN, 2016).
Outro efeito resultante é a inibicdo de fosfodiesterase tipo lll, a qual aumenta os
niveis de AMPc, ativando PKA, que também é capaz de fosforilar canais de cloreto
CFTR.

Cerca de 50% dos canais CFTR estdo localizados em vesiculas, nos
enterocitos presentes em tecidos intestinais (AIMEEN et al., 2000) e borda em
escova do tubulo proximal (JOURET; COURTOY; DEVUYST, 2011). Toxinas
bacterianas e outros agonistas para AMPc estimulam a translocacdo e insercao
desses canais na membrana plasmatica de criptas e vilos jejunais (AIMEEN, 2003;
1999; 2000), como corroborado por Golin-Bisello e colaboradores (2005), os quais
verificam uma r4pida translocacdo de canais CFTR para a membrana apical,
associado a secrecdo de fluidos, apds 30 minutos do uso de STa em alcas de
jejuno de ratos.

Em dltima instancia esses eventos celulares levam a diminuicdo da
reabsorcdo de sodio e fosforilagdo do trocador Na*/H* isoforma 3 (WEIGLMEIER,
2010), atuando especificamente, nos sitios de ligacdo Ser554, Ser607 e Ser663
(CHEN et al., 2014).
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Outros autores como Carrinthers (2004) e Sindic (2005) prop6éem uma
atuacao de peptideos natriuréticos no fendmeno de natriurese em tecidos renais por
um via de sinalizacdo independente de guanilato ciclase C, assim como Potthast
(2001) e Sindice (2002) ja havia propostos vias de sinalizacéo celulares e fisioldgicas
independentes de GC-C. No intestino de camundongos knockout para receptores
guanilato ciclase C, 10% dos sitios de ligacdo para STa, comparados ao controle,
ainda estavam presentes (CHARNEY et al., 2001; MANN et al., 1997). Guanilina,
nestes camundongos, ainda foi capaz de provocar efeitos natriuréticos, caliuréticos e
diuréticos, além de aumentar o contetdo de GMPc (CARRINTHERS, 2004 ).

Autores como Matsuhita (2001), Maguire (2002) e Liu (1999) havia
descrito a existéncia de um receptor ligado a proteina G GPR14, amplamente
expresso no corpo humano, em tecidos como coragdo, rim, pancreas, musculo
esquelético e tecido endocrino. Lehner e colaboradores (2007) investigaram a acéo
de peptideos natriuréticos guanilinas e uroguanilinas e sua interagdo com GPR14,
demonstrando que guanilinas e uroguanilina poderiam despolarizar células
transfectadas com GPR14, ativando PLA; e inibindo canais de potassio medulares
externos renais.

Um dos transportadores envolvidos no mecanismo de reabsorgédo de
so6dio no epitélio renal do tdbulo contorcido proximal € o trocador Na*/H" isoforma 3
(WEINMAN; STEPLOCK; SHENOLIKAR, 2001; DONOWITZ; LI, 2007; LESSA et al,
2012), o qual esta associado a outras proteinas citoplasméaticas (BAUM et al., 1995;
BIEMESDERFER ,1999; GIRARDI et al., 2001). Anteriormente, Weiman e
colaboradores (1993; 2000) e Yun e colaboradores (1997) haviam demonstrado a
inibicdo do trocador Na*-H" isoforma 3 mediada por AMPc e proteina quinase A em
borda em escova de tabulos proximais de coelhos. Sabe-se que peptideos analogos
de STa, inibem a atividade de trocador Na*-H" isoforma 3, via GMPc seguida por
ativacdo de proteina quinase G, e aumento de AMPc, e ativacdo de proteina quinase
A. Ambas as proteinas quinases s&o capazes de fosforilar trocador Na*-H" isoforma
3 na membrana apical dos enterdcitos, posteriormente, reduzindo sua expressao
(LESSA et al., 2012).

Atualmente, a aplicacdo pratica do conhecimento gerado a partir da
compreensao da acao de toxinas bacterianas no transporte de eletrélitos no sistema
intestinal e renal permitiu-nos avancar na terapéutica de doencgas prevalentes no

ocidente (CHANG, 2006), como sindrome do intestino irritAvel com constipacao,
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constipacgéo idiopética crénica (ROTHSTEIN; FRIEDENBERG, 2013), fibrose cistica,
insuficiéncia pancreética, ileo meconial, sindrome obstrutiva intestinal distal e
constipacdo (MCHUGH et al., 2018)

Linaclotide, um analogo de STa e agonista de receptores GC-C
(CORSETTI; TACK, 2013) foi aprovado pela industria farmacéutica como uma nova
terapéutica. Este medicamento é aprovado pela agéncia do departamento de saude
e servicos humanos dos Estados Unidos, FDA, e tem indicac&o para o tratamento de
sindromes intestinais como a sindrome do intestino irritavel com constipacédo e
constipacao idiopética cronica.

Ahsan e colaboradores (2017) demonstraram a capacidade de linaclotide
produzir efeito secretdrio no intestino grosso de rato, através da ativacdo da via de
sinalizacdo GC-C/GMPc/PKGII e PKA, estimulando assim, a translocacédo de canais
CFTR para a superficie do epitélio intestinal.

Porém Mchugh e colaboradores (2018), corroborado por Pattison (2016)
demonstraram uma via de acdo para linaclotide independente de CFTR. Neste
trabalho, o uso de linaclotide em camundongos com fibrose cistica, foi capaz de
promover aumentos na retencdo de fluido no lumen intestinal, hidratando-o e
aumentando o transito intestinal, assim como o uso de linaclotide em camundongos
knockout para CFTR, n&o o impediu de promover melhoras significantes em

camundongos com fibrose cistica.
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8 CONCLUSAO

A metodologia do rim isolado e perfundido de coelho, com uma solugao
do tipo extracelular, permitiu-nos a caracterizacdo de parametros funcionais renais
em vista da variacdo da concentracdo de albumina na solucdo perfusora,
demonstrando o aumento de parametros renais como percentual de transporte de
sédio e potassio para segmentos proximais e distais do néfron. Isso delimitou uma
concentracdo 6tima de albumina para a avaliacdo de efeitos renais da toxina termo
estavel de Escherichia coli, uma vez que os percentuais de reabsorcdo de sédio e
potdssio de segmentos distais e proximais do rim de coelho aumentaram para
valores significantes quando atingimos 6g% a porcentagem de albumina total na
solucéo perfusora.

O uso da toxina termo estavel de Escherichia coli no rim perfundido do
coelho demonstra pela primeira vez nesta metodologia, alteragcbes em parametros
de funcdo renal, com efeitos natriuréticos de grande magnitude no segmento
proximal do néfron, assim como aumento da reabsorcdo de eletrélitos nos
segmentos distais e aumento do fluxo urinario, com efeito diurético.

O uso da toxina termo estavel de Escherichia coli no rim perfundido do
coelho demonstrou também ineditamente nos segmentos distais do néfron um
aumento da reabsorcdo de potassio, diminuindo a caliurese natural presente no

sistema renal do coelho.
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