
UMA AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DO FATOR DE RELAXAMENTO ENDO- 
TÉLIO-DEPENDENTE (EDRF) E DO FATOR DE ATIVAÇÃO DE PLAQUETAS 
(PAF) NO ESCAPE VASCULAR E NA TAQUIFILAXIA DO RIM ISOLADO 
DE COELHO.

UFC | EIBUOTECA

fíCk ) 5 G 3 
CO / 05" /óLqoj

o <3

MARIA GUIMARÃES FERREIRA

DISSERTAÇÃO SUBMETIDA Ã COORDENAÇÃO DO CURSO DE PÓS-GRADUA
ÇÃO EM FARMACOLOGIA COMO REQUISITO PARCIAL PARA A OBTENÇÃO
DO GRAU DE MESTRE.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ

FORTALEZA 1 989



Esta Dissertação foi submetida como parte dos re

quisitos necessários para a obtenção do Grau de Mestre em 

Farmacologia, outorgado pela Universidade Federal do Ceará, 

e encontra-se a disposição dos interessados na Biblioteca 

Central da referida Universidade.

A citação de qualquer trecho desta Dissertação é 

permitida, desde que seja feita de conformidade com as nor

mas da ética científica.

Maria Guimaraes Ferreira

DISSERTAÇÃO APROVADA EM 05/10/1989

Prof. Dr. Manasses Claudino Fonteles
Orientador

Profa. Dra.

Prof. Dr. Paulo Roberto Leitão de Vasconcelos



Aos meus pais, 
de quem recebi os 
mais sábios ensinamentos.

Aos meus amores,
Vicente, Carla e Bruno, 
estímulos maipres 
para esta realização.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Manassés Claudino Fonteles, orienta

dor e amigo, exemplo de competência e dedicação ã ciência, 

a quem devo uma relevante etapa de minha formação profis

sional.

Ao Professor José Henrique Leal Cardoso, colega e 

amigo, pelo incentivo oportuno na ãrdua caminhada.

Ao Professor Boris Vargaftig pelas valiosas dis

cussões da fase preliminar e pela doação de algumas das 

substâncias utilizadas neste trabalho.

Ao Professor Oierre Braquet pelo empenho na doa

ção dos ginkgolídios e pelo interesse demonstrado em nosso 

trabalho.

Aos técnicos José Valdir de Oliveira e Vicente

Vasco de Sousa Coelho pela colaboração inestimável.

A Adelcir Oliveira Matos e Cineida Florêncio do 

Nascimento pela presteza e esmero no trabalho datilográfi- 

co.

Ã bibliotecária Norma de Carvalho Linhares pela 

inestimável colaboração no preparo do acervo bibliográfico.

Ã todos os professores, técnicos, 'funcionários e 

amigos do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Uni^ 

versidade Federal do Ceará, que, de algum modo, contribui



ram para a realização deste trabalho.

Ao Departamento de Medicina Clínica, na pessoa do

Professor Elias Boutala Salomão, cujo apoio e incentivo fo

ram fundamentais para esta realização.



Pagina

ÍNDICE

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

. INTRODUÇÃO

. 1 . Apresentação do Tema ..................   7

.2. Revisão da'Literatura ......................... 7

.2.1. Escape vascular ............................. 7

.2.2. Taquifilaxia ................................. 13

.2.3. Fator de relaxamento endotélio-dependente

(EDRF) ....................................... 17

.2.3.1. Inibidores do EDRF ........................ 20

.2.3.2. Identificação do EDRF .....................

.2.3.3. Ações do EDRF/NO ..........................

22

24

.2.3.4. Inativação ................................. 25

.2.4. Fator Ativador de Plaquetas (PAF) ..........

.2.4.1. Características bioquímicas ..............

31

32

.2.4.2. Propriedades farmacológicas .............. 35
1

.2.4.3. PAF no rim ................................. 38

.2.4.4. Inibidores do PAF .........................

.2.4.3.1. Antagonistas naturais ..................

41

43

.2.3.2. Antagonista sintético ..................... 46

.2.3.3. Antagonista farmacológico ................ 47



vi

Página

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Procedimento cirúrgico ........................ 49

2.2. Sistema de perfusão ........................... 50

2.3. Medidas fisiológicas .......................... 53

2.5. Produtos químicos ............................. 57

2.6. Análise estatística ........................... 58

3. RESULTADOS

3.1. Reatividade adrenérgica ....................... 60

3.1.1. Rins descapsulados .......................... 60

3.1.2. Rins capsulados ............................. 68

3.1.3. Rins perfundidos com DMSO .................. 6 8

3.2. Bloqueio do ED-RF .............................. 72

3.2.1. Rins infundidos com azul de metileno ....... 74

3.2.2. Rins infundidos com colagenase ............. 78

3.2.3. Perfusão com EP 10161   82

3.3. Estudo com Eterfosfolipídios ................. 87

3.3.1. Perfusão com PAF ............................ 87

3.3.2. Perfusão com Eiso-PAF ....................... 91

3.4. Bloqueio de receptores do PAF ................

3.4.1. Antagonistas naturais .......................

96

97

3.4. 1 . 1 . BN 52021 ................................... 97

3.4.1 .2. BN 52022 ......................   1 01 

3.4.1.3. BN 52024 101



vii

Página

3.4.2. Antagonista sintético ....................... 110

3.4.3. Antagonista farmacológico .................. 114

4. DISCUSSÃO

4.1. Reatividade adrenérgica em rim perfundido com

solução de Krebs-Henseleit .................... 121

4.2. Bloqueio do EDRF/NO (EDNO) .................... 125

4.3. Estudo com Eterfosfolipídios ................. 131

4.4. Antagonistas do PAF ........................... 134

5. CONCLUSÕES ....................................... 138

SUMÁRIO .............................................. 141

SUMMARY .............................................. 143

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ...................... 145

1

I



Página

8

20

LISTA DE TABELAS

TABELA

I -

II -

III -

IV -

V -

VI

VII

VIII

Locais de escape vascular .................

Farmacologia comparativa EDRF/NO ..........

Dinâmica de perfusão de rins previamente 

descapsulados, perfundidos com solução de 

Krebs-Henseleit e infundidos com noradrena- 

lina ........................................

Dinâmica de perfusão de rins com cápsula ín 

tegra, perfundidos com solução de Krebs- 

Henseleit e infundidos com noradrenalina ..

Efeitos do dimetilsulfóxido sobre a dinâmi

ca de perfusão de rins de coelho submetidos 

â infusão de noradrenalina ................

Percentagem de escape vascular noradrenérgi. 

co em rins descapsulados, com cápsulas ínte 

gras e perfundidos com dimetilsulfóxido ... 

Efeitos do azul de metileno sobre a dinâmi

ca de perfusão de rins de coelho submetidos, 

à infusão de noradrenalina ....... ,.......
f

■'Efeitos-'da colagenase sobre a dinâmica de 

perfusão de rins de coelho submetidos ã in

fusão de noradrenalina ............ .

61

65

69

73

75

79



xii

TABELA Página

IX -

XI -

XII -

XIII -

XIV

XV

XVI

XVII

X -

Efeitos do EP 10161 sobre a dinâmica de per 

fusão de rins de coelhos submetidos ã infu

são de noradrenalina . ......................

Percentagem de escape vascular noradrenérgó. 

co em rins tratados com bloqueadores do 

EDRF ........................................

Efeitos do PAF sobre a dinâmica de perfusão 

de rins de coelho submetidos â infusão de 

noradrenalina ..............................

Efeitos do Liso-PAF sobre a dinâmica de per 

fusão de rins de coelho submetidos ã infu

são de noradrenalina .......................

Percentagem de escape vascular noradrenérgi. 

co em rins tratados com eterfosfolipídios .

Efeitos do BN 52021 (ginkgolídio B) sobre 

a dinâmica de perfusão de rins de coelho 

submetido à infusão de noradrenalina .....

Efeitos do BN 52022 (ginklolídio C) sobre a
1

dinâmica de perfusão de rim de coelho subme 

tidos ã infusão de noradrenalina ...... .. .

Efeitos do BN 52024 (ginkgolídio J) sobre 

a dinâmica de perfusão de rins de coelho 

submetidos à infusão de noradrenalina ....

Efeitos do 48740 RP sobre a dinâmica de per

83

86

88

92

95

98

1 02

1 05



TABELA Página

fusão de rins de coelho 'submetidos ã infu

são de noradrenalina ....................... 111

XVIII - Efeitos do WEB 2086 sobre a dinâmica de per

fusão de rins de coelho submetidos à infu

são de noradrenalina ....................... 115

XIX - Percentagem de escape vascular noradrenégi- 119

co em rins tratados com antagonistas de PAF

XX - Percentagem de escape vascular noradrenérgi.

co. Estudo comparativo de todos os grupos

estudados ................................... 120



LISTA DE FIGURAS

FIGURA Página

1a - Escape vascular ......    3

1b - Taquifilaxia ................................ 5

2 - Estrutura dos ginkgolídios ................. 45

3 - Sistema de perfusão ........................ 52

4 - Efeitos da infusão de noradrenalina em rim

de coelho, isolado e perfundido, previamente 

descapsulado ................................ 63

5 - Efeitos da infusão de noradrenalina (1,3 x
10 ^M) em rim de coelho, isolado e perfundi

do, com cãpsula renal íntegra ........   67

6 - Efeitos do dimetilsulfóxido (0,654) em rim

de coelho, isolado e perfundido, submetido à 

infusão de noradrenalina .................... 71

7 - Efeitos de azul de metileno (0,1%) no rim
de coelho, isolado e perfundido, submetido ã

infusão oe noradrenalina ....... ............ 77

8 - Efeitos da colagenase (320 UI) ^m rim de coe
lho, isolado e perfundido, submetido a infu

são de noradrenalina..................   . 81
- _59 - Efeitos do EP 10161 (3,4 x 10 M), inibidor

de lipooxigenase, sobre o rim de coelho, iso 



ix

FIGURA Página

lado e perfundido, submetido ã infusão de no 

radrenalina .................................. 85

10 - Efeitos do PAF (2,76 x 10 6M) sobre o rim de

coelho, isolado e perfundido, submetido ã in 

fusão de noradrenalina ...................... 90
_/C

11 - Efeitos do Liso-PAF (3,23 x 10 M) sobre o

rim de coelho, isolado e perfundido, submeti_

do ã infusão de noradrenalina .............. 94
_512 - Efeitos do BN 52021 (3,05 x 10 M) sobre o

rim de coelho, isolado e perfundido, submetí

do ã infusão de noradrenalina .............. 100

13 - Efeitos do BN 52022 (2,27 x 10 ^M) sobre o

rim de coelho, isolado e perfundido, submetí.

do à infusão de noradrenalina .............. 104
— (S14 - Efeitos do BN 52024 (2,35 x 10 M) sobre o

rim de coe-lho, isolado e perfundido, submetí.

do ã infusão de noradrenalina .............. 107

15 - Bloqueio da taquifilaxia noradrenérgica pelo
BN 52024 (2,35 x 10~^M) em rim de coelho, i- 

solado e perfundido ......................... 108

16 - Efeitos do 48740 RP (10 ^M) sobre o rim de
i

coelho, isolado e perfundido, submetido ã in 

fusão de noradrenalina ...................... 113
— A17 - Efeitos do WEB 2086 (10 M) sobre o rim de



FIGURA Página

coelho, isolado e perfundido, submetido a in

fusão de noradrenalina .......     117



1 - INTRODUÇÃO

1.1 - Apresentação do Tema

Escape vascular e taquifilaxia são fenômenos de 

natureza vasoativa, parecem ter uma significação especial 

como mecanismos protetores das variações súbitas e frequen

tes da tonicidade vascular e porisso têm merecido especial 

atenção desde suas primeiras descrições.

Escape vascular diz respeito ã falência do múscu

lo liso arterial em manter-se contraído na presença de es

tímulo constante, como o que ocorre durante a infusão de a 

gonistas adrenérgicos ou quando da estimulação nervosa sim

pática (Figura 1a).

Taquifilaxia significa dessensibilização, denomi

nação tal como foi empregada primeiramente por CHAMPY & 

GLEY (1911) ao réferirem-se aos eventos decorrentes de imu 

nização rápida. De modo semelhante o termo tem sido utili

zado para descrever a(perda progressiva da capacidade res- 

ponsiva do vaso ã administração intermitente de agentes va- 

soconstrictores (Figura 1b).

Apesar do grande volume de trabalhos devotados 

ao estudo do escape vascular, houve na última década uma 

desaceleração das pesquisas no setor. Em 1984, GREENWAY 

publicou importante trabalho retrospectivo que precedeu a 

reativação das investigações sobre o escape, o que se veri



FIGURA la. Escape Vascular.

Expressão gráfica do escape vascular e do fluxo 
urinário do rim de coelho, isolado e perfundido, 

~ ~6submetido à infusão de NOR (1,3 x 10 M).
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FIGURA 1b. Taquifilaxia.

Resposta taquifilática observada em rim isolado 
de coelho, perfundido com solução de Krebs-Hen
seleit e submetido ã períodos consecutivos de in 
fusão de NOR (1,3 x 10 ^M).
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ficou ã partir de 1977 com os trabalhos de LAUTT e cols. 

em leitos arteriais mesentérico e hepático.

Paralelamente, assistimos nos últimos dez anos a 

evolução nos conceitos sobre a participação do endotélio 

vascular como elemento efetor de importantes ajustes da va 

soatividade,através da produção em suas células de media

dores químicos com ação sobre o músculo liso vascular. De. 

barreira semi-permeãvel, não-trombogênica, capaz de atuar 

meramente como elemento limitante entre a corrente circula 

tória e o espaço intersticial, passou o endotélio a ser en 

tendido como um conjunto de células pluripotentes, com a- 

ções múltiplas, capazes de atuar com relevância sobre os 

diversos fenômenos da fisiologia do vaso. A idéia de que 

células endoteliais pudessem participar ativamente dos pro 

cessos de autoregulação do tônus vascular originou-se do 

conhecimento de serem as mesmas capazes de sintetizar e me 

tabolizar substâncias vasoativas. Para isso muito contri

buiu a incorporação ã rotina experimental das técnicas de 

cultura de células endoteliais (JAFFE e cols., 1973) e a 

detecção da enzima conversora de Angiotensina (CALDWELL e 

cols., 1976), importante marco para a compreensão de que 

fenômenos de natureza endotelial poderiam alterar signifi

cativamente o tônus do músculo liso vascular. De modo se

melhante, a identificação de metabõlitos do ácido araquidô 

nico, como as prostaciclinas (WEKSLER e cols., 1978) e o 

reconhecimento do endotélio como a grande fonte produtora 

de prostaglandinas vasodilatadoras (MONCADA e cols, 1977), 

vieram corroborar definitivamente esta impressão.
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A atraente possibilidade da existência de um me 

canismo comum vinculando a taquifilaxia e o escape vascular 

noradrenérgicos ã produção de mediadores vasoativos 

recentemente identificados, levou-nos a estudar os efeitos 

do Fator de Relaxamento Endotélio-Dependente (Endothelium- 

Derived Relaxing Factor - EDRF) (FURCPGOTT & ZAWADSKI,1980) 

e do Fator de Ativação de Plaquetas (Platelet-Activating 

Factor - PAF) (BENVENISTE, 1974) sobre o escape vascular e 

taquifilaxia induzidos por noradrenalina, utilizando a per

fusão de rim isolado de coelho como modelo experimental.

1.2- Revisão da Literatura

1.2.1 - Escape Vascular

FOLKOW, LEWIS, LUNDGREN, MELLANDER & WALLENTIN, 

em 1964, descreveram pela primeira vez o escape autoregula- 

tório ao observarem que após o início da estimulação elétri. 

ca de terminações nervosas simpáticas intestinais de gatos 

anestesiados, havia uma elevação acentuada da resistência 

do leito mesentérico, logo seguida de recuperação dos valo

res basais ainda na Vigência da estimulação nervosa.

Ã partir da descrição de FOLKOW e cols. inúmeras 

publicações relataram a ocorrência de escape em prepara

ções diversas de diferentes leitos vasculares, desencadeado 

tanto por estímülo nervoso simpático (FOLKOW e cols., 

1964; DRESEL & WALLENTIN, 1966; GREENWAY e cols., 1967, 

1976); JOHANSON e cols., 1970; HANSON, 1972; LUTZ & HENRICH, 
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1973; LAUTT, 1977; LAUT & GRAHAM, 1977; FINK & BRODY, 

1978), como pela estimulação adrenérgica (GREENWAY e cols. 

1967; RICHARDSON & JOHANSON, 1969; HENRICH & LUTZ, 1971; 

FARA & ROSS, 1972; HANSON, 1972; LUTZ & HENRICH, 1973; 

FONTELES e cols., 1974; FONTELES & JESKE, 1980) (Tabela

1 ) •

TABELA I - Locais de ocorrência de escape vascular

I - Induzido por estimulação simpática:

1. Mesentérico: FOLKOW e cols., 1964a, 1964b; DRESEL

& WALLENTIN, 1966; HENRICH, 1973; LUTZ & HENRICH, 

1973; GREENWAY, SCOTT & ZINK, 1976; LAUTT & GRA

HAM, 1 977.

2. Hepático: GREENWAY, LAWSON & MELLANDER, 1967; HAN

SON, 1972; LAUTT, 1977.

3. Renal: JOHANSON SPARK & BIBER, 1970; LUTZ & HENRICH, 

1973; FINK & BRODY, 1978.

II - Induzido por estimulação adrenérgica:

1. Mesentérico: DRESEL & WALLENTIN, 1966; ROSS, 1967;

RICHARDSON & JOHANSON, 1969; HENRICH & LUTZ, 1971; 

ROSS, 1971; FARA & ROSS, 1972.

2. Hepático: GREENWAY, LAWSON & MELLANDER, 1967; HAN

SON, 1972; FARA E ROSS, 1972.

3. Renal: LUTZ & HENRICH, 1973; FONTELES, JESKE &

KAROW, 1974; FONTELES & JESKE, 1980
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0 escape vascular tem sido descrito também em 

modelos experimentais mais complexos. GOMEZ & YARD (1968) 

estudando a tolerância ã infusão de noradrenalina em cães 

com tórax aberto e fechado, obtiveram escapes em amplo es

pectro de concentrações do a agonista. Em rim de coelho, i- 

solado e perfundido, FONTELES e cols. (1974) demonstra

ram ser possível observar reações de escape noradrenérgico 

mesmo durante a hipotermia. K00 & CHENG (1976) relataram da 

dos surpreendentes de escape vascular em microcirculação ce 

rebral de ratos desencadeado por substância vasodilatadora. 

FONTELES & JESKE (1980) estudando o comportamento do escape 

vascular em ratos hipertensos, observaram que, ã infusão de 
noradrenalina, a frequência de escape era menor que no gru

po de normotensos.

0 fenômeno do escape vascular pode ser também 

observado em resposta a outros vasoconstrictores dentre os 

quais a Angiotensina II (ROSS, 1971; HENRICH & LUTZ, 1971; 

FARA & ROSS, 1972; PRAÇA & FONTELES, 1987), Vasopressina 

(HENRICH & LUTZ,.1971; FARA & ROSS, 1972; ROSS, 1971), Fe 

nilefrina (ROSS, 1971; FARA & ROSS, 1972) e PGF2a (HENRICH 

& LUTZ, 1971).
1

O escape parece constituir-se numa propriedade 

intrínseca do músculo liso vascular, porém com caracterís- 

ticas marcantes e peculiares quanto ã determinado tecido, 

no que se refere ao tipo de estímulo indutor'. Se comparado 

em intensidade é frequência, o escape desencadeado por es

timulação simpática é mais expressivo que aquele produzido 

pela infusão de substâncias adrenérgicas (DRESEL & WALLEN- 
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TIN, 1966; HENRICH, 1973; HANSON, 1972; LUTZ & HENRICH, 

1973). Do mesmo modo, ocorrem diferenças significativas 

quando se comparam leitos vasculares, estando os intesti

nais e hepáticos dentre aqueles que exibem escape com maior 

frequência. Alguns estudos comparativos . revelam que o es

cape noradrenérgico vascular renal é estatisticamente insig 

nificante quando comparado aos de outros leitos vasculares 

nas mesmas condições experimentais (JOHANSON e cols., 1970; 

LUTZ & HENRICH, 1973). Estes resultados entretanto não fo

ram corroborados no modelo experimental de perfusão em rim 

isolado de coelho (FONTELES & AHLQUIST, 1980; FONTELES e 

cols., 1974; FONTELES & LIMA E FORTI, 1984; FONTELES E MO

REIRA LIMA, 1 984) .

0 mecanismo relacionado ã gênese do escape vascu 

lar, apesar de bastante estudado, permanece ainda desconhe

cido. Inúmeras hipóteses surgiram, ao longo das últimas 

duas décadas, visando explicar um fenômeno vascular já am

plamente demonstrado. Teorias como a da redistribuição do 

fluxo regional (FOLKOW e cols., 1964), hormonal (FEIGL e 

cols., 1964) e metabólica (GREENWAY e cols., 1967) foram 

sendo progressivamente afastadas ã luz de novas investiga- 

ções, as quais demonstraram que o escape ocorria tanto sob 

fluxo como pressão constantes (DRESEL & WALLENTIN, 1966; 

LUTZ & HENRICH, 1 973); que o fluxo sanguíneo no intíestino 

e no fígado permanecia imutável em resposta lã estimulação 

nervosa é ã infusão noradrenérgica (GREENWAY e cols., 1976; 

GREENWAY & OSHIRO, 1972) e que o consumo de oxigênio no fí

gado e no intestino retornava aos níveis controle durante 
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o escape, qualquer que fosse o fator de indução (LAUTT, 

1977).

0 papel dos receptores 8 adrenérgicos na modula

ção desta resposta vascular foi amplamente pesquisado.GREEN 

WAY e cols. (1967) obtiveram reações de escape noradrenér- 

gico, que não se modificaram com o tratamento das prepara

ções com atropina e com propranolol. Este B bloqueador tam

bém não foi capaz de inibir o escape induzido por adrenali 

na (GREENWAY e cols., 1967; HANSON, 1972; HENRICH e cols., 

1974), nem tampouco aquele decorrente da estimulação elétri 

ca de terminações nervosas (GREENWAY e cols., 1967; HANSON, 

1972).

Uma importante contribuição no estudo dos recep

tores 3 no mecanismo de escape vascular adveio dos traba

lhos de FONTELES & AHLQUIST (1980) os quais demonstraram a 
ausência destes receptores em rim de coelho . Com q mesmo mode 

lo experimental de rim isolado e perfundido, pode o escape 

ser demonstrado em condições de normotermia (FONTELES & MO

REIRA LIMA, 1984), hipotermia (FONTELES e cols., 1974), em 

diabetes aloxânico (COSTA E FORTI & FONTELES, 1989a) e em 

rim de ratos hipertensps SHR (FONTELES & JESKE, 1980).

A possibilidade de vasodilatadores endõgenos esta 

rem associados ao mecanismo do escape vascular tem sido su

gerida por vários, pesquisadores desde a última década. O a- 

cúmulo de metabólitos vasodilatadores seria secundário ã is 

quemia que se instala durante a vasoconstricção (FONTELES e 



12

cols., 1974; GREENWAY e cols., 1967; HANSON, 1972; RICHAR- 

DSON & JOHNSON, 1969) ou poderia ainda ser resultante da 

ruptura de elementos figurados do sangue durante os procedí, 

mentos experimentais, principalmente aqueles que utilizavam 

bombas para infusão (DRESEL & WALLENTIN, 1966). GREENWAY, 

SCOTT & ZINK (1976), em trabalho pioneiro no qual propuse

ram critérios para a definição do fenômeno do escape vascu

lar, preconizavam que o termo "escape" fosse restrito ãs 

reações que não se modificassem sob a ação da atropina, pro 

pranolol, anti-histamínicos e inibidores da síntese de pros- 

tanglandinas. FONTELES & LIMA e FORTI (1984) entretanto 

constataram redução na intensidade e frequência do escape 

em rim isolado de coelho, após o tratamento prévio dos ani

mais com indometacina, um inibidor de ciclooxigenase.No mes 

mo ano e utilizando o mesmo modelo experimental, FONTELES & 

MOREIRA LIMA (1984) descreviam uma redução de 50% na fre

quência do escape vascular renal noradrenérgico pela infu

são de PGE^ na artéria renal de rim isolado de coelho.

Nos últimos anos uma grande contribuição ao estu

do do escape vascular adveio dos trabalhos de LAÜTT e cols; 

(1977, 1986, 1987), os quais têm utilizado os leitos vascu-
1

lares mesentérico e hepãtico para a análise do fenômeno. A 

observação de que a adenosina era um potente inibidor da va 

soconstricção induzida por noradrenalina, vasopressina e an 

giotensina II (LAUTT & LEGARE, 1986) deixou éntrever a pos

sibilidade da participação desta substância nas reações de 

escape. Entretanto, a utilização de um bloqueador específi. 

co de adenosina endógena em nada alterou a resposta vascu
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lar (LAUT e cols., 1987) , tendo estes resultados acrescenta 

do mais um dado de exclusão ã extensa relação de pretensos 

mediadores desta resposta vascular.

1.2.2 - Taquifilaxia

Dessensibilização e Taquifilaxia são expressões u 

sadas por vãrios autores para denominar a propriedade apre

sentada por uma preparação biológica de atenuar ou abolir, 

temporariamente, a sua resposta frente a determinada subs

tância, devido exposição anterior ã mesma. Desde os traba

lhos pioneiros de BARSOUM & GADDUM (1935) inúmeras publi

cações têm dedicado atenção ao fenômeno da taquifilaxia co 

mo uma resposta específica do músculo liso frente aos vã

rios compostos capazes de desencadeá-la.

AXELROD e cols. (1963) sugeriram que algumas sub£> 

tâncias determinavam reações taquifiláticas por atuarem li

berando ativamente neurotransmissores das terminações nervo 

sas vasculares e por isso deveríam ser consideradas como de,s 

sensibilizadores inespecíficos. GOSSELIN & GOSSELIN (1973) 

concluiram que tanto os processos específicos como inespecí
1

ficos de dessensibilização estavam relacionadas à exposição 

prolongada ã substância indutora. Inúmeros compostos são ca 

pazes de produzir taquifilaxia em preparações biológicas di 

versas e os hormônios polipeptídios como a ránina,. angioten 

sina II e" vasopressina estão entre aqueles mais estudados. 

As catecolaminas, a bradicinina, a histamina e a acetilcoli. 

na também induzem ã reações taquifiláticas em diferentes 
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preparações. Segmentos arteriais e o ileo isolado têm se 

constituído em locais preferenciais para a realização da 

maior parte dos experimentos que constituem hoje o acervo 

sobre o estudo do fenômeno.

A resposta taquifilática varia entre diferentes 

espécies anrmais,frente a um mesmo indutor e, no mesmo ani

mal, em leitos vasculares diversos. A aorta de coelho, por 

exemplo, responde taquifilaticamente ã NOR (FURCHGOTT & 

BHADRAKON, 1953), mas é incapaz de reproduzir a mesma res

posta se o indutor for a angiotensina II (KHAIRALLAH & 

cols., 1966). Esta última pode desencadear taquifilaxia de 

diferentes graus de expressão, intensa em artéria mesenté- 

rica de coelho (AIKEN, 1974), moderada na aorta de rato 

(KHAIRALLAH e cols., 1966) e variável em aorta de cobaio 

(PALAIC & LEMORVAN, 1971).

Vários mecanismos têm sido propostos para expli

car o fenômeno taquifilático. O ponto comum nos vários sis 

temas onde é possível evidenciar a reação, é a existência 

de receptores mediando os efeitos induzidos por estímulo e_s 

pecífico. Desse modo, os receptores de membrana- Celular 

constituem-se no primeiro ponto de atenção da resposta ta-
I

quifilática, a qual expressa, em última análise, alterações 
do sistema receptor-efetor (SIBLEY & LEFKOWITZ, 1 985).Assim as 

diferentes hipóteses sobre a origem dos mecanismos envolvi

dos na taquifilaxia, podem ser genericamente' resumidas em 

eventos relacionados à: I) alterações na afinidade do recep 

tor celular ã droga indutora; II) diminuição do número de 

receptores disponíveis para a ligação; III) aumento da dis
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ponibilidade do agonista para as células, individualmente; 

IV) diminuição da recaptação ou inativação do neurotransmis 

sor e, talvez; V) perda do fator endotelial modificador da 

resposta vascular frente a determinados agonistas(0’MALLEY e 

cols, 1986). É importante salientar que a conexão entre ago 

nista-receptcr e a resposta final de natureza contrátil, e_s 

tá relacionada também com outros componentes próprios dos 

estados ativo e de repouso, os quais são comuns ã vários a- 

gonistas. É o caso dos anions mono e divalentes os quais 

têm participação fundamental na contração muscular lisa.

KHAIRALLAH e cols. (1966) propuseram que a disso

ciação lenta entre agonista e receptor poderia determinar 

uma saturação dos sítios de acoplamento e dar origem ã res

posta taquifilática. MOORE & KHAIRALLAH (1976) demonstraram 

que preparações até então tidas como refratárias ã angioten 

sina II, passavam a apresentar resposta taquifilática quan

do submetidas a pH e temperatura menores que as habitualmen 

te empregadas. Com isso comprovavam a existência de correia 

ção entre habilidade em induzir taquifilaxia e a afinidade 

da substância indutora ,pelo receptor no tecido alvo.STEWART 

(1974), ao revisar o fenômeno da taquifilaxia ã Angiotensi
1 ~ -r ~na II, chamou a atençao para uma possível combinação anor

mal entre o hormônio e o receptor celular, num processo en 

volvendo a ligação competitiva com o cálcio. SCHILD< (1973) 

já havia salientado o papel do cálcio no prcpcesso. taquifilá 

tico, ao demonstrar que a histamina era capaz de promover 

dessensibilização específica, a qual podia sofrer modifica 

ções em função da presença de cálcio no meio. Os trabalhos 
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de PAIVA e cols. (1977 a,b,c) demonstraram que não apenas a 

liberação de cálcio dos depósitos intracelulares, mas tam

bém a protonação do amino grupo da molécula de angiotensina 

constituiam elementos vitais para a resposta taquifilãtica, 

chamando a atenção para a conformação molecular na origem 

do processo de acoplamento do agonista. O reconhecimento do 

endotélio como elemento ativamente participante na vasoati- 

vidade fez surgir várias publicações que demonstravam esta

rem as células endoteliais relacionadas à modificações na 

resposta contrátil induzida por agonistas (CALDWELL, 1976). 

0'MALLEY e cols. (1986), estudando a sensibilidade da aorta 

de coelho ã NOR, verificaram que a desendotelização mecâni

ca promovia um aumento da resposta contrátil, a qual podia 

ser inibida com prasozin, sugerindo portanto a participação 

de receptores apna vasoconstricção adrenérgica.

No modelo experimental de rim isolado de coelho, 

os efeitos da PGE^ sobre a taquifilaxia noradrenérgica fo

ram estudados por FONTELES & MOREIRA LIMA (1984), concluin

do os autores inexistir interferência das PG no fenômeno. 

Com o mesmo modelo experimental, pode a taquifilaxia ser 

bloqueada pela adição de insulina ao líquido perfusor, mes-
1

mo sob diferentes concentrações de cálcio do meio (COSTA E 

FORTI & FONTELES, 1989b). Em rins de rato, isolados e per- 

fundidos, PRAÇA & FONTELES (1987) demonstraram que a' taqui

filaxia ã NOR e ã Angiotensina II não sofria modificações 
conforme se utilizasse para seu estudo animais normotensos 

ou SHR.
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1.2.3 - Fator de relaxamento endotélio-dependente

(Endothelium-Derived Relaxing Factor - EDRF)

Em 1980, FURCHGOTT & ZAWADSKI, em trabalho pionei 

ro, destacaram o endotélio como uma estrutura vascular in

dispensável ao relaxamento do músculo liso arterial. Utili

zando diferentes tipos de cortes de aorta de coelho, precon 

traídas com noradrenalina (NOR), com endotélio íntegro ou 

desendotelizados por meios mecânicos ou químicos, constata

ram que a ação relaxadora da acetilcolina (Ach) só se fazia 

presente naqueles segmentos arteriais cujo endotélio não ha 

via sido danificado (FURCHGOTT, 1984; FURCHGOTT & ZAWADSKI, 

1980). O tratamento com indometacina e aspirina em nada al 

terava a resposta relaxante nos segmentos endotelizados, de 

monstrando que o processo não era dependente da ação vasodi 

latadora das prostaglandinas (PG). A retirada do endotélio 

também não alterava a sensibilidade das preparações à agen

tes tais como o.trinitrato de glicerila, nitrato de sódio, 

azida sódica e isoprenalina (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980). 
Estes fatos levaram FURCHGOTT e cols.(FURCHGOTT & ZAWADSKI,

1

1980; FURCHGOTT, 1984) a postularem a existência um mecanis 

mo segundo o qual a Ach, agindo em receptores muscarínicos 

localizados na célula endotelial, estimularia a proâução de 

uma substância capaz de atuar na camada íntima da artéria 

permitindo assim o seu relaxamento. CHERRY e cols. (1982) 

utilizaram o termo Fator de Relaxamento Endotélio-Dependen- 
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te (Endothelium-Derived Relaxing Factor - EDRF) para desig 

nar o princípio ativo, não prostaglandínico, produzido pe

las células endoteliais e com propriedade de mediar o fenô

meno da vasodilatação induzida pela Ach.

Além desta, uma série de outros vasodilatadores 

foram progressivamente identificados como capazes de agir 

na parede arterial via um mecanismo endotélio-dependente,on 

de a liberação de EDRF parecia ser o fator que indubitavel 

mente se associava ao relaxamento do músculo liso. Assim se 

comportavam substâncias como a adenosina trifosfato (ATP) e 

adenosina monofosfato (ADP) (DE MEY & VANHOUTTE, 1981; FUR- 

CHGOTT e cols., 1984); ionóforo de cálcio A 23187 (ZAWADSKI 

e cols., 1980; FURCHGOTT, 1984); histamina (VAN DE VOORDE 

& LEUSEN, 1983); bradicinina (CHERRY e cols., 1982; FURCH

GOTT, 1984), trombina (DE MEY & VANHOUTTE, 1981;1982); subs 

tãncia P (FURCHGOTT, 1984); melitina (FORSTERMANN & NEUF- 

GANG, 1985); ácido araquidônico (FURCHGOTT & ZAWADSKI,1980; 

DE MEY & VANHOUTTE, 1982; FURCHGOTT e cols., 1984). Em 1983 

COCKS & ANGUS observaram que as aminas vasoconstrictoras 5- 

hidroxitriptamina e noradrenalina, eram capazes de promo

ver, sob determinadas circunstâncias, o relaxamento da ar

téria coronariana do cão e do porco, e que esta ação vaso- 

dilatadora só era possível na presença de endotélioTrês 

anos depois ANGUS e cols. (1986) apresentaram o resultado 

de um estudo comparativo da ação relaxadora da noradrenali 

na em artérias carótida, coronária, renal, mesentérica e fe
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mural de cão, concluindo que a vasodilatação endotélio-de- 

pendente à NOR era variável em sua intensidade, sendo maior 

na artéria coronariana e insignificante nas artérias renal 

e mesentérica (ANGUS e cols., 1986).

Embora amplamente descrita em diferentes tipos de 

preparações arteriais de mamíferos, a vasodilatação "in vi- 

tro", endotélio-dependente, mediada pelo EDRF, apresenta-se 

como um evento nem sempre universalmente demonstrável. Dife 

rentes expressões da resposta relaxadora podem ser encontra 

das em espécies distintas e, mesmo dentro de uma mesma espé 

cie, podem ocorrer variações de resposta frente a um mesmo 

indutor de relaxamento vascular. Este fato se torna mais pa 

tente quando artérias de condução, nas quais foi realizada 

a maioria dos experimentos, têm sua resposta vasodilatadora 

comparada ãs dos vasos de resistência. A histamina e a bra- 

dicinina, por exemplo, induzem ao relaxamento endotélio-de 

pendente grandes artérias caninas (CHERRY e cols., 1982) e 

aorta de rato (VAN DE VOORDE & LEUSEN, 1983), porém não con 

seguem promover a mesma resposta em aorta de coelho (FURCH- 

GOTT, 1 984). Do modo semelhante, o ionóforo de cálcio 

A 23187, potente indutor do relaxamento endotélio-dependen 

te em aorta de coelho, é ineficiente como agente relaxador 
em vasos mesentéricos de resistência (DE MEY & GRAY^ 1985). 

LUSCHER e cols (1987) atribuiram ao EDRF o mesmo padrão de 

relaxamênto endotélio-dependente observado em duas artérias 

humanas, a renal e a pedis dorsalis, ambas submetidas a a-
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ção da Ach após serem contraídas com NOR.

Quando são comparados o comportamento de vasos ve 

nosos e arteriais quanto a resposta endotelial vasodilatado 

ra, obtem-se resultados ilustrativos que demonstram as pro

fundas diferenças entre os dois leitos vasculares. A respo_s 

ta venosa é bem menos expressiva do que a arterial frente 

ao mesmo indutor de relaxamento (FURCHGOTT, 1984; DE MEY & 

VANHOUTTE, 1982) tendo SEIDEL e LA ROCHELLE (1987) sugerido 

que as diferenças devam ser atribuídas mais a incapacidade 

do endotélio venoso em produzir EDRF do que à inabilidade 

do seu músculo liso em responder ã ação vasodilatadora do 

mediador.

1.2.3.1 - Inibidores do EDRF

A inibição seletiva das reações de relaxamento 

vascular endotélio-dependente pode ser obtida pelo emprego 

de inúmeras substâncias que têm em comum a propriedade de
1

danificar ou inativar as células endoteliais, interferindo 

em etapas-chave de seu metabolismo. Dentre os agentes e con 

dições inibidoras do relaxamento endotélio-dependente ci

tam-se: inibidores da fosfolipase A£ (PLA^) como a mepa- 

crina (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980; SINGER & PEACH, 1983) e 

p-bromofenacilbrometo (FURCHGOTT, 1983); os inibidores da
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lipooxigenase como o ácido 5,8,1 1 ,1 4-eicosatetrainoico(ETYA) 

(FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980; FURCHGOTT, 1984), ácido nor- 

dihidroguiarético (NGDA) (FURCHGOTT e cols., 1982; FURCH

GOTT, 1983), ácido cafeico, BW 755C e fenidona (FORSTERMANN 

& NEUFGANG, 1984); antioxidantes e removedores de radicais 

livres como a hidroquinona (FURCHGOTT, 1981, 1983); bloquea 

dores de canais de cálcio (SINGER & PEACH, 1982); antagonis 

tas da calmodulina (WEINHEIMER & OSSWALD, 1986); inibido

res do citocromo P450 como o SKF 525A (SINGER e cols.,

1984) e SKF 86002 (BERKOWITZ & OHLSTEIN, 1986); e a anoxia 

(ZAWADSKI e cols., 1980; FURCHGOTT, 1984). Embora seleti

vos, estes inibidores não são específicos e podem por isso 

ensejar o surgimento de reações farmacológicas com efeitos 

paralelos.

A mioglobina e as hemoproteinas foram descritas 

como capazes de inibir não só o relaxamento endotélio-de

pendente como também aquele promovido pelo trinitrato de 

glicerila (MARTI-N e cols., 1985). O mesmo ocorre com o azul 

de metileno, corante com propriedades redox, capaz de ini

bir tanto o relaxamento arterial produzido por vasodilatado
I

res do tipo nitrato (NVD) como por indutores do EDRF (HOLZ- 

MANN, 1982; FURCHGOTT, 1984). As características da ação 
destes dois compostos são bem peculiares e ensejou á reali

zação dos estudos comparativos entre os mecánismos de rela- 

xamento'vascular endotélio-dependente ou mediado pelo EDRF, 

e outro, endotélio-independente ou mediado por NVD. Estes es

tudos constituiram-se num dos marcos da pesquisa sobre o EDRF.
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1.2.3.2 - Identificação do EDRF

Baseados nos resultados dos estudos com inibido

res do relaxamento endotélio-dependente, vários autores pos; 

tularam a existência de um precursor do EDRF, provavelmente 

o ácido araquidônico, o qual oxidado por uma lipooxigenase, 

originaria um composto ativo, talvez um radical livre ou um 

ion peróxido, o qual seria o fator de relaxamento endoté

lio-dependente (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980; DE MEY &

VANHOUTTE, 1982; SINGER & PEACH, 1983; FURCHGOTT, 1984; FUR 

CHGOTT e cols., 1984). Em 1984 GRIFFITH e cols., descreve

ram um método para detectar o EDRF em solução, concluindo 

ser esta substância extremamente lãbil, com vida média de 

6,3 ± 0,6 segundos.

Antes da descoberta do EDRF (FURCHGOTT &ZAWADSKI, 

1980) inúmeras publicações já descreviam a existência de 

uma correlação positiva entre o processo de relaxamento de 

grupos musculares e as elevações dos níveis de guanosina mo 

nofosfato cíclico (GMP ) (KATSUKI & MURAD, 1977; BOHME e c
cols., 1978; AXELSON e cols., 1979). MURAD e cols. (1979) 

propuseram ser este o mecanismo através do qual agiriam os 

NVD ao promoverem a ativação da guanilato ciclase solúvel 

pela ação do õxido nítrico, composto intermediário liberado 

como produtos da reação. Após os trabalhos de FURCHGOTT inú 

meros estudos demonstraram que o relaxamento endotélio-de

pendente, induzido por várias substâncias, se fazia acompa- 

nhar também de elevações concomitantes dos níveis de GMPC 

no músculo liso arterial (HOLZMANN, 1982; RAPOPORT &

MURAD, 1983).
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Em 1983 FURCHGOTT & JOTHIANANDAN demonstraram eme 
anéis de aorta de coelho, com ou sem endotélio, respondiam 

aos indutores de relaxamento com elevação de GMPc e que nos 

primeiros, esta elevação precedia o relaxamento arterial.Em 

ambas as preparações o azul de metileno foi capaz de abolir 

a resposta dilatadora, com maior rapidez nos segmentos arte 

riais endotelizados. 0 paralelismo entre estes dois even

tos e a utilização de uma metodologia baseada na transferên 

cia do EDRF, levou FORSTERMANN (1 986) a concluir que o esti. 

mulador da guanilato ciclase e o EDRF eram semelhantes, se

não idênticas substâncias.

Para examinar o já reconhecido mimetismo entre 

as ações do EDRF e do óxido nítrico, PALMER e cols. realiza 

ram bioensaio para determinar a atividade biológica de am

bos. Os resultados mostraram similaridades importantes quan 

to ã vida média, estimulação pela bradicinina, redução da 

inativação com superóxido-dismutase (SOD) e inibição do re

laxamento pela hemoglobina (PALMER e cols., 1987).

Resultados bastante expressivos obtiveram tam

bém IGNARRO e cols. (1 987b) ao analisarem o comportamento do 

EDRF e do óxido nítrico (NO) frente ao pirogalol, substân
cia geradora de ions'superóxidos, e â SOD, removedor destes 

radicais livres. A superfusão em cascata de segmentos arte

riais mostrou que as respostas eram indistinguíveis, ca

racterizadas em ambos os casos por relaxamento inibido pelo 

pirogalpl e estimulado pela SOD. Estas observações forta

leceram as conclusões de PALMER e cols. (1987) que demons

traram fenômenos vasculares acompanhados por alterações con 
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comitantes nos níveis de GMP , aumentados sob a ação da SOD c
e diminuídos pelo pirogalol, tanto no relaxamento induzido 

pela Ach (endotélio-dependente e mediado pelo EDRF), como 

naquele promovido pelo óxido nítrico(èndotélio-indenendente) 
(IGNARRO, 1987b).

Inúmeras publicações demonstram ser o EDRF um 

composto indistinguível do NO (IGNARRO e cols1987b;1987a; 

PALMER e cols., 1987) e embora existam outros mediadores en 

doteliais com ações vasoativas, deve ser reafirmada a espe

cificidade do mecanismo de relaxamento endotélio-dependente 

promovido pelo EDRF. A inibição do mesmo pelas hemoprotei- 

nas e pelo azul de metileno, evidencia inconstante em rea

ções similares promovidas por outras substâncias endote- 

liais vasoativas, vincula definitivamente a participação do 

EDRF/NO neste processo. Recentemente PALMER e cols. (1988) 

demonstraram que as células endoteliais são capazes de pro

duzir o nitrocomposto através da metabolização da L-argini 

na, comprovando pela primeira vez em mamíferos a existência 

de uma via bioquímica capaz de produzir o EDRF/NO.

1.2.3.3 - Ações do EDRF/NO
1

Além de causar relaxamento na preparação vascu

lar precontraída através da indução exercida por inúmeras 

substâncias, o EDRF é capaz de promover ações)de grande im 

portância-na fisiblogia vascular através da sua relação com 

elementos celulares sanguíneos. Em 1986, AZUMA e cols. pu
blicaram as primeiras observações mostrando a inibição da
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agregação plaquetária pelo EDRF, o que foi posteriomente

confirmado em preparações "in vitro" (FURLONG e cols.,

1987). Um estudo comparativo das ações plaquetárias do

EDRF/NO e prostaciclinas mostraram ser estas substâncias a

gentes antiagregantes plaquetários e reafirmaram a simila-

ridade entre as ações do EDRF e NO (RADOmskE e cols., 1987a) .A

inibição da adesividade pelo EDRF foi demonstrada em pla-

quetas humanas e esta ação se associava também com aumen-

to nos níveis de GMPc plaquetãrio (RADOMSKI e cols.,

1987b).

1.2.3.4 - Inativação
T

As respostas relaxadoras endotélio-dependentes 

são antagonizadas ou abolidas pela hemoglobina, altas con 

centrações de oxigênio, pelo azul de metileno e por anions

superóxidos. A hemoglobina e o azul de metileno são ini

bidores específicos. A primeira, além de ligar-se ao

EDRF/NO em sua forma ferrosa (MARTIN e cols., 1985a) pode 

inativá-lo quimicamenté ã semelhança do que promove com o

NO gerado pela reação com NVD (MARTIN e cols., 1985a,

1985b). 0 azul de metileno pode inibir tanto a guanilato 

ciclase (GRUETTERe cols., 1981a, 1981b), como o relaxamen
tto endotélio-dependente produzido pelos indutores da libe-

ração de EDRF/NO (FURCHGOTT, 1984; FURCHGOTT’ e cols.,

1984a, 1984b), bem como o relaxamento endotélio-independen 

te obtido pela ação dos NVD (GRUETTER e cols., 1981a,1981b) .

0 mecanismo inibitõrio do azul de metileno é complexo e não 



26

parece depender apenas do bloqueio da guanilato ciclase so 

lúvel porquanto já pode ser demonstrada uma potenciação pe

lo corante do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de 

sódio (MONCADA e cols., 1988).

Processos de oxidação, notadamente os que se 

relacionam ã geração de radicais superóxidos, são responsá

veis pela rápida inativação do EDRF/NO. Substâncias como o 

pirogalol, geradora de oxigênio, são capazes de inibí-lo 

(IGNARRO e cols., 1988; MONCADA e cols., 1988), enquanto 

removedores de anions superóxidos, como a SOD, potenciali

zam a ação do EDRF/NO (IGNARRO e cols., 1987b)• Hoje sabe- 

se que a ação inibitória sobre o EDRF/NO desempenhada por 

substâncias como a hidroquinona, ditiotreitol, fenidona 

e BW 755C, decorrem da produção de oxigênio livre pelas 

mesmas.

A estabilidade do EDRF/NO pode também ser modifi

cada por alterações do pH. Em condições de neutralidade ou 

de discreta alcalinidade a inativação ocorre rapidamente, 

mas pode ser revertida pela acidificação. 0 abaixamento do 

pH do meio para 2,0 permite a estabilidade do fator endote- 

liai por vários dias (FRIDOVICH e cols., 1987).

A diminuição da temperatura do meio é outro fa

tor de estabilização do EDRF/NO, o qual aumenta a sua capa

cidade de relaxamento se houver abaixamento térmico para
■** r

3590, conforme demonstraram KARAKI & NAGASE (1987).
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1.2.3.5 - Mecanismo de ação

0 mecanismo através do qual o EDRF exerce seus e 

feitos vasculares e plaquetãrios confunde-se com aquele 

promovido pelo óxido nítrico. Uma cascata de eventos tem 

início com a ativação da guanilato ciclase solúvel (IGNAR

RO & KADOWITZ, 1985), num processo heme-dependente (MEL- 

LION e cols., 1983), para conversão da guanosina trifosfa 

to em guanosina monofosfato cíclico (GMPc). A consequente 

ativação da proteína quinase C cálcio-dependente se traduz 

por modificações na fosforilação de proteínas do aparelho 

contrátil celular, ensejando o relaxamento do músculo liso 

arterial (FRIDOVICH e cols., 1987). O padrão de fosforila

ção proteica observada no músculo liso de aorta de rato 

submetido ao A 23187 e Ach (RAPOPORT e cols., 1 983) é idên 

tico àquele que se observa quando a preparação é tratada 

com nitroprussiato de sódio ou com 8-bromo-GMPc (RAPOPORT 

e cols., 1982), caracterizando-se por fosforilação GMPC~ 

úcpendente e desfosforilação de miosina de cadeia leve.

A ativação da guanilato ciclase em músculo liso

*’ 1’laquetas determina um acúmulo de GMPc intracelular, o

inibe não apenas o processo contrátil mas também a a-
""'laçào plaquetária. Esta ação celular é exatamente igual

observada.com os nitratos orgânicos, usados clinica 

como vasodilatadores.

0 maior volume de informações sobre o EDRF à par
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tir da descoberta de PALMER e cols. (1987) tornou-se possí

vel mercê de uma metodologia na qual se associam técnicas 

já conhecidas (WEKSLER e cols., 1978; GRYGLEWSKI e cols., 

1986), com a cultura de células endoteliais e bioensaios, 

onde a superfusão em cascata permitia a transferência do ma 

terial ativo gerado pelas células endoteliais estimuladas, 

até células receptoras de preparações arteriais várias. Po- 

de-se estabelecer assim estudos comparativos quanto ao pa

drão de resposta da substância endotelial que se supunha 

ser o EDRF com aquele promovido pelo óxido nítrico nas mes

mas condições experimentais.

Ã partir de então vários foram os trabalhos rea

lizados acerca da farmacologia comparativa do EDRF e do 

NO, todos mostrando resultados indistinguíveis quanto ã vi 

da média, ação relaxante sobre musculatura lisa vascular, 

ações antiagregante e desagregante em plaquetas, inativa- 

ção, potenciação e inibição específica (IGNARRO e cols., 

1987a, 1987b; MONCADA e cols., 1988; RADOMSKI e cols., 

1987a) (Tabela II).

Todas as observações realizadas após os resulta

dos de PALMER e cols. (1 987) indicam que o EDRF/NO é o ni.
1

trovasodilatador endógeno e a guanilato ciclase, seu recep 

tor (MONCADA e cols., 1988). Por ser extremamente sensível
'a inativaçao por oxigênio e hemoproteinas fica patente que, 

de todos os fatores considerados hoje como "hormônios lo
cais" é ô EDRF/NO o que menor probabilidade tem de circular, 

atuando localmente e de modo fugaz (IGNARRO, 1989). Por 

sua grande difusibilidade é transferido diretamente do en-



TABELA II - Farmacologia comparativa EDRF/Óxido Nítrico

EDRF ÓXIDO NÍTRICO

1 - Relaxamento de musculatura
lisa vascular

2 - Ativação da guanilato ci-
clase solúvel

3 - Relaxamento muscular media
do por aumento de GMP r ' c

4 - Efeitos plaquetários media 
dos por aumento de GMPc

FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980

IGNARRO e cols., 1986 
FORSTERMANN, 1986
HOLZMANN, 1982
RAPOPORT & MURAD, 1983 
FURCHGOTT & JOTHIANANDAN, 
1 983
DIAMOND & CHU, 1983
IGNARRO, 1985
RADOMSKI e cols., 1987a,b

KATSUKI & MURAD, 1977
AXELSON e cols., 1979
MURAD e cols., 1979
GRUETTER e cols., 1980
GRUETTER e cols., 1981
IGNARRO e cols., 1 981

BOHME e cols., 1978 
MELLION e cols., 1983
RADOMSKI e cols., 1987a

5 - Efeito inibitório sobre re 
laxamento vascular
Azul de Metileno HOLZMANN , 1982 MURAD e >cols. , 1 979

FURCHGOTT e cols ., 1984 GRUETTER e cols ., 1980
MARTIN e cols., 1 985b GRUETTER e cols ., 1981

Hemoproteinas MARTIN e cols., 1 985a GRUETTER e cols ., 1980
MARTIN e cols., 1 986 GRUETTER e cols ., 1981
PALMER e cols., 1 987 PALMER e cols., 1 987

6 - Inibição da Agregação Pla AZUMA e cols., 1 986 RADOMSKI e cols ., 1987a
quetária FURLONG e cols., 1 987 MELLION te cols. , 1981

RADOMSKI e cols. , 1987a
to 
kD



TABELA II - Continuação

EDRF ÓXIDO NÍTRICO

7 - Inibição da Adesividade . 
Pláquetãria

RADOMSKI e cols., 1987b RADOMSKI e cols., 1987b

8 - Fosforilação de protei-
nas GMPc-dependente

9 - Vida Média »

RAPOPORT e cols., 1983 RAPOPORT e cols., 1982

Superfusão em cascata 3,6 ± 0,15 (PALMER e
cols., 1987)

4,1 ± 0,25 (PALMER e cols.,
1 987)

Tubos de polipropileno 30,8 ± 1,9 (PALMER e
cols., 1987)

30,4 ± 2,25 (PALMER e cols.
1 987)

10 - Inativação por Oxigênio RUBANYI & VANHOUTTE, 1986
MONCADA e cols., 1986
IGNARRO e cols., 1987a,b

IGNARRO e cols., 1987a,b

11 - Potenciação por SOD IGNARRO e cols., 1987a,b
GRYGLEWSKI e cols., 1986

RUBANYI & VANHOUTTE, 1986
PALMER e cols., 1987

UJ 
o
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dotélio para a célula do músculo liso e para plaquetas que 

estão em contacto com as células endoteliais onde é produ 

z ido.

A denominação Óxido Nítrico Endotélio-Dependen- 
te (Endothelium-Dependent Nitric Oxide - EDNO) é proposta 

por IGNARRO (1989) para identificar a substância 

cujas ações fisiológicas estão possivelmente relacionadas 

ã modulação localizada, momento a momento, da vasodilata

ção secundária ã alteração de fluxo (shear-stress) e da 

reatividade vascular.

1.2.4 - Fator ativador de plaquetas 

(Platelet-Activáting-Factor - PAF)

Em 1960, MUIRHEAD e cols. demonstraram em ani

mais nefrectomizados a ação antihipertensiva de um extrato 

de medula renal,denominando de "Antihypertensive Renomedul- 

lary Hormone (ARH)" ao princípio ativo nele contido. Ainda 

na década de 60,.duas publicações independentes (BARBARO e 

cols., 1966; SIRAGANIAN& OSLER, 1970) chamavam a atenção 

para uma reação na qual leucócitos de coelhos sensibilizados
I

promoviam a ativação de plaquetas, com consequente libera

ção de aminas vasoativas. Em 1972 BENVENISTE e cols. descre 

veram um fenômeno de ativação plaquetária induzido pOr uma 

substância produzida por basófilos de coelhos sensibiliza

dos por ígE. Dois anos depois, semi-purifiçada e caracteri 

zada como um novo mediador da anafilaxia, esta substância 

passou a denominar-se Fator Ativador de Plaquetas (Platelet 
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Activating Factor - PAF) (BENVENISTE, 1974) sendo posterior 

mente purificada e identificada como um fosfolipídio depen

dente de fosfolipase A2 (BENVENISTE e cols., 1977).

Sequenciando as observações iniciadas por MUIRHEAD, 

PREWITT (1979) denominou de Antihypertensive Renomedullary 

Lipid (APRL) ao lipídio da medula renal com propriedades va 

sodilatadoras.

Finalmente, em 1979, três laboratórios independen 

tes (DEMOPOULOS e cols.; BLANK e cols., 1979; BENVENISTE e 

cols., 1 979), descreveram a estrutura química de uma nova 

classe de fosfolipídios, com atividade biolóqica idêntica 

às do PAF e do APRL, tornando implícita a semelhança entre 

este composto e aquele descrito por MUIRHEAD.

A partir de 1980, com a disponibilidade de prepa

rações sintéticas (GODFROID e cols., 1980) as pesquisas so 

bre as ações do PAF tiveram amplo progresso. Foi entretanto 

a descoberta dos antagonistas do fosfolipídio (BRAQUET, 

1984) que colaborou decisivamente para um verdadeiro avan 

ço no seu conhecimento, o que tem resultado num número cres 

cente de publicações sobre o tema.

1.2.4.1 - Características bioquímicas

t

As denominações Platelet Activating Factor (PAF)
)

e Acetyl-Glyceryl-Ether-Phosphorylcholine (AGEPC) constitu- 

em uma sinonímia que tem sido largamente utilizada para i- 

dentificar este fosfolipídio. Entretanto o conhecimento a- 

tual de sua estrutura química como 1-0-octadecil (ou hexa- 
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decil) 2-(R)-acetil-glicero-3-fosforilcolina (BENVENISTE e 

cols., 1979), fez com que a denominação PAF-aceter (ace pa 

ra acetato e éter da ligação alquil) passasse a ser, do pon 

to de vista bioquímico, a forma mais correta para a identi

ficação do mediador lipídico.

As formas octadecil e hexadecil dizem respeito a 

duas espécies de PAF (C^ g e C^, na posição sn-1 ) , produzi

dos por leucócitos de coelhos sensibilizados (HANAHAN e 

cols., 1980) ou por neütrófilos estimulados por A 23187(HA

NAHAN, 1986). O PAF com cadeia 16:0 na posição sn-1 é mais 

ativo que o 18:0 (SATOÜCHI e cols., 1981). A heterogeneida- 

de das várias espécies moleculares do PAF é responsável pe

la existência de inúmeros análogos, com atividade biológi

ca de diferentes graus de expressão e cujo significado fi

siológico ainda não está totalmente elucidado(SNYDER,1989). 

De particular importância são as substituições na posição 

2 (acetil) :a remoção do fragmento acil origina um liso-deri. 

vado destituído de qualquer atividade biológica e encontra

do em inúmeros sistemas celulares (BLANK e cols., 1981).

As etapas biossintêticas são complexas e se ini

ciam com a ativação da fosfolipase , a qual atua sobre os
1fosfolipídios da membrana celular num processo cálcio-depen 

dente (BALLOU & CHEUNG, 1983). O PAF não é acumulado na cé

lula, mas sim o precursor alquilacilglicerofosfocoLina. A 

biossíntese enzimática pode ocorrer através ;de duas vias di 

ferentes-, com características distintas: a primeira, via a_l 

quilacetilglicerol, é responsável pela manutenção dos ní

veis fisiológicos do fosfolipídio, tem a mais alta afinida
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de específica na célula em repouso e é a via biossintética 

predominante no rim; a segunda, via liso-PAF (forma inativa 

que sofre acetilação para formar PAF), está diretamente re

lacionada ã resposta inflamatória e tem baixa atividade na 

célula em repouso (SNYDER, 1989). A inativação intracelular 

do PAF ocorre através da ação de duas acetilhidrolases, uma 

plasmática e outra citosólica (BLANK e cols., 1981) e con

duz a formação de Liso-PAF. Deste modo a biossíntese do PAF 

pode ser ■ resumida como sendo constituída por um processo 

bicíclico, no qual o liso-PAF é o produto intermediário, 

precursor ou metabólito, e onde os mecanismos de desacila- 

ção e acetilação se alternam na dependência da via predomi

nante, se sintética ou catabólica (VARGAFTIG & BRAQUET, 

1987).

Os mecanismos de biossíntese e degradação aqui ci. 

tados parecem ocorrer de modo semelhante "in vivo". Poucos 

minutos após a injeção endovenosa de [H3 JPAF é possível de

tectar em vários tecidos as formas alquilacilglicerofosfo 

colina e Liso-PAF, assim como o próprio [H3]PAF livre no 

plasma (BRAOUET e cols., 1987).

Os elementos que norteiam a resposta métãbólica
1

do PAF ainda não são totalmente entendidos, embora se co

nheça que o processo que regula a ação de seus receptores 

esteja relacionado ao "turnover" rápido de fosfoinodítídios. 

As ações sinérgicas de ativação de proteína quinase C, 

liberaçao de ácido araquidonico, mobilização 

cálcio e formação de GMP são todos eventos intracelulares 

decorrentes das várias etapas da fosforilação do fosfatidil. 
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inositol (NISHIZUKA, 1984), A ativação da proteína quinase 

Cea mobilização do cálcio intracelular atuam como elemen

tos de grande destaque na amplificação do sinal biológico 

do PAF (BRAQUET e cols., 1987). A proteína quinase C é res

ponsável pela ativação da fosfolipase A2 (PLT^) na formação 

do composto intermediário Liso-PAF (McINTYRE e cols., 1987) 

estando os seus inibidores entre aquelas substâncias capa

zes de bloquear a síntese de PAF. O cálcio inibe várias en

zimas participantes da síntese (LEE & SNYDER, 1985) e da de 

gradação do fosfolopídio (TOUQUI e cols., 1987). Por outro 

lado, o cálcio é essencial para as etapas sintéticas via 

Liso-PAF. 0 AMPc parece ser o principal mediador inibitório 

dos processos que regulam o acoplamento estímulo-resposta, 

já que a elevação de seus níveis na célula é suficiente pa

ra bloquear a resposta celular ao PAF (BRAQUET e cols., 

1987), embora o PAF também possa inibir a atividade da ade- 

nilatociclase (HASLAM e cols., 1982).

1.2.4.2 - Propriedades farmacológicas

0 PAF possui propriedades biológicas distintas e 

a atividade farmacológica das mesmas pode ser modificada na 

dependência da via de administração do fosfolipídio e da 

espécie animal estudada. As preparações de órgãos isolados 

e de tecidos, assim como também experimentos "in vivo" têm 
í

sido largamente empregadas para o estudo das complexas rela a* ■
ções entre as ações farmacológicas e os diferentes tipos ce 

lulares sobre os quais atua o mediador.
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A infusão endovenosa de PAF enseja respostas dose 

dependentes onde o efeito depressor, agudo e prolongado, so 

bre a pressão arterial, desponta como uma das principais ca 

racterísticas do fosfolipídio (BLANK e cols., 1979; McMANUS 

e cols., 1980; SANCHEZ-CRESPO e cols., 1983). Os efeitos hi 

potensores também se observam em ratos normais, nos da cepa 

SHR, e parecem não sofrer mediação de qualquer dos mecanis 

mos conhecidos (CAILLARD e cols., 1982; SiBERTZ e cols., 

1986). Em cães anestesiados a infusão endovenosa de PAF de

termina, além da hipotensão sisto-diastólica, redução do dé 

bito cardíaco e diminuição da resistência vascular periféri. 

ca (SYBERTZ e cols., 1986). Em cobaios a administração en

dovenosa promove um quadro de anafilaxia cardíaca com libe 

ração acentuada de histamina, prostaglandinas e PAF, redu

ção da força de contração miocárdica e espasmo coronariano 

(BENVENISTE e cols., 1983). Outras ações farmacológicas têm 

sido descritas em modelos experimentais nos quais se utili

zou a infusão intra-arterial para estudo seletivo de leitos 

vasculares. Assim é que em cães a injeção intra-coronaria- 

na de PAF reduz a pressão, o fluxo sanguíneo local, e a 

força contrátil do miocãrdio (VEMULAPALLI e cols., 1984). A 
injeção intra-femural' em cães também determina vasodilata

ção acentuada, mesmo no membro desnervado (SYBERTZ, 1986).

As alterações celulares determinadas pela 'infusão 

de PAF se caracterizam notadamente por migrâção e agregação 

rápida de plaquetas, com secreção de mediadores intracelula 

res (CHIGNARD e cols., 1979). Leucopenia devido a agregação

e/ou quimiotaxia, diapedese e infiltração na parede vascu
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lar (McMANUS e cols., 1980; BOURGAIN e cols., 1985) compõem 

as principais manifestações leucotáxicas do mediador.

O PAF é capaz de promover ainda reações histami- 

na-símile por suas ações leucotáxicas e vasoativas. A inje 

ção intradérmica induz no homem uma reação inflamatória lo

cal onde de identifica uma resposta bifásica, na qual ponti 

ficam a migração de neütrófilos com infiltração perivascular 

e, numa fase mais tardia, surgimento de histiócitos e linfó 

citos no local (ARCHER e cols., 1985). O aumento da permea

bilidade vascular, seguido de extravasamento plasmático e 

edema intersticial (BRAQUET e cols., 1984), independem da 

presença de plaquetas e neütrófilos, não sendo afetados pe 

lo tratamento prévio com anti-histamínicos, anti-serotoni- 

nérgicos e inibidores da ciclooxigenase (PIROTSKY & BENVE- 

NISTE, 1984). O PAF é considerado como um importante ampli

ficador da reação inflamatória. É provável que exerça sua 

ação moduladora diretamente, afetando a superfície vascu

lar, as interações célula-célula e as propriedades de subs 

tâncias partici-pantes da reação inflamatória (HANAHAN,

1986). Ê provável também que interrelações se estabeleçam 

entre o PAF e outros mediadores como leucotrienos, tromboxa
1

nos e prostaglandinas (LEFORT e cols., 1984).

As reações do tecido pulmonar ao PAF são compará- 

veis ãquelas observadas no decurso da crise asmática. VAR-
í

GAFTIG e cols. (1980), utilizando o cobaio descreveram pela 
X*

primeira vez o efeito "in vivo" do PAF sobre o pulmão. A 

resposta brônquica tem alguns aspectos que merecem desta
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que. Ao contrário da reação inflamatória cutânea, a bronco 

constricção resultante da administração endovenosa do fosfo 

lipídio é um fenômeno dependente da presença de plaquetas 

(VARGAFTIG e cols., 1 980)', fato inexistente quando o media

dor é aplicado topicamente sob forma aerolizada (LEFORT e 

cols., 1984). Estudos morfológicos realizados em pulmões de 

coelhos e cobaios confirmaram que o PAF induz não apenas à 

agregação de plaquetas e neutrófilos, mas também promove 

contração de arteríolas e bronquíolos (VARGAFTIG & BRAQUET, 

1987). A análise dos efeitos promovidos pelo PAF no desen

volvimento dos fenômenos de broncoconstricção não poderia 

excluir o desempenho de outras células, componentes tardios 

do processo inflamatório e/ou anafilãtico. Inúmeros elemen

tos celulares podem contribuir para a liberação de PAF no 

tecido pulmonar, incluindo basófilos, mastõcitos e macrófa- 

gos alveolares (FITZGERARD e cols., 1986). O PAF exerce 

grande poder quimiotãxico sobre os eosinófilos, induzindo 

não somente a mobilização destas células ao sítio de reação 

como também promovendo acentuada desgranulação (WARDLAW & 

KEY, 1 986) .

1.2.4.3 - PAF no rim (

CAMUSSI e cols., em 1977, estudando cortes renais 
(

submetidos ã estimulação antigênica, identificaram a libera 
í

ção de uma substância com características semelhantes â do 

PAF. Posteriormente cultura de células renomedulares con

substanciaram a primeira evidência da liberação ativa de 
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PAF pelo rim na ausência de células sanguíneas (PIROTSKY & 

BENVENISTE, 1981). A liberação de PAF sob estímulo imunoló- 

gico e o reconhecimento de sua produção pelas células corti 

cais renais, sugeriram a participação do fosfolipídio nas 

doenças glomerulares (PIROTSKY & BIDAULT, 1983). 0 PAF tam 

bém pode ser produzido no rim isolado de rato em resposta 

ao ionóforo A 23187, simultâneamente com outros mediado

res (PIROTSKY e cols., 1984).

A tentativa de identificar a origem celular do 

PAF no rim tem conduzido a inúmeros experimentos com glome- 

rulos e túbulos isolados, além de culturas de células medu 

lares e mesangiais. Os túbulos renais não produzem o fosfo

lipídio e a identificação do precursor Liso-PAF e de ativi. 

dade de acetiltransferase em duas populações celulares re

nais, vinculam a produção de PAF ao glomérulo e às células 

medulares (PIROTSKY e cols., 1983, 1984). SCHLONDORFF e 

cols. (1986) puderam detectar expressiva produção de PAF 

em cultura de células mesangiais de rato estimuladas com 

A 23187.

Os estudos pioneiros sobre os efeitos do PAF na 

função renal demonstraram que a infusão venosa do mediador 

em cães anestesiados se fazia acompanhar por diminuição a- 

centuada nos clearances de creatinina e ácido para-aminohi- 

púrico, além de redução importante do fluxo urinário (BES- 

SIN e cols., 1 983). VEMULAPALLI e cols. (198'4) demonstraram 

em cães 'anestesiados efeitos caracterizados por redução do 

fluxo sanguíneo renal, da taxa de filtração glomerular, e 

de considerável diminuição na excreção urinária de sódio. I 
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nicialmente estes resultados foram interpretados como de

correntes da hipotensão sistêmica que se instalava com a in 

fusão do fosfolipídio. Entretanto o tratamento prévio dos a 

nimais com inibidores de ciclooxigenase, se por um lado re

verteu os efeitos hipotensores, não foi capaz de alte

rar os parâmetros renais (HÉBERT e cols., "'987). Essas evi

dências mostraram que os efeitos do PAF sobre o rim eram di 

retos, não mediados por prostaglandinas e independentes das 

variações tensionais sistêmicas. Em ratos a infusão de PAF 

não modifica a pressão arterial nem diminui a taxa de fil- 

tração glomerular, mas é capaz de induzir ao aumento na 

reabsorção de sódio, cãlcio e magnésio (FRIEDLANDER e cols., 

1 9 87). Não deve ser esquecido o fato do PAF ser um po

tente estimulador da produção renal de prostaglandinas e 

tromboxanos (WEISMAN e cols., 1985; KAWASAKI & NEEDLEMAN, 

1982). É provável que as modificações no fluxo plasmático 

renal que se seguem ã infusão do fosfolipídio sejam media

das, em parte pelos efeitos do PAF diretamente no rim, mas 

também pela liberação secundária, por células renais, de me 

diadores com ações diretas sobre a produção renal do pró

prio PAF. A infusão de PAF em artéria renal de cães aneste

siados foi capaz de determinar acentuada redução da da taxa 

de filtração glomerular, do fluxo sanguíneo renal, do volu 

me urinário e da excreção de sódio (SCHERF e cols., 1986).

Em decorrência das semelhanças n^s propriedades 

hipotensoras, ag possíveis interrelações entre PAF e Fator 

Natriurético Atrial (ANF) têm sido investigadas . Ao contrá

rio do PAF, o ANF promove "in vivo" substancial aumento do 
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fluxo sanguíneo renal, da taxa de filtração glomerular e do 

volume de excreção urinário de sódio. THIEVANT e cols. (1987) estu 

dando os efeitos das duas substâncias em rins de caês sob 

anestesia, sugeriram a existência de um possível mecanismo 

de feed-back entre o fosfolipídio e o peptídio natriuréti- 

co, ã semelhança do que já foi demonstrado entre prostaglan 

dinas e angiotensina (AIKEN, 1974).

As investigações para determinar a natureza dos 

estímulos fisiológicos na formação do PAF pelas células re

nais e os efeitos do mesmo sobre os parâmetros funcionais 

do órgão, têm merecido especial atenção. As interrelações 

entre o fosfolipídio e outros sistemas mediadores renais 

com expressões diversas quanto â vasoatividade, a participa 

ção do PAF em processos renais de natureza inflamatória, co 

mo em doenças autoimunes e na rejeição pós-transplante, de_i 

xam antever a riqueza e a complexidade de seu papel na fi- 

siopatologia renal (BRAQUET e cols., 1987a).

1.2.4.4 - Inibidores do PÃF

Um marco importante no estudo das ações biológi-
1cas e das propriedades farmacológicas do PAF foi a descober 

ta de compostos antagonistas do mediador. A disponibilidade 

de preparações sintéticas do fosfolipídio permitiu a pro

gressiva identificação de várias substância^ com proprieda 

des inibitõrias/ capazes de interferir em etapas-chave da 

biossíntese e/ou metabolismo. Algumas delas como os bloquea 

dores de canais de cálcio (COEFFIER e cols., 1983; KHAN e 
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cols., 1985), os antagonistas da calmodulina (LEVY, 1983) e 

a mepacrina (BENVENISTE e cols., 1981; ALBERT & SNYDER, 

1983), deixam entrever a participação decisiva do cálcio e 

da fosfolipase nas etapas biossintéticas. Outros compos

tos como o TRH, naloxano, antagonistas de tromboxanos e leu 

cotrienos (FEUERSTEIN e cols., 1985; CHILTON e cols.,1982), 

além de várias substâncias aqui não citadas, antagonizam os 

efeitos do PAF sobre sistemas celulares vários. Agindo indi. 

retamente, estas substâncias exercem uma ação antagônica i- 

nespecifica. Foi entretanto a descoberta de inibidores espe 

cíficos do PAF que promoveu um enorme salto no conhecimento 

das ações biológicas e farmacológicas de mediador, abrindo 

caminho para o surgimento de um número crescente de novos 

compostos naturais ou sintéticos, com ações antagônicas po

tentes .

Os antagonistas específicos do PAF englobam hoje 

uma vasta gama de substâncias bioquimicamente distintas, al

gumas análogas do PAF porém destituídas de ação agonista, 

muitas derivadas-de produtos naturais, outras obtidas sinte 

ticamente, mas todas com uma propriedade comum: inibir com

petitivamente o acoplamento do fosfolipídio ao receptor ce
1

lular .
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1.2.4.3.1 - Antagonistas naturais

Uma série de compostos naturais com propriedades 

antagônicas ao PAF está representada pelos derivados da

Ginkgo biloba, árvore milenar chinesa, componente da farma- 

copeia popular, cujas folhas em infusão eram utilizadas em 

inalações para o tratamento da asma e da bronquite. Os com

postos extraídos das folhas e raízes foram identificadas co 

mo ginkgolídios e embora tenham sido primeiramente isolados 

em 1932 por FURUKAWA, sua estrutura só veio a se tornar co

nhecida ã partir de 1967 com os trabalhos de MARUYAMA e

cols. (1967).Contribuiu para isto o fato de serem os ginkgo 

lídios possuidores de uma complexa estrutura molecular, bas 

tante peculiar, de 20 carbonos, na qual estão incorporadas, 

em 6 aneis fusionados de 5 elementos cada (A a F), um grupa 

mento tetrahidrofurano cíclico, três grupos lactônicos e um 

espiro-nonane (Figura 2). Embora a estrutura molecular bá 

sica seja idêntica em todos os compostos, diferenças no nú

mero e na posição de grupos hidroxilas em e C-, deter

minam o surgimento de isõmeros denominados ginkgolídios A, 

B, C, J e M, cuja corresponsência ã nomenclatura adotada pe 

lo Instituto Henri Beâufour (Paris, França) e utilizada 

neste trabalho, pode ser vista na Figura 2.

Em 1984 BRAQUET demonstrou que o extrato desseca 

do de folhas de Ginkgo biloba era capaz de inibir seletiva 
** i

mente a agregação plaquetária induzida pelo PAF. Ã partir 

de então a disponibilidade do extrato natural tornou possí-



FIGURA 2 - Estrutura dos ginkgolídios

a) Representação esquemática dos ginkgolídios A,
B, C, J e M com a respectiva nomenclatura ado
tada pelo Instituto Henri Beaufour (IHB) e u- 
tilizada neste trabalho.

b) R1, R2 e R^ referem-se ao número e posições
dos grupos hidroxilas nos carbonos e
C. ? do núcleo espirononane.
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vel uma extensa produção científica que elucidava a cada e- 

tapa novas e surpreendentes propriedades destas substâncias 

no bloqueio às ações do mediador fosfolipídio, tanto "in 

vitro" como "in vivo" (BRAQUET e cols., 1987a), deixando an 

tever o imensurável potencial terapêutico dos ginkgolídios.

A principal características destes compostos é a 

propriedade inibitória sobre a ligação do PAF com seu recep 

tor celular. A utilização de [H3 ] PAF em plaquetas humanas 

e de coelhos demonstra que esta inibição é competitiva, do 

se-dependente e altamente específica, já que os ginkgolí

dios não interagem com nenhum outro sistema de receptores 

conhecidos (BRAQUET e cols., 1985). Os valores obtidos para
-7ICç.g demonstram que o BN 52021 (2,5 x 10 M) e o mais poten

_7te antagonista, seguido pelo BN 52020 (7,4 x 10 M), estan-
-6 -5do o BN 52022 (7,1 x 10 M) e o BN 52024 (5,4 x 10 M) en

tre aqueles de menor expressão competitiva frente ao recep

tor de membrana do fosfolipídio (BRAQUET, 1984; BRAQUET e 

cols. 1985). Recentemente COREY e cols. (1988) obtiveram a 

síntese total dos ginkgolídios.

1.2.4.3.2 - Antagonista sintético

1

Dentre os poucos produtos sintéticos com proprie 

dades antagonistas ao PAF estã o 48740 RP (SEDIVY e cols., 

1985) ou 3-(3-piridil)-1H,3H pirrolo [1,2-c]tiazol-carboxa- 

mida. O 48740 RP apresenta-se como inibidor'competitivo "in 

vitro", "sem açãó inibitória sobre ciclooxigenase, lipo- 

oxigenase, fosfolipase A£ e fosfodiesterase (SEDIVY e

cols., 1985). Esta ação inibitória entretanto não é seleti
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va já que o composto interfere com a agregação plaquetária 

induzida por ácido araquidõnico, U 46619 (tromboxanomiméti- 

co),colágeno e altas concentrações de trombina (citado em 

BRAQUET e cols., 1987a).

0 48740 RR é capaz de inibir em coelhos a trombo- 

citopenia e o edema cutâneo desencadeados pela administra

ção endovenosa e intradérmica de PAF, respectivamente. Ou

tros efeitos incluem a proteção ao broncoespasmo em cobaios, 

e ã fibrinólise e hipotensão em ratos (SÈDIVY e cols.,1 985).

1.2.4.3.3 - Antagonistas farmacológicos

KORNECKI e cols. (1984) demonstraram que os triazo 

lobenzodiazepínicos, agentes psicotrópicos usados clinica

mente como ansiolíticos e hipnóticos, eram capazes de ini

bir a resposta agregante plaquetária induzida pelo PAF. Es

te composto, derivado benzodiazepínico com anel triazol, e- 

xerce seus efeitos anti-PAF independentemente de suas ações 

hipnóticas e sedativas conforme demonstraram CASALS-STENZEL 

& WEBER (1987).

Os efeitos inibitórios sobre a agregação de pla

quetas humanas são específicas para o PAF já que não se re

produzem quando o indutor é ácido araquidõnico, colágeno, A 

23187 ou trombina.

Recentemente foi sintetizado um nóvo triazoloben 

zodiazepínico destituído de efeito hipnotico e capaz de ini

bir a agregação plaquetária induzida pelo PAF. Este compos

to, WEB 2086 (CASALS-STENZEL e cols., 1986), â semelhança 
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de outros antagonistas específicos, é capaz de inibir em

nimais de experimentação os efeitos circulatórios e |h-
 I fu

cos da infusão de PAF (CASALS-STENZEL & WEBER, 1987).



2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Procedimento cirúrgico

Coelhos Califórnia, de ambos os sexos, provenien

tes da Cunicultura do Departamento de Zootecnica da Univer

sidade Federal do Ceará pesando em média l,5kg, eram manti 

dos em jejum alimentar e com ingestão de água "ad libitum" 

nas 24 horas prévias aos experimentos, realizados no Labora 

tõrio de Farmacologia Renal e Metabólica do Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia. Os animais eram anestesiados com 

injeção intraperitoneal de pentobarbital, 50mg/kg de peso, e 

em seguida tratados com 500U de heparina/kg de peso, adminis 

trada por injeção endovenosa na veia marginal da orelha. Uma 

incisão abdominal mediana permitia evidenciar as vísceras,as 

quais, rebatidas para a direita, expunham o rim esquerdo, o 

primeiro a ser excirsado. Após limpeza cuidadosa da gordura 

perirrenal, eram expostos e identificados os vasos renais, 

procedendo-se a ligadura da artéria renal bem próximo à aor

ta abdominal. A veia renal era seccionada junto ã pelve re

nal e o ureter, em seu terço-médio. A transferência do rim
I

para uma placa de Petri contendo solução de Krebs-Henseleit 

(KH) (KREBS & HENSELEIT, 1932) ocorria imediatamente para 

permitir a canulação arterial com tubo de polietilenó PE 50. 

Iniciava-se de imediato infusão com solüção de KH, ao 

mesmo tempo em ‘que o ureter era também canulado com tu 

bo de polietileno. Garantidos perfusão renal e fluxo 

ureteral, procedia-se ã descapsulação renal, realizada com 
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extrema cautela, para evitar laceração do parenquima. 0 rim 

era então levado ao sistema onde recebia solução de KH com 

pH 7.2 - 7.3, aerado com mistura de 95% O2 e 5% de CO2, com 

temperatura média de 379C, decorridos, em média 4 minutos 

desde a ligadura da artéria renal. Mantendo-se o animal aneste 

siado procedia-se a retirada do rim direito após 120 minu

tos, seguindo-se os mesmos tempos cirúrgicos já descritos.

2.2 - Sistema de perfusão

0 sistema de perfusão adotado é o mesmo descrito 

por FONTELES e cols. (1973) e sua principal característica 

é a de ser aberto e utilizar perfusato sem recirculação. De 

talhes técnicos mais ilustrativos podem ser observados na 

Figura 3. Esquematicamente, o sistema é composto por:

a) Bomba peristãltica marca Gilson Minipuls II, 

previamente calibrada para perfusão de 7,7 ml/ 

minuto;

b) Membrana silástica Travenol para oxigenação, 

acoplada ã bomba de perfusão e por onde circu

la o perfusato aerado, com pH final entre 7,2-
t

7,4;

c) Sistema de aquecimento composto por termostato
t

com temperatura mantida em 37 ± 19C;
I

d) Permutador de calor constituído por ampola de 

vidro;

e) Bomba de Infusão Imbracrios, calibrada para in



FIGURA 3 - Sistema de Perfusão

A - Reservatório
B - Membrana oxigenadora
C - Bomba de Perfusão
D - Termostato
E - Válvula de controle de bolhas
F - Manõmetro de Mercúrio
G - Catabolhas
I - Cânula Arterial
J - Depósito de Perfusato
K - Proveta coletora de urina
L - Bomba de Infusão
M - Permutador -de Calor
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fusão de 0 ,1 1 ml/minuto.

f) Manômetro de Mercúrio para registro das varia

ções na pressão de perfusão;

g) Quimõgrafo para registro gráfico das varia

ções da pressão de perfusão.

2.3 - Medidas fisiológicas

Foram estudadas as seguintes medidas da dinâmica

de perfusão renal:

a) Pressão de Perfusão (PP): refere-se à pressão 

existente em todo o leito vascular renal, e re 

gistrada a intervalos de 5 minutos ao longo de 

todo o experimento. É medida por manômetro e 

expressa em mmHg•

b) Fluxo do Perfusato(FP): coletado e medido a in 

tervalos de 10 minutos. Resultado é expresso 

em ml/g/min., correspondendo ao valor medido, 

dividido pelo intervalo de tempo respectivo e 

pelo peso do rim.

volume (ml)FP —-------------- -Tempo (min.)
í peso do rim (g) •

c) Fluxo Urinário (FU) : coletado e medido no mes- 
t

mo intervalo de tempo do fluxo do perfusato, 
I

tem o seu cálculo e expressão também semelhan-

te ao primeiro.

FU volume (ml)
Tempo (min.) -s- peso do rim (g)
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d) Resistência (R): A resistência vascular foi 

calculada dividindo-se a média da pressão de 

perfusão (mmHg) pelo fluxo do perfusato (ml/g/ 

min.):
PP (mmHg)

R = -----------------
FP (ml/g/min.)

e) Escape Vascular (E): Consideramos haver presen 

ça de escape renovascular quando, à pressão má 

xima obtida com a infusão de noradrenalina 

(NOR) , registrava-se decréscimo da pressão de 

perfusão, independentemente de situarem-se os 

valores mínimos ao final do período de infusão 

do a agonista. 0 escape foi calculado segundo 

HENRICH & LUTZ (1971) e FARA & ROSS (1972), a- 

daptada por FONTELES e cols. (1974), sendo ex

presso em percentagem de acordo com o que se 

segue:
Pmx - Pmn

% E = -----------  x 10 0
Pmx - Pi

Pmx é a pressão de perfusão máxima obtida após 

a infusão da substância vasoconstrictora; Pmn 

é a prespão de perfusão mínima observada dúran 

te a infusão de NOR e Pi é a pressão de perfu

são registrada imediatamente antes da infusão 
t

do a agonista.
I

f) Taquifilaxia: a observação gráfica das curvas 

de infusão de NOR caracterizam-se por uma ten

dência ã queda dos valores tensionais máximos, 
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ao longo de todo o experimento. Assim a obser 

vação de três curvas de infusão de NOR inter

caladas por períodos de lavagem da prepara

ção, mostra uma tendência ao decaimento dos 

níveis tensionais. Inexistem expressões mate

máticas para a taquifilaxia.

2.4 - Protocolo de perfusão

Logo após colocação no sistema o rim era perfundi. 

do com solução KH (mM/L: NaCl 120, KC1 3, MgSO^.VF^O 0,62, 

NaH2PO4-H2O 14, NaHCO^ 25, CaCl^- 2H2O 2, glicose 8) con

tendo 1000 U de heparina/litro de solução, tendo os tempos 

experimentais sido divididos em:

a) Período de Controle (20 minutos): necessário

ã lavagem do leito vascular renal, retirada de restos 

sanguíneos e estabilização da pressão de perfusão:

b) Períodos de Infusão de Noradrenalina (20 minu

tos) : compostos de 3 etapas, iniciada a primei, 

ra imediatamente após o período de controle;

c) Períodos de Lavagem (10 minutos cada): lava

gem com líquido de perfusato, intercalada aos
I

períodos, de infusão de NOR.

Com exceção dos experimentos com Colagenase e A- 
t

zul de Metileno, todas as demais substâncias estudadas fo

ram adicionadas à solução de KH. Os Ginkgolídios (BN 52021, 

BN 52022 e BN'52024) e o inibidor de lipooxigenase EP 

10 161,foram diluídos previamente em dimetilsulfóxido(DMSO).
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0 estudo dos efeitos dos vários tratamentos sobre 

o escape vascular e a taquifilaxia no rim isolado e infundi, 

do com noradrenalina, ensejou a formação de quatro grupos 

experimentais:

a) Reatividade adrenérgica (n = 26)

b)

a. 1 Rins

a.2 - Rins

Rins

com cápsula

sem cápsula

perfundidos

(DMSO) (n=

Bloqueio da ação

b. 1 Infusão de

b.2 - Infusão de

(n

(n

com

6)

10)

dimetilsulfóxido

10)

20)

Colagenase

Azul de Metileno (n = 6)

a. 3

b.3  - Perfusão com EP 10 161 (n = 7)

c) Estudo com Eterfosfolipídios (n = 14)

c.1  - Perfusão com PAF (n = 7)

c.2 - Perfusão com Liso-PAF (n = 7)

d) Bloqueio de receptores do PAF (n = 35)

d.1  - Com antagonistas naturais

d. 1 .1 -- BN 52021 (n = 7)
d.'l .2 -■ BN 52022 (n = 7)
d.1.3 -- BN 52024 (n = 7.)

d. 2 - Com antagonista sintético <

d.2.1 - 48740 RP (n = 7) I

d.5 - Com antagonista farmacológico 

d.3.1 - WEB 2086 (n = 7)
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2.5 - Produtos químicos

2.5.1 - Reagentes utilizados no preparo da solução de

Krebs-Henseleit (NaCl, KC1, NaHCO^, MgSO^, NaH2PO4, 

CaCl2, Glicose): Merck.

2.5.2 - Reaqentes utilizados no preparo da solução vasocons

trictora (Bitartarato de Noradrenalina, Ácido Ascór 
bico): Sigma.

2.5.3 - Solvente orgânico

Dimetilsulfóxido: Merck

2.5.4 - Inibidores do Relaxamento Endotélio Dependente

Colagenase: Sigma

Azul de Metileno: Reagen

EP 10161: IHB - IPSEN (France)

2.5.5 - Anticoagulante

Heparina: Roche

2.5.6 - Anestésico

Pentobarbital sódico: Merck

Í

2.5.7 - Eterfosfplipídios
i

PAF: Bachem, Switzerland (1-alquil-2-acetil-glicero 

fosfocolina)'
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Liso-PAF: Bachem, Switzerland

(1-alquil-2-liso-glicerofosfocolina).

Albumina bovina (Sigma)

2.5.8 - Antagonista do PAF

Ginkgolídio B (BN 52021), Ginkgolídio C (BN 52022) 

e Ginkgolídio J (BN 52024): IHB-IPSEN, Le Plessis 

Robinson, France

48740 RP : Rhone - Poulenc, France
• «

WEB 2086: Boerhinger - Ingelheim, Germany

PAF e os ginkgolídios BN 52021 , BN 52022 e BN 

52024 foram-nos presenteados pelo Dr. Pierre Braquet, Labo

ratório de Pesquisas Henri Beaufour, França. 48740 RP e Li

so-PAF foram-nos doados pelo Dr. Boris B. Vargaftig, Insti

tuto Pasteur, França. WEB 2086 foi-nos gentilmente cedido 

pelo Laboratório Boerhinger - Ingelheim, Alemanha.

2.6 - Análise estatística

Os dados foram submetidos ã análise estatística 
em computador PC com'programa STRATGRAPHICS, versão 210. Os 

seguintes cálculos foram efetuados: média, desvio padrão, 
erro padrão da média, mediana, variância e estatística-t 

com um nível de confiança de 95%.

" 0 procedimento inicial objetivou a pesquisa de

flutuações de parâmetros nas populações (subgrupos) que com 

punham cada grupo experimental, sendo para tanto utilizada 
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estatística t.

Os efeitos dos vários tratamentos sobre a fisiolo 

gia renal foram estudados através de análise de variãncia 

para comparação de valores referentes ã pressão de perfu

são, resistência e escape vascular, nas três fases do expe

rimento correspondentes ã infusão de noradrenalina.



3 - RESULTADOS

3.1 - Reatividade adrenérgica

Os resultados do estudo da reatividade adrenérgica 

do rim de coelho perfundido com solução de Krebs-Henseleit 

(KH) e infundido com noradrenalina (NOR) são apresentados 

nas Tabelas III, IV, V e VI. Neste grupo foram analisados 

rins com cápsula previamente removida (n = 10), rins com cãp 

sula íntegra (n = 6) e rins com cãpsula removida e perfundi- 

dos com dimetilsulfóxido (DMSO), solvente utilizado em prepa 

rações de outros subgrupos.

3.1.1 - Rins descapsulados

As Tabelas III e VI mostram os resultados dos pa

râmetros deste subgrupo. Os rins descapsulados foram utiliza 

dos como controle de todos os experimentos. Durante os vinte 

minutos iniciais da perfusão, período no qual a preparação é 

lavada com solução de»KH aerada, com pH 7.2 e temperatura de 

37 ± 19C, observa-se uma nítida tendência à estabilização da 

pressão de perfusão e aumento gradual do fluxo urinãrio. A
— 6infusão de NOR (1,3 x 10 M) durante 20 minutos, sob fluxo 

constante, determina rápido incremento da pressão de perfu-«*» r
são, a qual atinge seus mais altos valores durante os’ primei, 

ros 10 minutos (Figura 4). 0 fenômeno do escape vascular po- 
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TABELA III - Dinâmica de perfusão de rins de coelho, descapsulados, perfundi
dos com solução de Krebs-Henseleit e infundidos com noradrenali 

—6 -na (1,3 x 10 M). Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Tempo

(min)

P. Perfusão

(mmHg)

Resistência

(mmHg/ml/g/min)

F. Urinário

(ml/g/min)

F. Perf.

(ml/g/min)

C 0 65,20 ± 6,44
0
N 5 38,60 ± 3,46
T 10 42,10 ± 4,34 55,44 ± 13,97 0,038 ± 0,006 1,002 ± 0,108
R
0 15 39,20 ± 3,03
L 20 39,60 ± 3,06 51,16 ± 9,89 0,045 ± 0,008 0,901 ± 0,085
E

25 140,80 ± 8,04

NOR 30 126,80 ± 3,89 145,02 ± 14,73 0,038 ± 0,008 0,962 ± 0,076
35 105,60 ± 5,09
40 93,20 ± 4,83 101,60 ± 12,27 0,039 ± 0,007 0,990 ± 0,074

45 42,00 ± 4,49LAV
50 39,00 ± 3,99 46,61 ± 10,98 0,080 ± 0/013 1,009 ± 0,022

55 90,10 ± 3,50

NOR 60 85,60 ±3,67 92,40 ± 11,03 0,050 ± 0,008 1,007 ± 0,078
65 83,40 ± 3,81
70 81t90 ± 3,60 91,63 ± 9,86 0,051 ± 0,007 1,000 ± 0,069

75 39,00 + 3,18LAV
80 35,80 ± 1,98t 39,21 ± 4,75 0,093 ± 0,015 0,988 ± 0,078

85 78,40 ± 3,53

NOR 90 73,60 ± 2,68 81,84 ± 9,82 0,062 ± 0,010 0,978 ± 0,078
95 70,40 ± 2,39

100 71,40 ± 2,72 78,10 ± 8,49 0,059 ± 0,008 0,979 ± 0,076



FIGURA 4 - Efeitos da infusão de noradrenalina no rim de 
coelho, isolado e perfundido, previamente descap 
sulado (Rins Descapsulados).

a) PP representa a pressão de perfusão em rins 
descapsulados, submetidos à infusão repetida 
de NOR (1,3 x 10 M), durante três períodos 
consecutivos de 20 minutos-

b) AP representa a diferença entre os valores 
pressóricos basais e os picos resultantes da 
infusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C, D).

c) Resultados referentes a 10 experimentos (n = 
10), expressos em média ± E.P.M.

i
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de ser observado já nos primeiros 5 minutos da infusão de 

NOR e se continua durante todo o período de infusão do a a- 

gonista (Figura 4). A resistência vascular também sofre 

substancial incremento e concomitantemente observa-se mar

cante redução do fluxo urinário, enquanto o fluxo do perfu- 

sato tende a se manter inalterado.

Após o primeiro período de infusão de NOR, a lava 

gem com solução de KH durante 10 minutos, permite a recupe

ração da preparação, fazendo cair a pressão de perfusão e a 

resistência para níveis basais, enquanto o fluxo urinário 

aumenta para valores superiores àqueles do período contro

le (Tabela III).

A infusão de NOR nas duas etapas subsequentes, ca 

da uma de 20 minutos, intercaladas por lavagem durante 10 

minutos, mostra respostas nitidamente taquifiláticas. A 

pressão de perfusão máxima atinge valores menores a cada no 

va infusão do a agonista (Figura 4), sendo acompanhada tam

bém de decréscimo acentuado da resistência vascular.

O fluxo urinário cai durante a infusão do a ago

nista, mas os valores registrados durante as duas etapas 

são maiores que os observados durante a primeira curva de 

NOR (Tabela III).

A percentagem de escape vascular tende a d,iminuir 

nas duas infusões subsequentes conforme pode ser observado 

na Tabela VI. A .Figura 4 mostra a representação gráfica do 

escape e taquifilaxia noradrenérgicos neste subgrupo con

trole .
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TAPETA IV - Sumário da dinâmica de perfusão de rins de coelho com cápsula re 
nal, perfundidos com solução de Krebs-Henseleit e infundidos com 
noradrenalina (1,3 x Resultados expressos em média +E.P.H

PERÍODO Tempo

(min)

P. Perfusão

. (mmHg)

Resistência

(mmHg/ml/g/min)

F. Urinário

(ml/g/min)

F. Perf.

(ml/g/min)

C 0 108,33 ± 10,75
0
N 5 79,33 ± 9,03
T 10 79,66 ± 9,44 74,84 ± 11,90 0,076 ± 0,021 1 ,261 ± 0,100
R
0 15 71,00 ± 5,15
L 20 62,33 ± 6,04 65,15 ± 7,81 0,066 ± 0,019 1,055 ± 0,070
E

25 205,33 ± 10,31

NOR 30 192,16 ± 8,61 204,90 ± 16,62 0,043 ± 0,011 1,016 ± 0,101
35 174,66 ± 7,78
40 168,33 ± 7,31 163,71 ± 15,12 0,029 ± 0,009 1,106 ± 0,115

45 47,33 + 2,82LAV
50 43,00 ± 2,82 43,94 ± 6,34 0,076 ± 0,014 1,118 ± 0,126

55 168,00 ± 9,42

NOR 60 162,33 ± 8,07 169,70 ± 16,24 0,041 ± 0,010 1,030 ± 0,104
65 159,33 ± 6,28
70 150,33 ± 6,87 '150,27 ± 13,80 0,038 ± 0,009 1,086 ± 0,111

75 41,00 + 1,75LAV
80 38,00 ± 2,50

1
40,14 ± 5,35 0,086 ± 0,016 1,068 ± 0,120

85 158,33 ± 9,75

NOR 90 152,Q0:± 7,06 155,27 ± 15,39 0,043 ± 0,009 1,051 ± 0,100
95 146,33 ± 7,72 (

100 143,00,± 7,50 145,03 ± 14,23 0,038 ± 0,007 1,060 ± 0,115



FIGURA 5 - Efeitos da infusão noradrenalina no rim de coe
lho, isolado e perfundido, com cápsula renal ín
tegra (Rins Capsulados).

a) PP representa a pressão de perfusão em rins 
capsulados submetidos ã infusão de NOR (1,3

— 6x 10 M), durante três períodos consecutivos 
de 20 minutos, intercalados por 10 minutos 
de lavagem.

b) AP representa a diferença entre os valores 
pressóricos basais e os picos resultantes da 
infusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C,.D).

c) Resultados referentes a 6 experimentos (n = 
6), expressos em média ± E.P.M.
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3.1.2 - Rins capsulados

As Tabelas IV e VI mostram o sumário dos parâme

tros analisados neste subgrupo. A presença da cápsula renal 

interfere seguramente com a expressão da dinâmica de perfu

são, notadamente com a pressão e com a resistência vascula

res, as quais apresentam valores médios mais elevados que 

os subgrupo controle ao longo das três etapas de infusão 

de NOR (p < 0,001). Neste subgrupo experimental a pressão 

de perfusão se manteve sempre acima de 150 mmHg durante as 

curvas de infusão do aagonista, partindo de níveis basais 

também mais elevados do que aqueles observados nos rins des 

capsulados (Tabela IV). Os fluxos urinário e do perfusato 

comportaram-se similarmente aos do subgrupo controle descap 

sulado,o mesmo ocorrendo com a resposta taquifilática da 

preparação.

Houve redução significativa (p < 0,05) nas rea 

ções de escape vascular renal, notadamente nas duas primei_ 

ras curvas de infusão do a agonista (Tabela VI).

A Figura 5 mostra a expressão gráfica do escape 

e da taquifilaxia em rins capsulados.

3.1.3 - Rins perfundidos com DMSO

As Tabelas V e VI mostram os parâmetros fisiológi 

cos estudados neste grupo. Para determinar a possível inter 

ferência do DMSO na função renal foram utilizados rins des

capsulados infundidos com solução de KH e DMSO a 0,65%., nas mes
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TABELA V - Parâmetros da perfusão de rins de coelhos, descapsulados, perfundi 
dos com solução de Krebs-Henseleit e dimetilsulfóxido ( 0,65%o ), 

—6infundidos com noradrenalina (1,3 x 10 M). Rsultados expressos em 
média ± E.P.M.

PEKtCOO Ten,pO P. Perfusão Resistência F. Urinário F. Perf.
(min) (nmHq) (irraHq/ml/q/min) (ml/q/min) (ml/q/min)

C 0 52,20 ± 5,62
0 
N 5 31 ,60 ± 4,73
T 10 36,20 ± 4,96 35,38 + 4,30 0,035 0,010 1,212 ± 0,069
R
0 15 36,60 + 4,69
L 20 37,70 + 4,93 36,54 + 5,50 0,034 + 0,008 1,050 ± 0,040
E

25 157,00 ± 9,31

NOR 30 158,80 ± 11 ,47 156,82 + 15,15 0,027 + 0,003 1,037 ± 0,039
35 151,40 ± 12,55
40 145,00 + 11,62 143,73 + 15,06 0,033 + 0,004 1,067 ± 0,045

45 34,80 + 3,98LAV
50 32,20 + 3,38 30,75 + 4,22 0,061 + 0,012 1,132 ± 0,052

55 131,80 + 10,43

NOR 60 134,20 + 12,47 122,71 + 13,00 0,042 + 0,009 1 ,109 ± 0,050
65 129,60 + 11,45
70 123,80 ± 10,42 121,68 + 12,13 0,037 ± 0,005 1,063 0,039

LAV

NOR

75 33,40 ± 3,87
80 32,00 + 3,53 31 ,91 + 4,79 0,067 ± 0,013 1 ,096 ± 0,065

85 116,40 + 6,94
90 118,60 ± 8,68 111,97 + 9,64 0,038 ± 0,005 1 ,096 ± 0,049
95 114,80 + 10,64

100 114,40 + 10,97 98,94 + 14,81 0,035 ± 0,005 1,078 ± 0,046



FIGURA 6 - Efeitos do dimetilsulfóxido (DMSO) (0,65%) no rim 
de coelho isolado e perfundido, submetido ã infu
são de noradrenalina.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins 
submetidos ã infusão de NOR (1,3 x 10 ^M) du
rante três períodos consecutivos intercalados 
por lavagens da preparação.

b) AP representa a diferença entre os valores da 
pressão basal e dos picos resultados da infu
são de NOR a intervalos de 5 minutos (A, B, 
C, D) .

c) Resultados referentes a 10 experimentos (n = 
10), expressos em média ± E.P.M.
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mas condições experimentais já citadas. A pressão de perfu

são, após atingir a estabilidade no período de controle, 

tende a elevar-se rapidamente quando a infusão de NOR é 

iniciada. Há retorno rápido aos níveis basais pré-infusão 

imediatamente após cessar o fluxo do a agonista, permanecen 

do assim durante todo o período de lavagem da preparação. 0 

fluxo urinário diminuiu de 0,061 ± 0,012 para 0,037 ± 0,005 

e de 0,067 ± 0,0013 para 0,035 ± 0,005, durante o segundo e 

terceiro período de infusão de NOR, respectivamente, ã seme 

lhança do que ocorreu com o grupo controle descapsulado.Tan 

to a pressão de perfusão como a resistência vascular evolui 

ram com valores superiores ãqueles observados nos rins des

capsulados (Tabela V), embora tenha sido mantida a resposta 

taquifilática da preparação (Figura 6).

A percentagem de reações de escape observada na 

primeira e segunda curvas de NOR também são menores que às 

do grupo controle descapsulado e se mantem inalterada entre 

o segundo e terceiro período de infusão da substância vaso- 

constrictora (Tabela VI).

3.2 - Bloqueio do EDRF

Os experimentos deste grupo foram realizados vá

rios meses antes da elucidação da natureza química do EDRF. 

Já era descrito amplamente o fenômeno da vasodilatação de

pendente- do endotélio e inúmeras substâncias, por mecanis

mos ainda não esclarecidos, inibiam a resposta relaxadora 

endotélio-dependente mediada pelo EDRF.



TABELA VI - Percentagem de escape vascular ã NOR (1,3 x 10-6M) observada em rins de coelho 
descapsulados previamente, com cápsula mantida e perfundidos com dimetilsulfóxi- 
do (DMSO). Resultados expressos em média ± E.P.M.

SUBGRUPOS n(a) C.[b) C2 C3

Descapsulados 10 50,32 + 4,61 31 ,87 + 3,81 22,65 + 4 ,22

Capsulados 6 28,33 + *2,59 17,19 + *2,47 13,94 + 1 ,18

DMSO 10 30,77 + *3,71 22,22 + ★2,23 22,43 + 4 ,69

(a) Número de rins estudados

(blC^, e correspondem aos períodos de infusão de NOR

Níveis de significância: * p < 0,05 ** p < 0,001 *** p < 0,0001

-~j
UO
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A hipótese de que o escape vascular renal pudes

se estar vinculado ã liberação de EDRF e o reconhecimento 

deste mediador como capaz de ser produzido pelo endotélio 

vascular mesmo na ausência de estimulação, sugeriu-nos que 

o uso de bloqueadores poderia resultar numa apreciável redu 

ção ou abolição do fenômeno vascular.

Os resultados dos parâmetros analisados no grupo 

de Bloqueadores de EDRF podem ser vistos nas Tabelas VII, 

VIII, IX e X. Foram estudados rins infundidos com Azul de 

Metileno (n = 6), com Colagenase (n - 7) e com EP 10161 

(n = 7) .

3.2.1 - Rins infundidos com Azul de Metileno

As Tabelas VII e X mostram os resultados deste 

subgrupo. O azul de metileno tem a propriedade de inibir 

tanto o relaxamento arterial endotélio-dependente como aque 

le não dependente de EDRF. Para determinar os efeitos deste 

inibidor de EDRF., rins descapsulados foram infundidos com o 

azul de metileno (0,1%), com fluxo constante, durante 10 

minutos, entre o primeiro período de lavagem e a segunda in 

fusão de NOR. Imediatamente, após cessar o fluxo do coran

te, foi iniciada a infusão de NOR o que determinou um rápi

do aumento da pressão de perfusão e da resistência vascular 

(Tabela VII). Nas infusões subsequentes de NOR a resposta 

pressórica foi maior que a observada no subgrupo controle 

(p < 0,001) , embora tenha sido mantida a resposta taquifilá 

tica (Figura 7)-
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tabela VII - Efeitos da infusão de azul de metileno (0,1%) no rim de coelho 
perfundido com solução de Krebs-Henseleit e submetido ã vaso- 

—6 -constricção com noradrenalina (1,3 x 10 M). Resultados em mé
dia ± E.P.M.

PERÍODO Tempo
(min)

P. Perfusão

(mmHq)

Resistência

(mmHq/ml/q/min)

F. Urinário

(ml/q/min)

F. Perf.

(ml/q/min)
C 0 61,66 ± 8,98
0
K 5 55,33 ± 5,88
T 10 55,00 ± 5,67 45,44 ± 4,85 0,082 ± 0,013 1,254 ± 0,054
R
0 15 57,66 ± 4,90
L 20 59,33 ± 4,69 59,22 ± 6,48 0,087 ± 0,014 1,016 ± 0,055
E

25 167,66 ± 12,74
30 167,66 + 5,06 149,26 ± 12,43 0,061 ± 0,008 0,195 ± 0,083NOR
35 154,33 ± 4,66
40 149,00 ± 4,43 132,29 ± 9,43 0,042 ± 0,005 0,170 ± 0,061

45 57,00 + 3,02LAV
50 51,33 ± 4,08 45,59 ± 3,68 0,118 ± 0,022 1,217 ± 0,072

5 64,33 + 4,52AM
10 70,66 ± 2,53 56,09 ± 5,13 0,143 ± 0,024 1,193 ± 0,054

55 157.,00 ± 8,28
NOR 60 164,16 ± 6,54 141,14 ± 10,39 0,065 ± 0,014 1,157z± 0,059

65 155,66 ± 3,73
70 147,00 ± 3,62 129,28 ± 9,15 0,044 ± 0,012 1,189 ± 0,063

75 64,33 + 3,35LAV
80 57,66 ± 2,54 54,72 ± 3,46 0,142 ± 0,029 1,065 ± 0,050

85 138,66 ± 5,46
90 138,00 + 5,09 120,87 + 9,09 0,077 + 0,018 1,065 ± 0,060NOR
95 131,33 ± 5,56

100 126,33 ± 6,28 113,45 ± 8,57 0,065 ± 0,017 1,156 ± 0,053



FIGURA 7 - Efeitos do Azul de Metileno (0,1%) no rim de coe 
lho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins 
submetidos ã infusão de NOR (1,3 x 10 ^M) em 
três períodos consecutivos.

b) Solução de Azul de Metileno a 0,1% foi infun
dida (0,1ml/min) durante 10 minutos, após o 
primeiro período de lavagem e imediatamente 
antes da segunda curva de infusão de NOR.

c) AP representa a diferença entre os valores da 
pressão basal e dos picos resultantes da infu 
são de NOR a intervalos de 5 minutos (A, B, 
C, D).

d) Resultados referente a 6 experimentos (n = 
6), expressos em média ± E.P.M.
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0 escape vascular não apresentou redução signifi

cativa na segunda e terceira curvas de NOR, embora este 

subgrupo tenha apresentado também baixos índices de escape 

na primeira infusão da substância vasoconstrictora, quando 

a preparação ainda não havia sido submetida ao azul de meti 

leno (Tabela X).

3.2.2 - Rins infundidos com colagenase

A desendotelização química do leito arterial re

nal foi obtida com o emprego de colagenase (320ui/min), in

fundida com fluxo constante durante 15 minutos, imediatamen 

te antes da primeira infusão de NOR. Os resultados deste 

subgrupo podem ser observados nas Tabelas VIII e X.

A pressão de perfusão, assim como também a resis

tência, sofreram incremento rápido com o início da infusão 

de NOR, decrescendo durante os períodos de lavagem da prepa 

ração, demonstrando que a ausência do endotélio não alterou 

a resposta noradrenérgica. O comportamento da pressão de 

perfusão ao longo de todo o experimento também foi taquifi- 

lática (Figura 8). Os resultados relativos ã pressão de per 

fusão e ã resistência foram idênticos aos do subgrupo con

trole. O aspecto mais chamativo na análise dos parâmetros 

deste subgrupo foi a intensa retração do volume urinário, i_ 

niciada logo no primeiro período de infusão de NOR, conti- 

nuando-se durante todo o experimento, fazendo desaparecer o 

característico aumento do fluxo urinário que acompanha o pe 

ríodo de lavagem, quando cessam os efeitos do a agonista.
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TABELA VIII - Efeitos da infusão colagenase (320UI/min.) sobre a dinâmica de 
perfusão renal de rins de coelho perfundidos com solução de 
Krebs-Henseleit e submetidos à vasoconstricção com noradrenali- 

—6na (1,3 x 10 M). Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Tempo

(min)

P. Perfusão

(irniHa)

Resistência

(mmHq/ml/q/min)

F. Urinário

(ml/q/min)

F. perf.

(ml/q/min)
C 0 62,85 ± 9,43
0
N 5 44,28 ± 4,89
T 10 39,71 ± 6,34 35,90 ± 4,32 0,050 ± 0,004 1,466 ± 0,136
R 
o 15 38,00 ± 4,61
L 20 36,28 ± 4,74 32,11 ± 2,62 0,040 ± 0,004 1 ,168 ± 0,118
E

C 25 44,85 ± 4,24
0
L 30 44,28 ± 4,01
A 35 44,85 ± 4,48 24,91 ± 3,85 0,057 ± 0,004 1,931 ± 0,206
G

25 113,71 ± 23,93
30 109,14 ± 26,02 94,96 ± 31,96 0,015 ± 0,003 1,410 ± 0,183NOR
35 106,85 ± 25,85
40 107,42 ± 26,03 97,65 ± 30,13 0,009 ± 0,002 1,232 ± 0,135

45 24,28 + 8,79LAV
50 21,42 ± 9,14 17,78 ± 6,89 0,008 ± 0,002 1,387 ± 0,123

55 88,00 ± 15,72
60 87,71 ± 15,39 72,90 ± 15,92 0,006 + 0,004 1,297 ± 0,141NOR 65 83,42 ± 15,21
70 80,85 ± 15,09 68,46 ± 13,85 0,005 ± 0,001 1,239 ± 0,119

75 23,42 ± 5,95LAV
80 16,00 ± 5,56 17,44 ± 5,09 0,007 ± 0,002 1 ,350 ± 0,139

85 75,14 ± 12,21
NOR 90 71,42 ± 11,97 60,42 ± 13,14 0,005 ± 0,001 1,312 ± 0,149

95 69,42 ± 11,39
100 67,71 ± 11 ,28 57,35 ± 11,71 0,004 ± 0,001 1 ,276 ± 0,131
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TABELA VIII - Efeitos da infusão colagenase (320ül/min. ) sobre a dinâmica de 
perfusão renal de rins de coelho perfundidos com solução de 
Krebs-Henseleit e submetidos ã vasoconstricção com noradrenali- 

—6na (1,3 x 10 M). Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Tempo

(min)

P. Perfusão

(nrnHq)

Resistência

(mmHq/ml/q/min)

F. Ürinário

(ml/q/min)

F. £>erf.

(ml/q/min)
C 0 62,85 ± 9,43
0
N 5 44,28 ± 4,89
T 10 39,71 ± 6,34 35,90 ± 4,32 0,050 ± 0,004 1,466 ± 0,136
R
0 15 38,00 ± 4,61
L 20 36,28 ± 4,74 32,11 ± 2,62 0,040 ± 0,004 1,168 ± 0,118
E

C 25 44,85 ± 4,24
0
L 30 44,28 ± 4,01
A 35 44,85 ± 4,48 24,91 ± 3,85 0,057 ± 0,004 1,931 ± 0,206
G

25 113,71 ± 23,93
30 109,14 ± 26,02 94,96 ± 31,96 0,015 ± 0,003 1,410 ± 0,183NOR
35 106,85 ± 25,85
40 107,42 ± 26,03 97,65 ± 30,13 0,009 ± 0,002 1,232 ± 0,135

45 24,28 + 8,79LAV
50 21,42 ± 9,14 17,78 ± 6,89 0,008 ± 0,002 1,387 ± 0,123

55 88,00 ± 15,72
60 87,71 ± 15,39 72,90 ± 15,92 0,006 + 0,004 1,297 ± 0,141NOR 65 83,42 ± 15,21
70 80,85 ± 15,09 68,46 ± 13,85 0,005 ± 0,001 1,239 ± 0,119

75 23,42 ± 5,95LAV
80 16,00 + 5,56 17,44 ± 5,09 0,007 ± 0,002 1,350 ± 0,139

'85 75,14 ± 12,21
NOR 90 71,42 ± 11,97 60,42 ± 13,14 0,005 ± 0,001 1,312 ± 0,149

95 69,42 ± 11,39
100 67,71 ± 11,28 57,35 ± 11,71 0,004 ± 0,001 1,276 ± 0,131



FIGURA 8 - Efeitos da infusão de colagenase (320UI) sobre o 
rim de coelho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins 
submetidos à infusão de NOR (1,3 x 10 ^M), em 
três períodos consecutivos de 20 minutos in
tercalados por 10 minutos de lavagem de prepa
ração .

b) Colagenase (320UI/min) foi infundida durante 
15 minutos antes do primeiro período de infu
são de NOR.

c) AP representa a diferença entre os valores da 
pressão basal e os picos de resultantes da in
fusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, B, 
C, D) .'

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média ± E.P.M.
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TABELA IX - Efeitos do EP 10161 (3,4 x 10 ^M) sobre o rim de coelho perfundi
do com solução de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina 

—6(1,3 x 10 M). Resultados expressos em média + E.P.M.

PERÍODO Tempo

(min)
P. Perfusão

(mmHg)

Resistência

(mmHg/ml/g/min)

F. Urinário

(ml/g/min)

F. Perf.

(ml/g/min)
C
0 0 64,28 ± 3,97
N 5 41,00 ± 3,57T
R 10 38,71 ± 2,89 42,89 ± 4,63 0,083 ± 0,004 1,175 ± 0,091
0 15 42,42 ± 3,74L
E 20 42,85 ±3,94 42,36 ± 4,31 0,098 ± 0,001 1,019 ± 0,056

25 88,85 ± 6,95

NOR 30 90,00 ± 3,43 84,11 ± 5,01 0,091 ± 0,011 1,079 ± 0,062
35 81,42 ± 6,48
40 74,57 ± 5,91 72,65 ± 7,06 0,097 ± 0,018 1,108 ± 0,068

45 38,57 + 4,42
LAV

50 35,71 ± 3,27 34,38 ± 4,27 0,162 ± 0,023 1,105 ± 0,084

55 68,85 ± 4,43

NOR 60 70,00 ± 4,66 67,54 ± 5,77 0,108 ± 0,020 1,056 ± 0,065
65 68,28 ± 2,95
70 67,14 ± 3,38 66,38 ± 4,85 0,120 ± 0,022 1,041 ± 0,055

75 38,28 + 3,49LAV
80 36,14 ± 3,39 35,40 ± 3,72 0,173 ± 0,033 1,076 ± 0,081

85 62,00 ± 7,04

NOR 90 66,57 ± 7,47 58,79 ± 4,98 0,126 ± 0,026 1,085 ± 0,060
95 62,14 ± 4,77

100 64,85 ± 5,30 60,84 ± 3,35 0,127. ± 0,028 1,043 ± 0,051



FIGURA 9 _5- Efeitos do EP 10161 (3,4 x 10 M), inibidor de
lipooxigenase, sobre o rim de coelho, isolado e 
perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins
— 6 submetidos ã infusão de NOR (1,3x10 M), em 

três períodos consecutivos intercalados por 
períodos de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs-
Henseleit contendo o inibidor de lipooxigena
se EP 10161 (3,4 x 10“5M).

c) AP representa a diferença entre os valores da 
pressão basal e os picos resultantes da infu
são de NOR a intervalos de 5 minutos (A,B, C, 
D) .

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média ± E.P.M.
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TABELA X - Efeitos dos bloqueadores de EDRF sobre a percentagem de escape vascular do rim 
— 6, isolado de coelho infundido com NOR (1,3 x 10 ). Resultados expressos em média

± E.P.M.

SUBGRUPOS 1la) n (b> ni C2 C3

Azul de Metileno 6 28,53 + 2,
*

11 22,03 ± 3,39 19,49 ± 4,16

Colagenase 7 34,06 + 7, 65 24,95 ± 3,28 22,05 ± 3,60

EP 10161 7 52,01 + 7, 45 28,13 ± 7,55 4,76 ★ À *± 4,41

(a) Número de rins estudados

(b) Cp e correspondem aos valores de escape observados durante os períodos de infusão 
de NOR

Níveis de significância: * p < 0,05 ** p < 0,05 *** p < 0,001

CD
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do subgrupo controle, a taquifilaxia também se fez presente 

(Figura 9).

A análise da percentagem de escape mostrou resul 

tados semelhantes aos controles, tanto na primeira como na 

segunda curva de NOR, porém exibiu um efeito tardio signifi 

cativo no último período de infusão do vasoconstrictor, com 

a abolição quase completa do fenômeno do escape noradrenér- 

gico (Tabela X).

3.3 - Estudo com eterfosfolipídios

A. disponibilidade de Fator de Ativação de Plaque- 

tas sintético, permitiu a observação de seus efeitos re

nais, através da adição do mesmo em solução de KH e infusão 

no rim isolado de coelho. Por suas propriedades vasodilata- 

doras e hipotensoras, e ainda por ser produzido por células 

renais, foi aventada a possibilidade da participação do PAF 

no mecanismo do escape vascular renal. 0 Liso-PAF, análogo 

destituído de ação farmacológica, foi empregado como contro 

le negativo na avaliação dos parâmetros renais aqui estuda

dos. Neste grupo experimental foram utilizados rins descap

sulados infundidos com PAF (n = 7) e Liso-PAF (n = 7), cu

jos resultados respectivos são apresentados nas Tabelas XI, 

XII e XIII.

3.3.1 - Perfusão com PAF

A infusão! de solução de KH contendo Fator de Ati-
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—6TABELA XI - Efeitos do PAF (2,76 x 10 M) no rim de coelho perfundido com so
lução de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina (1 ,3 x 
10-^M) . Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Ta"E° P- PerfusSo Resistência F. Urinário F. Perf.

(min)
C
O
N
T
R
O
L
E

(mmHg/ml/g/min) (ml/g/min) (ml/g/min)(mmHg)

0 57,19 + 6,32
5 43,19 + 4,80

10 43,42 + 5,17 35,31 ± 4,77 0,058 ± 0,010 1,299 ± 9,127
15 40,85 + 4,57
20 40,00 + 4,08 39,77 ± 4,60 0,057 ± 0,009 1 ,049 ± 0,108

126,85 ± 11,65
119,14 ± 10,65
100,57 ± 9,42

25
30NOR
35
40

LAV 45
50

55

NOR 60
65
70

LAV 75
80

85

NOR 90
95

100

88,28 + 7,60

38,57 + 4,50
35,19 + 3,10

90,00 + 9,55
82,85 + 8,84
77,71 + 8,32

. 74,57 + 7,48

35,77 ± 2,07
34,28 ± 2,78

76,85 ± 6,48
76,00 ± 12,12
70,57 ± 8,29
70,28 ± 8,96

111,82 ± 11,78

81,23 ± 9,81

31,51 ± 3,54

76,46 ± 10,26

69,90 ± 10,30

31 ,39 ± 3,62

70,60 ± 16,14

64,80 ± 11,39

0,019 ± 0,007

0,051 ± 0,007

0,096 ± 0,012

0,056 ± 0,007

0,066 ± 0,009

0,107 ± 0,009

0,072 ± 0,009

0,078 ± 0,010

1.125 ± 0,099

1,157 ± 0,095

1,149 ± 0,079

1,123 ± 0,083

1.126 ± 0,093

1,135 ± 0,08:

1,170 ± 0,10.'

1,144 ± 0,08



FIGURA 10 — Efeitos do PAF (2,76 x 10 ^M) sobre o rim de 

coelho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins
— 6 submetidos ã infusão de NOR (1,3 x 10 M), em 

três períodos consecutivos intercalados com 
etapas de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs-
— (o Henseleit contendo PAF (2,76 x 10 M).

c) AP representa a diferença entre os valores 
da pressão basal e os picos resultantes da 
infusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C, D).

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média ± E.P.M.
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~ —6 vação de Plaquetas (PAF), na concentração de 2,76 x 10 M, 

permitiu a observação de alterações da reatividade noradre- 

nérgica de rins descapsulados, conforme protocolo já descri 

to. Tanto a pressão de perfusão como a resistência vascular 

não mostraram diferenças significativas, o mesmo ocorrendo 

com o fluxo urinário e do perfusato (Tabela XI). A perfusão 

com o PAF não diminuiu o incremento pressórico determinado 

pela infusão de NOR, e manteve o caráter taquifilãtico da 

resposta adrenérgica (Figura 10).

Os valores do escape vascular mostraram resulta

dos semelhantes aos do subgrupo controle (Tabela XIII).

3.3.2 - Perfusão com Liso-PAF

A perfusão de rins descapsulados com solução de 
KH contendo Liso-PAF na concentração de 3,23 x 10-^M, produ 

ziu resultados que diferiram do subgrupo controle no tocan

te ã pressão de perfusão e resistência vascular. Aqui foi 

observado uma tendência a níveis tensionais mais baixos que 

os verificados no subgrupo controle (Tabela XII), com difê- 

renças significativas quanto ã pressão de perfusão nas duas 

últimas curvas de NOR’ (p < 0,001). A resistência vascular 

diminuiu significativamente (p < 0,05) nas duas últimas eta 

pas de infusão do a agonista. A taquifilaxia também ocorreu 

com as três sucessivas infusões de NOR (Figura 11). Entre

tanto a percentagem de escape vascular apresentou resulta

dos significativamente elevados como resposta ã infusão do 

a agonista. Nos três períodos de vasoconstricção a percenta 
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tabeta XII - Efeitos do Liso-PAF (3,2 3 X 10 M) no rim de coelho perfundido
com solução de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina 

—6 -(1,3 x 10 M). Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Tempo

(min)

P. Perfusão

(mmHg)

Resistência

(rnmHg/ml/g/min)

F. Urinário

(ml/g/min)

F. Perf.

(ml/g/min)

C 0 57,14 ± 9,43
0 5 36,85 ± 6,48N
T 10 34,00 ± 4,70 30,99 ± 4,15 0,064 ± 0,017 1,357 ± 0,048
R 15 40,85 ± 3,570
L 20 40,28 ± 3,06 36,25 ± 4,46 0,060 ± 0,009 1,201 ± 0,070
E

25 130,85 ± 9,37

NOR 30 131,71 ± 8,60 91 ,20 ± 14,73 0,049 ± 0,006 1,245 ± 0,060
35 109,14 ± 7,61
40 78,85 ± 8,91 74,38 ± 5,51 0,053 ± 0,008 1 ,269 ± 0,057

45 31,71 ± 0,94JuAV
50 31,42 ± 1,12 26,13 ± 1,68 0,083 ± 0,012 1,227 ± 0,064

55 84,85 ± 8,11

NOR 60 71,14 ± 4,85 62,15 ± 4,69 0,061 ± 0,009 1,262 ± 0,060
65 66,85 ± 3,33
70 63,71 ± 3,21 52,87 ± 2,82 0,072 ± 0,001 1,244 ± 0,051

75 35,14 ± 2,79
/

LAV
80 32,00 ± 1,51 27,31 ± 1,94 0,107 ± 0,013 0,156 ± 0,05Ç

85 71,74 ± 4,40
90 68,57 ± 4,10 56,49 ± 3,14 0,081 ± 0,014 1,250 ± 0,05(NOR
95 58,00 ± 3,16

100 53,71 ± 4,07 45,24 ± 2,80 0,090 ± 0,017 1,241 ± 0,05'



FIGURA 11 — 6- Efeitos do Liso-PAF (3,23 x 10 M) sobre o rim 
de coelho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins
— 6 submetidos à infusão de NOR (1,3 x 10 M),em 

três períodos consecutivos intercalados com 
etapas de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs-_ 6 
Henseleit contendo Liso-PAF (3,23 x 10 M).

c) AP representa a diferença entre os valores 
da pressão basal e os picos resultantes da 
infusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C, D).

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média ± E.P.M.
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TABELA XIII - Efeitos da infusão de PAF (2,76 x 10 ^M) e de Liso-PAF (3,23 x 10 ^M) sobre a 
percentagem de escape vascular em rins de coelho infundidos com NOR (1,3 x
10-^M). Resultados expressos em média + E.P.M.

SUBGRUPOS

PAF 7 45,85 ± 6,52 32,87 ± 7,01 33,49 ± 7,23

Liso-PAF 7 65,74 ± 6,40* 46,31 ± 4,51 51,21 ± 7,39

(a) Número de experimentos realizados

(b) Períodos de infusão de NOR durante os quais são observados os escapes

Níveis de significãncia: * p < 0,05 ** p < 0,001 *** p < 0,0001

kD 
ui
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gem de escape foi superior aos valores observados no sub

grupo controle de rins descapsulados (Tabela XIII), apresen 

tando valores significativamente elevados na primeira (p < 

0,001) e última curva de infusão de NOR (p < 0,001).

3.4 - Bloqueio de receptores do PAF

A utilização de inibidores específicos do PAF ob 

jetivou a análise de sua possível participação na gênese do 

escape renovascular. A inibição competitiva de receptores 

celulares do fosfolipídio foi conseguida mediante o emprego 

de diferentes antagonistas de origens bioquímicas distin

tas mas, possuidores todos eles, de reconhecida potência i- 

nibitória sobre as inúmeras ações biológicas do PAF.

Neste grupo foram utilizados rins descapsulados 

e perfundidos com solução de KH na qual foram diluídos os 

antagonistas, obedecendo ao protocolo de perfusão já descri. 

to. Antagonistas naturais BN 52021 (n = 7), BN 52022 (n =7) 

e BN 52024 (n = 7); antagonista sintético 48740 RP (n = 7) 

e antagonista farmacológico WEB 2086 (n = 7), têm seus re

sultados expressos nas Tabelas XIV, XV, XVI, XVII e XVIII, 

respectivamente. A Tabela XIX mostra os dados comparativos 

das percentagens de escape de todo o grupo de antagonistas 

do PAF.
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3.4.1 - Antagonistas naturais

3.4.1.1 - BN 52021

O ginkgolídio B é considerado o antagonista de 

maior afinidade pelo receptor celular de PAF dentre a sé

rie de compostos extraídos da Ginkgo biloba. Os efeitos do
- -5BN 52021 na concentração de 3,05 x 10 M, adicionado ao li

quido de perfusão, se caracterizaram essencialmente por e- 

levação da pressão de perfusão durante a infusão de NOR, 

com marcada tendência para a manutenção desses níveis signi 

ficativamente elevados ao longo dos períodos de 20 minutos 

correspondentes a ação do a agonista (p < 0,01). Contrapon- 

do-se a esse fato, a cada período de lavagem a pressão de 

perfusão atingia níveis progressivamente menores, sempre in 

feriores aos valores basais do período de controle ou de es 

tabilização. A resistência vascular acompanhou de perto a 

tendência pressórica, mantendo valores mais elevados que os 

do subgrupo controle, notadamente na segunda (p < 0,05) e 

na terceira (p < 0,001) curvas de infusão da substância va- 

soconstrictora (Tabela XIV).

Com estas características na dinâmica de perfu

são renal o subgrupo do BN 52021 mostrou uma significativa 

redução na taquifilaxia, o que pode ser melhor observado na 

Figura 12. 0 escape vascular teve uma diminuição significa

tiva (p,< 0,01) na primeira curva, em relação aos controles 

e manteve os mesmos níveis nos dois períodos seguintes da 

infusão de NOR (Tabéla XIX).
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_5TABELA XIV - Efeitos do BN 52021 (3,05 x 10 M) no rim de coelho perfundido 
com solução de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina 
(1,3 x 10“^M). Resultados expressos em média ± E.P.M.

Tempo P. Perfusato Resistência F. Urinário
PERÍODO

(min) (mmHg) (mmHg/ml/g/min) (ml/g/min)

F. Perf.

(ml/g/min)

C
O
N
T
R
O
L
E

0 62,85 ± 8,13
5 56,57 + 6,30

10 48,00 + 7,89 44,73 ± 4,87 0,042 ± 0,009 1,351 ± 0,139
15 52,85 + 4,54
20 54,00 + 4,71 51,08 ± 5,41 0,042 ± 0,009 1,111 ± 0,128

25
30 NOR 35
40

148,00 ± 11,02
160,00 ± 5,46
148,57 ± 4,21
145,42 ± 2,85

141,71 ± 15,46

135,12 ± 13,31

0,053 ± 0,011

0,040 ± 0,013

1,162 ± 0,115

1,167 ± 0,124

LAV 45 46,42
50 44,14

3,51
3,59 41,20 5,83 0,078 0,017 1,198 ± 0,124

55
60 NOR 65
70

140,00 + 5,08
137,71 + 3,60
131,71 + 2,90
130,57 + 4,55

128,58 ± 12,88

119,98 ± 10,76

0,047 ± 0,013

0,045 ± 0,013

1,158 ± 0,123

1,165 ± 0,129

75LAV 80

85
90 NOR 95

100

31.71 ± 7,08
33.71 ± 5,07

128,57 ± 1,79
132,28 ± 2,87
128,85 ± 2,55
123,45 ± 2,73

38,79 ± 5,43

119,70 ± 12,40

113,16 ± 10,57

0,091 ± 0,025

0,046 ± 0,011

0,51 ± 0,012

1,157 ± 0,117

1,164 ± 0,111

1,181 ± 0,111



_5FIGURA 12 - Efeitos do BN 52021 (3,05 x 10 M) sobre o rim
de coelho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins
■= 6 submetidos ã infusão de NOR (1,3 x 10 M) , em 

três períodos consecutivos de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs-
Henseleit contendo BN 52021 (3,05 x 10 ^M).

c) AP representa a diferença entre os valores 
da pressão basal e os picos resultantes da 
infusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C, D).

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média ± E.P.M.
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3.4.1.2 - BN 52022

O ginkgolídio C foi perfundido juntamente com so

lução de KH, na concentração de 2,27 x 10 e resultou em 

alterações que se caracterizaram por acentuada redução da 

resistência vascular e do fluxo urinário, notadamente na 

última curva de infusão de NOR (p < 0,05). A pressão de per 

fusão mostrou níveis discretamente mais elevados que os do 

grupo controle, notadamente nos dois últimos períodos de in 

fusão do a agonista (p < 0,001) , não podendo portanto ser 

responsabilizada pela expressiva diminuição da resistência 

vascular observada nesse subgrupo (Tabela XV). Vale ressal 

tar ainda o caráter taquifilático da resposta adrenérgica, 

bem diferente daquela obtida com o tratamento com o BN 
52021 (Figura 13).

Um bloqueio parcial do escape vascular pode ser 

observado ao longo de todo o experimento, notadamente na 

segunda curva de NOR (Tabela XIX).

3.4.1 .3 - BN 52024

O ginkgolídio J adicionado ã solução de KH foi u
— 6tilizado, na concentração de 2,35 x 10 M, como controle 

negativo devido a pouca afinidade pelo receptor de PAF, o 

que lhe confere uma potência antagônica bem menor que a do 

BN 52021.

Neste subgrupo os resultados observados na prejs 

são de perfusão mostram uma elevação sustentada durante as
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_5TABELA XV - Efeitos do BN 52022 (2,27 x 10 M) no rim isolado de coelho per
fundido com solução de Krebs-Henseleit e infundido com noradrena 

—6lina (1,3 x 10 M). Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Tempo
(min)

P. Perfusão

(mmHg)

Resistência

(mmHg/ml/g/min)

F. Urinário

(ml/g/min)

F. Perf.

(ml/g/min)
C
0 0 48,57 ± 7,68
N
T 5 42,85 ± 5,66
R 10 45,14 ± 5,00 46,19 ± 10,32 0,034 ± 0,006 1,091 ± 0,114
0
L 15 44,85 ± 5,18
E 20 45,71 ± 4,74 64,44 ± 12,40 0,036 ± 0,006 0,783 ± 0,069

25 124,85 ± 10,37

NOR 30 128,00 ± 10,37 151,23 ± 18,93 0,040 ± 0,003 1 ,091 ± 0,114
35 120,00 ± 8,48
40 118,28 ± 8,37 137,10 ± 17,68 0,045 ± 0,008 0,903 ± 0,086

45 38,85 + 4,68LAV
50 37,28 ± 4,31 41,58 ± 7,34 0,060 ± 0,005 0,965 ± 0,095

55 103,71 ± 7,10

NOR 60 108,00 ± 8,65 37,32 ± 14,13 0,039 ± 0,008 0,929 ± 0,090
65 101,42 ± 6,47
70 97,71 ± 5,39 22,48 ± 8,51 0,040 ± 0,010 0,933 ± 0,081

75 36,14 + 4,79LAV
80 34,71 ± 5,61 15,39 ± 5,82 0,041 ± 0,010 0,868 ± 0,072

85 92,57 ± 4,42

NOR 90 96,57 ± 4,51 29,58 + 11,20 0,027 + 0,010 0,787 ± 0,096
95 92,00 ± 9,79

100 89,14 ± 3,02 30,12 ± 11,40 0,026 ± 0,006 1,008 ± 0,082



FIGURA 13 - Efeitos do BN 52022 (2,27 x 10 ^M) sobre o rim 
de coelho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins
— 6 submetidos ã infusão de NOR (1,3 x 10 M),em 

três períodos consecutivos intercalados com 
etapas de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs- 
Henseleit contendo BN 52022 .(2,27 x 10 ^M) .

c) AP representa a diferença entre os valores 
da pressão basal e os picos resultantes da 
infusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C, D).

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média ± E.P.M.
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—6TABELA XVI - Efeitos do BN 52024 (2,35 x 10 M) no rim de coelho perfundido
com solução de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina 

—6(1,3 x 10 M). Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Tempo

(min)

. P. Perfusão

(mmHq)

Resistência

(mmHq/ml/q/min)

F. Urinário

(ml/q/min)
F. Perf.

(ml/q/min)
C
0 0 52,85 ± 11,64
N
T 5 27,42 ± 2,54
R 10 25,14 ± 2,35 19,09 ± 2,40 0,043 ± 0,009 1,601 ± 0,014
0
L 15 23,42 ± 1,85
E 20 22,57 ± 1,55 16,52 ± 1,70 0,053 ± 0,012 1,376 ± 0,116

25 124,85 ± 11,67
30 132,28 + 9,84 91,04 + 5,43 0,036 + 0,007 1,426 ± 0,109NOR
35 138,85 ± 6,46
40 137,42 ± 5,80 105,60 ± 12,09 0,027 ± 0,005 1,397 ± 0,129

45 22,00 + 3,59LAV
50 20,57 ± 2,20 12,43 ± 1,70 0,085 ± 0,016 1,622 ± 0,105

55 126,00 ± 4,28
60 128,57 + 7,09 91,28 + 6,34 0,038 ± 0,004 1,437 ± 0,109NOR
65 130,00 ± 4,54
70 127,-71 ± 4,86 90,90 ± 6,50 0,043 ± 0,007 1,469 ± 0,115

75 22,00 + 2,42LAV 80 20,85 ± .2,13 12,96 ± 1,11 0,116 ± 0,022 1,646 ± 0,095

85 122,85 ± 4,73
90 128,28 + 4,67 83,54 + 7,84 0,055 + 0,006 1,468 ± 0,104NOR
95 126,28 ± 5,31

100
*

130,00 ± 5,75 89,92 ± 6,06 0,050 ± 0,009 1,478 ± 0,098



FIGURA 14 - Efeitos do BN 52024 (2,35 x 10 6M) sobre o rim 
de coelho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins
— 6 submetidos ã infusão de NOR (1,3x10 M),em 

três períodos consecutivos intercalados com 
etapas de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs-
— (o Henseleit contendo BN 52022 (2,47 x 10 M).

c) AP representa a diferença entre os valores 
da pressão basal e os picos resultados da in 
fusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C, D).

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
expressos em média ± E.P.M.
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FIGURA 15 - Bloqueio da taquifilaxia noradrenérgica pelo BN 
52024 (2,35 x 10"6M).

a) Rins foram perfundidos com soluçãc de Krebs- 
Henseleit contendo (2,35 x 10 ^M) de BN 52024.

b) Os rins controle foram comparados para de
monstrar a reversão completa da taquifila
xia .

c) Resultados expressos em média ± E.P.M.
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três curvas de infusão de NOR (p < 0,05) , com acentuada que 

da dos níveis presscricos durante os períodos de lavagem, 

fazendo-os atingir índices bastante críticos. A resistência 

vascular mostrou valores semelhantes aos do subgrupo controle, 

o mesmo ocorrendo com os fluxos urinário e do perfusato (Ta 

bela XVI). A tendência ã manutenção dos elevados valores da 

pressão de perfusão durante todos os períodos de infusão do 

a agonista, resultou na abolição da taquifilaxia noradrenér 

gica conforme pode ser observado na Figura 14.

O resultado da ausência de dessensibilização ã 

NOR apresentada pela preparação submetida ã ação do BN 

52024, pode ser traduzida pelo bloqueio quase completo das 

reações de escape vascular renal nesse subgrupo, ocorrendo 

indistintamente nos três períodos de infusão de NOR (Tabela 

XIX) .

3.4.2 - Antagonista sintético

48740 RP, produto de síntese com propriedades an-
/

tagônicas ao PAF, foi diluído em solução de KH e perfundido 
em rins descapsulados na concentração de 10~^M, nos tempos 

experimentais já citados. Os resultados referentes a esse 

subgrupo podem ser analisados nas Tabelas XVII e XIX.

A principal alteração decorrente do tratamento da 

preparação com o antagonista sintético caracterizou-se por ma 

nutenção dos níveis de resistência vascular durante todo o 

experimento, mesmo quando a pressão de perfusão decresceu, 

como era esperado, devido ao fenômeno da taquifilaxia nora-
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TABELA. XVII - Efeitos do 48740 RP (10 5M) no rim isolado de coelho perfundi.
do com solução de Krebs-Henseleit e infundido ccm 

—6na (1,3 x 10 M). Resultados expressos em média ±
noradrenali

E.P.M.

PERÍODO Tempo P. Perfusão Resistência F. Urinãrio F. Perf.

(min) (mmHg) (mmHg/ml/g/min) (ml/g/min) (ml/g/min)
C
0 0 62,85 + 6,30
N 5 30,71 + 4,10T
R 10 30,42 + 2,81 31 ,52 + 4,56 0,047 ± 0,009 1,076 + 0,176
0 15 36,57 + 3,95L
E 20 37,14 + 4,52 47,72 + 5,60 0,054 ± 0,008 0,806 + 0,071

25 102,57 + 14,69

NOR 30 100,00 + 13,97 124,08 + 20,22 0,097 ± 0,035 0,856 + 0,076
35 98,28 + 13,63
40 96,85 + 13,22 117,67 + 17,83 0,097 ± 0,036 0,858 + 0,070

LAV 45 36,85 + 4,62
50 33,71 + 4,98 40,39 + 3,87 0,069 ± 0,014 0,855 ± 0,070

55 83,71 + 10,80

NOR 60 85,71 + 11,23 106,10 + 15,85 0,049 ± 0,012 0,876 ± 0,082
65 86,28 + 10,91
70 86,85 + 11,44 110,95 + 15,26 0,050 ± 0,011 0,851 ± 0,071

LAV 75 33,19 + 4,12
80 32,00 + 3,96 34,94 + 3,10 0,049 ± 0,010 0,886 + 0,059

85 78,57 + 8,29

NOR 90 82,57 + 9,34 101,44 + 13,76 0,044 ± 0,010 0,889 + 0,074
95 82,28 + 9,65

100 76,85 + 10,18 100,71 + 14,74 0,039 ± 0,009 0,840 + 0,081



_5FIGURA 17 - Efeitos do 48740 RP (10 M) sobre o rim de coe 
lho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins
= 6 submetidos ã infusão de NOR (1,3 x 10 M) ,em 

três períodos consecutivos intercalados com 
etapas de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs-
-5 Henseleit contendo RP 48740 (10 ).

c) AP representa a diferença entre os valores 
da pressão basal e os picos resultantes da 
infusão de NOR a intervalos de 5 minutos (A, 
B, C. D).

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média + E.P.M.
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drenérgica. Tanto o fluxo urinário como o fluxo do perfusa

to evoluiram sem modificações apreciáveis comparados aos 

controles. A pressão de perfusão e a resistência vascular 

mostraram os mais elevados índices de dispersão dentre to

dos os subgrupos estudados (Tabela XVIII).

0 escape vascular apresentou-se reduzido apenas 

no primeiro período de infusão de NOR, permanecendo com va

lores semelhantes ao do subgrupo controle nos demais perío

dos (Tabela XIX). Detalhes da taquifilaxia e do escape vas 

cular desse subgrupo podem ser observados na Figura 16.

3.4.3 - Antagonista farmacológico

WEB 2086, derivado triazolobenzodiazepínico desti 

tuído de ação hipnótica, foi utilizado neste estudo na con 

centração de 10 M. Como os demais compostos analisados,foi 

infundido juntamente com solução de KH em rins descapsula

dos conforme protocolo.

Os dados referentes aos parâmetros funcionais re 

nais obtidos com a infusão de WEB 2086 diferiram daqueles 

observados no período controle em alguns pontos: foi identi 

ficado neste subgrupo um bloqueio parcial da resposta taqui 

filática, principalmente nas duas últimas curvas de NOR (Fi 

gura 17) .Outro aspecto chamativo refere-se ã pressão de 

perfusão dos períodos de lavagem, as quais mantiveram os 

mais baixos níveis de todos os grupos experimentais, atin 

gindo valores críticos de 15 mmHg. Apesar desse fato, foi 

mantido um fluxo urinário com redução insignificante se com
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—6TABELA XVIII - Efeitos de WEB 2086 (10 M) no rim isolado de coelho perfun
dido com solução de Krebs-Henseleit e infundido com noradrena 
lina (1,3 x 10"6M) . Resultados expressos em média ± E.P.M.

PERÍODO Tempo

(min)

P. Perfusão

(mmHg)

Resistência

(mmHg/ml/g/min)

F. Urinário

(ml/g/min)

F. Perf.

(ml/g/min)
C 0 18,57 ± 5,51
0
N 5 23,14 ± 3,05
T 10 20,71 ± 3,76 14,81 ± 2,37 0,031 ± 0,006 1,493 ± 0,122
R
0 15 21,71 ± 4,17
L 20 22,28 ± 4,21 16,79 ± 3,33 0,035 ± 0,009 1,356 ± 0,083
E

25 125,14 ± 12,07

NOR 30 126,85 ± 9,11 80,35 ± 12,45 0,033 ± 0,009 1,388 ± 0,107
35 122,57 ± 8,96
40 122,85 ± 8,58 74,00 ± 10,50 0,031 ± 0,007 1,404 ± 0,090

45 20,00 ± 4,04LAV
50 16,00 ± 2,83 11,66 ± 1,98 0,072 ± 0,013 1,540 ± 0,111

55 109,71 ± 8,23

NOR 60 106,00 ± 7,02 65,30 ± 10,20 0,042 ± 0,008 1,398 ± 0,089
65 107,71 ± 7,44
70 105,42 ± 9,29 79,47 ± 7,62 0,041 ± 0,007 1,378 ± 0,087

75 18,00 ± 3,28 /
LAV

80 13,57 ± 2,98 10,89 ± 2,59 0,088 ± 0,012 0,518 ± 0,085

85 110,28 ± 8,83

NOR 90 102,00 ± 6,65 79,67 ± 6,65 0,045 ± 0,007 1,360 ± 0,083
95 102,57 ± 6,86

100 100,57 ± 8,03 73,41 ± 6,70 0,047 ± 0,009 1,406 ± 0,085



— ÍSFIGURA 17 - Efeitos do WEB 2086 (10 M) sobre o rim de coe 
lho, isolado e perfundido.

a) PP representa a pressão de perfusão em rins 
submetidos ã infusão de NOR (1,3 x 10 M),em 
três períodos consecutivos intercalados com 
etapas de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solução de Krebs-
— 6 Henseleit contendo WEB 2086 (1 0 M) .

c) AP representa a diferença entre os valores 
da pressão basal e os picos de NOR a interva 
los de 5 minutos (A, B, C, D).

d) Resultados referentes a 7 experimentos (n = 
7), expressos em média ± E.P.M.

11 6
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parada ao subgrupo controle (Tabela XVIII).

Os resultados referentes ã percentagem de escape 

vascular mostraram bloqueio parcial do fenômeno, notadamen 

te durante o primeiro período de infusão do a agonista (Ta 

bela XIX).

A análise comparativa da percentagem de escape 

pode ser melhor analisada na Tabela XX, onde são expressos 

os resultados dos 13 subgrupos aqui apresentados, com os 

respectivos níveis de significância.

A Figura 15 mostra o bloqueio da taquifilaxia à 

NOR promovido pela infusão de BN 52024m quando se compara 

a evolução de pressão de perfusão deste subgrupo com os va 

lores observados no subgrupo controle.



TABELA XIX - Efeitos de diversos antagonistas específicos do PAF sobre a percentagem de es
cape vascular induzido por NOR (1,3 x 10 ^M) . Resultados expressos em média
± E.P.M.

SUBGRUPOS (a) n r(b)
C1 C2 C3

BN 52021
t

7 24,78 + 4
★ *

,19 25,91 ± 5,07 21 ,96 + 3 ,15
BN 52022 7 35,69 + 8 ,16 16,72 + * *3,50 14,62 + 3 ,00

BN 52024 7 9,70 + 2 * * *,46 11,51 ± ***1 ,87 6,47 + 1 * * *, 68

48740 RP 7 30,18 + 5 *,35 21 ,28 ± 6,50 20,47 + 5 ,55

WEB 2086 7 33,18 + 5 *,48 23,94 + 5,52 18,09 + 3 ,09

(a) Número de experimentos realizados

(b) Cp C2 e correspondem aos valores de escape obtidos durante a infusão de NOR

Níveis de significância: * p < 0,05 ** p < 0,001 *** p < 0,0001



TABELA XX - Percentagem de escape vascular. Resumos dos subgrupos estudados e níveis de sig- 
... - . (a)nifícancia

★

GRUPO
» SUBGRUPO

(b) n c(c)1 C2 C3

1. REATIVIDADE ADRENÉRGICA
Descapsulados0 1 0 50,32 ± 4,61 31,87 ± 3,81 22,65 + 4,22
Capsulados 6 28,33 ± 2,59* 17,19 ± 2,47* 13,94 ± 1,18
DMSO 10 30,77 ± 3,71* 22,22 ± 2,23* 22,43 ± 4,69

2. BLOQUEADORES DO EDRF
Azul de Metileno ’ 6 28,53 ± 2,11* 22,03 ± 3,39 19,49 ±4,16
Colagenase 7 34,06 ± 7,65 24,95 ± 3,28 22,05 ± 3,60
EP 10161 7 52,01 ± 7,45 28,13 ± 7,55 4,76 ± 4,41*

3. ETERFOSFOLIPÍDIOS
PAF 7 45,85 ± 6,52 32,87 ± 7,01 33,49 ± 7,23
Liso-PAF 7 65,74 ± 6,40* 46,31 ± 4,51 51,21 ± 7,39**

4. ANTAGONISTAS DO PAF
BN 52021 7 24,78 ± 4,19** 25,91 ± 5,07 21,96 ± 3,15
BN 52022 7 35,69 ± 8,16 16,72 ± 3,50** 14,62 ± 3,00
BN 52024 7 09,70 ± 2,46*** 11,51 ± 1,87*** 06,47 ± 1,68
48740 RP 7 30,18 ± 5,35* 21,28 ± 6,50 20,47 ± 5,55
WEB 2086 7 33,18 ± 5,48* 23,94 ± 2,52 18,09 ± 3,09

*

(a) Níveis de significância:
* p < 0,05 

** p < 0,01
*** p < 0,001

(b) Número de experimentos de cada subgrupo

(c) C. , e representam períodos de 
infusão deJNOR durante os quais foi 
observada a ocorrência de escape.

(d) Subgrupo controle constituído por rins 
descapsulados previamente. 120



4 - DISCUSSÃO

4.1 - Reatividade adrenérgica em rim perfundido com solu

ção de Krebs-Henseleit

A ocorrência de reações vasculares autoregulatõ- 

rias promovidas pela noradrenalina (NOR) sempre foram inter 

pretadas de modo cauteloso. Constantemente surgiam questio 

namentos sobre a possibilidade de se estar analisando como 

noradrenérgicas, reações inespecíficas oriundas da intera 

ção do a agonista com outros sistemas mediadores, em fun

ção da identifição de um número crescente dos chamados "hor 

mônios locais". Este fato se tornou mais patente quando as 

reações de escape noredrenérgico passaram a ser referidas 

como um fenômeno inconstante, ora expresso com grande magni 

tude (ROSS, 1967; RICHARDSON & JOHNSON, 1969), ora incipien 

te (KERR e cols., 1978), podendo mesmo, em alguns casos, 

estar totalmente .ausente (JOHNSON e cols., 1 970). A inevi- 

tável comparação com as reações autoregulatórias promovidas 

por estimulação simpática colaborou mais ainda para confun

dir a interpretação do fenômeno, já que muitas vezes, uma 

preparação responsiva a um estímulo simpático, não reprodu

zia a mesma resposta quando o indutor da contração era a 

NOR (LUTZ & HENRICH, 1973). Por outro lado, a correlação do 

fenômeno'com a participação de 8 receptores em seu mecanis

mo, fez com que reações de escape em preparações submetidas 

a bloqueio com propranolol, fossem estudadas. Dificuldades in 
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terpretativas surgiram quando os resultados destes experi

mentos mostraram-se também conflitantes, ora com redução ou 

abolição do escape vascular frente ao 0 bloqueador (ROSS, 

1967), ora revelando ausência completa da interferência do 

bloqueio 6 no processo autoregulatório (FARA. & ROSS, 1 972). 

Tantos eram os resultados discrepantes dos experimentos com 

NOR na avaliação do escape autoregulatório, que GREENWAY 

(1984), numa revisão sobre o assunto, afirmava que a rea

ção vascular do escape noradrenérgico ainda não se consti- 

tuia num evento conclusivamente demonstrãvel.

Foi ã partir de 1 973 que FONTELES e cols. , (1 973a, 

b; 1974; 1980), desenvolveram um modelo experimental de per 

fusão de rim de coelho através do qual parâmetros funcio

nais hemodinâmicos passaram a ser estudados sob diferentes 

condições experimentais. A utilização de um sistema de per

fusão aberto, sem recirculação,evitava o acúmulo de metabõ- 

litos e permitia a preservação do rim sem alterações funcio 

nais durante 90 minutos em temperatura de 37ÇC (FONTELES e 

cols., 1973; JESKE e cols., 1973). As reações de escape 

vascular noradrenérgico puderam então ser estudadas sob ç,on 

dições de normo e hipotermia (FONTELES e cols., 1974), em 

animais geneticamente hipertensos e normotensos (FONTELES & 

JESKE, 1980), e em todas estas situações havia uma clara ma 

nifestação do escape tanto no que se referia à frequência 

quanto ã intensidade do fenômeno. A demonstração por FONTE

LES & AHLQUIST (1980) da ausência de receptores B em rins<*
de coelho submetidos ã diferentes condições térmicas, ampli.

ou decisivamente a compreensão dos eventos relativos ã rea- 
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tividade vascular no modelo estudado, afastando definitiva

mente qualquer questionamento quanto ã participação de re

ceptores g no processo. Por outro lado a determinação de 

concentrações ótimas de NOR para a indução do escape no rim 

de coelho pode ser estudada por FONTELES e LIMA E FORTI (1984) ,ao 

analisar o fenômeno sob concentrações crescentes do ct agonis 

ta. Foi possível assim detectar valores significativos de 

escape vascular renal ã partir de concentrações de NOR da
-7ordem de 10 M,encontrando esses autores uma frequência sig

— 6 nificativa de escape na faixa de 10 M, dose essa usada 

nesta pesquisa.

0 modelo experimental proposto no presente traba

lho é portanto resultante da experiência desenvolvida com 

um sistema de perfusão de órgão isolado, o qual tem permiti, 

do, com bastante acurabilidade, o estudo da reatividade a- 

drenérgica pela avaliação das reações de escape vascular e 

taquifilaxia, assim como de outros parâmetros fisiológicos 

renais, quando submetida a preparação aos efeitos de dife

rentes substâncias possivelmente envolvidas na mediação da 

resposta vascular renal.

No presente trabalho a escolha do grupo controle 

foi precedida da análise de três subgrupos distintos. Rins 

perfundidos sob situações de stress físico (retirada de cáp 

sula renal) e físico-químico (retirada de cápsula renal e 

perfusão com dimetilsulfóxido - DMSO), foram comparados com 

rins cujas cápsulas permaneceram íntegras e sofreram unica

mente infusão com solução de KH, como habitualmente ocorre 

nos experimentos com perfusão renal (FONTELES e cols, 1973; 
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COSTA E FORTI & FONTELES, 1979). No que pese as múltiplas a 

ções farmacológicas descritas como decorrentes de seu empre 

go, o DMSO permite uma melhor penetração no tecido alvo da 

substância nele dissolvida pelas relações de equilíbrio que 

estabelece com a água tecidual, comportando-se por isso como 

o solvente orgânico preferencial em inúmeras situações (JA- 

COB & HERSCHLER, 1986). A utilização do DMSO na dissolução 

de alguns compostos estudados neste trabalho, justificou a 

análise de um subgrupo controle perfundido com solução de 

KH contendo o solvente.

Ficou patente pelos resultados obtidos que a pre

sença da cápsula renal pode se constituir num elemento limi 

tante ã expressão plena da reatividade adrenérgica, quer se 

ja ela traduzida pela percentagem de escape ou pela intensi. 

dade da reação taquifilática. Por outro lado o relato de va 

sodilatação e aumento de fluxo urinário como ações farmaco- 

lógicas atribuídas ao DMSO (FORMANECK & SUCKER, 1966; ROTH, 
1968), suscitou a expectativa de um possível diminuição na 

pressão de perfusão renal quando fosse o solvente perfundi

do juntamente com a solução KH.A análise dos parâmetros re

lativos â resistência vascular e ao fluxo urinário entretan 

to não reproduziu,nesse subgrupo, os efeitos previstos pela 

adição de DMSO, provavelmente devido a sua grande diluição, 

da ordem de 0,65% .Quando se comparou entretanto esses rins 

com aqueles cujas cápsulas haviam sido previamente retiradas, 

estas últimas apresentaram pressões de perfusão médias in- 

feriores,inclusive àqueles cujas cápsulas haviam sido manti 

das, certamente porque a cápsula funcionava como um fator que 
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restringia o processo de vasodilatação. Desse modo a descap 

sulação prévia dos órgãos passou a ser preconizada como mé

todo que, induzindo ã ocorrência de níveis basais menores, 

permitia uma maior amplitude dos valores máximo e mínimo da 

pressão de perfusão, concorrendo para tornar melhor eviden

ciado o efeito vasoconstrictor do a agonista. Assim posto, 

a descapsulação do rim passou ã rotina experimental nos es

tudos de perfusão dos demais grupos, com os rins descapsula 

dos sendo utilizados como padrão comparativo de todos sub

grupos .

0 padrão de resposta obtida em rins descapsulados 

não diferiu em sua essência dos demais resultados da litera 

tura, os quais utilizaram experimentos realizados com rins 

em cápsulas íntegras (FONTELES e cols., 1973a,b; FONTELES 

& MOREIRA LIMA, 1984; COSTA E FORTI & FONTELES, 1979). Ade

mais, a resposta pressórica dos rins descapsulados aos efe_i 

tos vasoconstrictores ê mais homogênea, já que em muitas 

preparações o rompimento da cápsula durante o experimento 

enseja maior dispersão nos valores obtidos com a pressão de 

perfusão.

4.2 - Bloqueio do EDRF/NO (EDNO)

A descoberta da dependência do endotélio na vaso

dilatação induzida por inúmeras substâncias endógenas (FUR

CHGOTT & ZAWADSKI, 1980) tornou imperativa a investigação
*

de sua possível participação nos fenômenos renais vasoati- 

vos. A natureza bioquímica do EDRF ainda era especulada 



126

quando os primeiros experimentos em rim de coelho foram fo 

ram realizados utilizando o azul de metileno.HOLZMANN(1982) 

já havia demonstrado que o corante era capaz de abolir não 

só o relaxamento da musculatura lisa vascular como também a 

elevação de GMPc que acompanhava esta reação. Inúmeros ou

tros trabalhos relatavam que a estimulação da guanilato ci- 

clase solúvel determinada pela ação de óxido nítrico e ou 

tros compostos nitrosos, assim como o relaxamento muscular 

liso decorrentes da ação destes compostos, eram eficazmente 

bloqueados pelo azul de metileno (GRUETTER e cols., 1980; 

1981; MARTIN e cols., 1984). A ausência na época de um me

lhor conhecimento sobre a natureza físico-química do EDRF 

determinou a modificação no protocolo de perfusão, o qual 

passou a prever um período de infusão direta e contínua do 

azul de metileno, após a lavagem consecutiva à primeira cur 

va de NOR e imediatamente antes do segundo período de infu 

são do a agonista. A constatação da responsividade da prepa 

ração ã NOR antes do tratamento com o corante e a comparação 

com as curvas subsequentes de infusão após o azul de metile 

no, permitiu a observação de uma resposta contrátil eficaz, porém par 

cialmente bloqueada quanto aos fenômenos de escape e da ta

quifilaxia. Inexistem na literatura dados referentes ã per

fusão de órgãos com azul‘de metileno relacionando-os ao es

tudo da vasoatividade. Esse fato dificultou a comparação 

dos resultados do presente trabalho, notadamente porque só 

são conhecidas as respostas vasculares de preparações arte

riais isoladas, íntegras ou com endotélio removido.Ademais, 

os segmentos arteriais são previamente estimulados por indu 
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tores da liberação de EDRF/NO, geralmente Ach e do agonista 

de cálcio A 23187 (HOLZMANN, 1982; FURCHGOTT, 1984, IGNARRO 

& KADOWITZ, 1985; MARTIN e cols., 1984), responsáveis pelo 

aumento da atividade da guanilato ciclase solúvel no múscu

lo liso arterial. É possível que os efeitos inibitórios e- 

xercidos sobre o rim isolado tenham sido apenas parcialmen

te manifestos, decorrentes unicamente da ação bloqueadora 

sobre a produção contínua e basal do EDRF/NO, que sabemos 

ocorrer em artérias não estimuladas (GRIFFITH, 1984). Tam

bém é possível que o corante exerça seu efeito inibítório 

na dependência da elevação de GMPc, o qual se constituiría 

assim no elemento detonador da reação específica do coran

te sobre os segmentos arteriais previamente estimulados pa

ra liberar o EDRF/NO.

Os resultados inconclusivos obtidos com o emprego 

do azul de metileno no bloqueio das prováveis ações media

doras do EDRF/NO sobre o escape e a taquifilaxia, conduzi

ram as investigações para a análise destes parâmetros em 

preparações submetidas à desendotelização química com cola- 

genase. Se correta a hipótese de uma mediação do escape e 

da taquifilaxia ã NOR pelo EDRF/NO, a desendotelização da 

preparação deveria mostrar abolição dos dois fenômenos vas

culares. Por outro lado profundas modificações eram espera

das, notadamente na pressão de perfusão e na resistência, 

já que inúmeros trabalhos sugeriam o papel modulador do en

dotélio na resposta contrátil. COCKS & ANGUS (1983) estudan 

do os efeitos contrateis da adrenalina e da NOR em coroná

ria de cão, observaram um aumento da resposta contrátil em 
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artérias desendotelizadas, fato que atribuiram ã eliminação 

da produção de substâncias vasodilatadoras habitualmente aí 

produzidas. VERRECHIA e cols. (1985) obtiveram resultados 

semelhantes em artéria cerebral média de coelho, uma prepa

ração que, endotelizada, responde debilmente ã NOR. ANGUS 

& COCKS (1984) admitiam a dependência do endotélio intacto 

na resposta contrátil como resultante do equilíbrio entre 

as ações diretas,constrictoras, sobre as células do músculo 

liso, e sinais dilatadores gerados pelas células endoteli- 

ais. A remoção destas sensibilizaria o vaso ã ação de cons- 

trictores, aumentando porisso o efeito da NOR. Em aorta de 

rato ÈGLEME e cols. (1984) observaram que a retirada do en

dotélio provocava uma exacerbação preferencial dos efeitos 

da clonidina sobre os da NOR, sugerindo a participação de 

receptores a2 no processo. Recentemente 0'MALLEY e cols.

(1986) confirmaram estes dados "in vitro" e acrescentaram 

resultados " èx vivo", ao observarem que o tratamento prévio 

de coelhos com prazosin inibia a resposta contrátil ã NOR 

aumentada pela remoção do endotélio.

Os nossos resultados, obtidos com a infusão de co 

lagenase no rim isolado, não confirmou a maioria dos da

dos da literatura relativos às observações do comportamento 

de artérias isoladas e desendotelizadas frente ã NOR. Mais 

uma vez a inexistência de resultados referentes a observa

ção desta resposta em órgãos isolados e perfundidos dificul 

tou a comparação dos dados observados aqui. Alguns aspectos 

entretanto-merecem comentário, notadamente no que se refere 

ao tipo de preparação empregada. Com exceção da etapa perti. 
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nente ã remoção química do endotélio, foram utilizadas sem

pre artérias não danificadas ou submetidas a qualquer tipo 

de seccionamento. Sabe-se que em animais intactos a respos 

ta muscular lisa ã agentes circulantes é decorrente da difu 

são da substância através da via íntima-média, enquanto que 

nas preparações isoladas a via adventícia-média pode ser 

preferencial (CARRIER & WHITE, 1985). Talvez este fato jus

tifique a ausência em nossos experimentos de alterações da 

resposta contrátil ã NOR, comportando-se o subgrupo da cola 

genase semelhantemente ao subgrupo controle na grande maio

ria dos parâmetros estudados, excetuando-se uma discreta re 

dução na percentagem do escape vascular na primeira curva 

de infusão de NOR. Não foram registrados também aumentos da 

pressão de perfusão, o que revelaria um incremento na res

posta contrátil vascular frente ã NOR na artéria desendote- 

lizada. Estes resultados corroboram os trabalhos pioneiros 

de DE MEY & VANHOUTTE (1981), os quais estudando a sensibi

lidade de artéria femural do cão às catecolaminas,não evi

denciaram nenhum aumento da resposta contrátil após a remo 

ção do endotélio. CARRIER & WHITE (1985), utilizando aorta 

de rato desendotelizada mecanicamente, porém com controle 

de microscopia eletrônica na avaliação da integridade das 

células do músculo liso, não conseguiram estabelecer dife

renças entre as preparações desendotelizadas e íntegras 

quanto a resposta contrátil frente â NOR. Fica estabelecido 

assim que no modelo atual de perfusão renal, a desendoteli- 

zação arteíial com colagenase não produziu amplificação da 

resposta contrátil à NOR encontrada em preparações de arté
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rias isoladas.

Tendo em vista as evidências que vinculavam a pro 

dução de EDRF ã produtos da via da lipooxigenação (FURCH

GOTT, 1983; FORSTERMANN & NEUFGANG, 1985), e as observações 

de FONTELES & LIMA E FORTI (1984) acerca da significativa i 

nibição do escape vascular por bloqueadores da ciclooxigena 

se como a aspirina e a indometacina, foram estudados também 

os efeitos do EP 10161, potente bloqueador da lipooxigena- 

se, sobre os parâmetros funcionais hemodinâmicos no rim iso 

lado. Os resultados deste subgrupo mostraram um significati 

vo bloqueio do escape vascular na última curva de NOR, num 

efeito tardio porém expressivo (p < 0,001). Este fato pode 

decorrer da existência de um período de latência necessário 

para que o composto manifeste seus efeitos e por certo ense 

jará futuras investigações quanto ao significado da lipooxd. 

genase no mecanismo do escape vascular.

Ã luz do atual conhecimento acerca da origem do 

EDRF/NO (EDNO) algumas considerações são oportunas para a 

conclusão dos resultados aqui apresentados. Acreditamos não 

ser o modelo experimental proposto o ideal para a observa

ção dos efeitos do EDNO, Ao longo do experimento inúmeras 

circunstâncias tornam desfavorável a obtenção de resultados 

mais conclusivos. Apesar de sua produção contínua, o EDNO é 

facilmente inativado por níveis fisiológicos de temperatura 

e pH, normalmente utilizados nos trabalhos com perfusão de 

órgãos. Ademais, a mistura de carbogênio usada na oxigena- 

ção do tecido renal é outro fator que contribui negativa

mente para a preservação do composto que se sabe ser extre 
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mamente lábil. O uso de NOR como a agonista para o estudo 

da vasoatividade frente ao EDNO tem sido discutido pela po_s 

sibilidade de ser a catecolamina igualmente um inativador 

do vasodilatador endógeno por sua ação antioxidante.

4.3 - Estudo com eterfosfolipídios

0 tecido renal dispõe de condições extremamente 

favoráveis para a síntese e metabolização do PAF. Tanto o 

substrato 1-alquil-2-acil-glicerofosfocolina, como a fosfo 

lipase A^ e as demais enzimas do sistema colinacetilase, 

estão presentes no glomérulo e nas células mesangiais do 

rim (PIROTSKY e cols., 1984). A capacidade do rim em produ

zir o mediador já foi demonstrada em cultura de tecido re

nal (CAMUSSI e cols., 1 983), em rim isolado e estimulado com 

ionóforo A 23187 (PIROTSKY e cols., 1984), em glomérulo iso 

lado e em cultura de células mesangiais (SCHLONDORFF e

cols., 1986). A presença de substância PAF-símile foi tam

bém observada em urina normal por SANCHEZ-CRESPO (1983).

Apesar das repercussões renais da infusão de PAF, 

sistêmico serem bastante conhecidas, são poucos os dados re 

ferentes ãs ações primárias do fosfolipídio sobre o rim. Al 

guns trabalhos como o de SCHERF e cols. (1986), mostram e- 

feito constrictor do PAF infundido em rim de cão anestesia

do, acompanhado de diminuição do fluxo sanguíneo renal 

(RBF), do quociente de filtração glomerular (GFR), do volu

me urinário (UV) e da excreção renal de sódio (UNaV). Todas 

estas alterações ocorreram simultaneamente ao registro de 



1 32

pressão sistêmica normal. SCHWERTSCHLAG e cols., (1 986) mos 

traram resultados inversos ao de SCHERF e cols., ao relata 

rem que no rim de rato os efeitos da infusão de L-PAF na ar 

téria renal se caracterizavam por potente vasodilatação a- 

companhada por redução da resistência vascular renal.HÊBERT 

e cols. (1987) demonstraram que no cão anestesiado e pretra 

tado com indometacina, a perfusão de PAF na artéria renal 

se fazia acompanhar por redução do fluxo plasmático e da 

taxa de filtração glomerular, embora fosse mantida a pres

são sistêmica dentro dos níveis de normalidade. Estes resul 

tados sugerem a existência de uma clara dissociação entre 

os efeitos sistêmicos e renais promovidos pelo éterfosfoli- 

pídio, o que por certo resulta também das interrelações en

tre o mesmo e outros mediadores presentes no tecido renal.

Em nossos experimentos com o rim isolado de coe 

lho tanto o PAF como o Liso-PAF foram infundidos em rins 

previamente lavados com solução de KH, sendo com isso evita 

da a presença de elementos sanguíneos que, de algum modo, 

pudessem interferir com a resposta aos eterfosfolipídios. Pa 

ra confirmar a especificidade das respostas vasculares, o 

Liso-PAF, isômero sem ação farmacológica, foi infundido nas 

mesmas condições experimentais, constituindo outro subgru 
po.

Os resultados obtidos com a análise dos dois sub

grupos permite afirmar conclusivamente sobre a existência 

de uma participação do PAF no mecanismo do escape vascular 

renal. A significativa elevação dos valores da percentagem 

de escape nos rins tratados com Liso-PAF demonstra claramen 
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te essa evidência. Este achado vincula a participação do 

PAF endógeno ao fenômeno vasoativo, já que o Liso-PAF é o 

substrato para a sua síntese na presença do sistema enzimá- 

tico específico, no qual o rim é extremamente rico. A ausên 

cia de efeitos sobre o escape vascular observados com a in

fusão do PAF sugere também que as variações da resistência 

registradas durante a infusão de NOR decorrem da liberação 

do PAF endógeno, deixando entrever que o PAF exógeno, infun 

dido, é ineficaz na promoção do escape renovascular.

As observações de FONTELES & LIMA E FORTI (1984) 

sobre o significativo bloqueio da percentagem de escape 

vascular em rins de coelhos pretratados com indometacina, 

sugere a participação de PG neste fenômeno vascular. 0 PAF 

é um grande estimulador da síntese de PG e tromboxanos pelo 

rim (SCHLONDORFF, 1984). Além desse fato, os efeitos do e- 

terfosfolipídio sobre a microcirculação renal parecem ocor

rer independentemente dos eventos hemodinâmicos sistêmicos. 

Entretanto não podemos atribuir unicamente ãs PG os resul

tados observados em nosso trabalho, já que as mesmas não 

são estimuladas em'sua síntese pela infusão de Liso-PAF em 

rim de coelho (WEISMAN e cols., 1985). Ê provável que o 

PAF endógeno exerça seus efeitos renais próprios, indepen

dentemente da mediação de outros reguladores locais da vaso 

atividade. É plausível também que esta ação biológica na mi 

crocirculação renal se efetue através da amplificação do es 

tímulo em receptores a adrenérgicos largamente encontrados 

no rim de coelho.
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4.4 - Antagonistas do PAF

Os resultados obtidos com a observação dos efei

tos dos eterfosfolipídios sobre o escape noradrenérgico,con 

duziram resolutamente nossos experimentos ao estudo da rea- 

tividade adrenérgica do rim de coelho frente a vários anta

gonistas específicos do PAF. Dentre eles, os derivados natu 

rais da Ginkgo biloba são reconhecidamente inibidores compe 

titivos do acoplamento PAF-receptor (BRAQUET, 1984). Entre 

os ginkgolídios, o BN 52021 é aquele que apresenta maior po 

der de competição com o receptor de [H3]PAF. (BRAOUET e 

cols., 1985; NUNEZ e cols., 1986). Estruturalmente o BN 

52021 é caracterizado pela presença de dois grupamentos hi- 

droxilas em e Cy o que confere a este composto grande 

poder antagônico. Já o BN 52022 e o BN 52024 guardam entre 

si semelhanças estruturais quanto ã localização de um grupa 

mento hidroxila em C-,, próximos ã fração terc-butil, fato 

que torna estes dois compostos bem menos competitivos quan

to ao acoplamento com o receptor de PAF (BRAQUET e cols., 

1987). No que se refere ao BN 52024, a perda de um grupamen 

to hidroxila em , mais o distancia do BN 52022, resultan

do num composto com a menor atividade antagônica dentre os 

ginkgolídios (BRAQUET, 1988). Estudo comparativo das potên

cias inibitórias relativas dos ginkgolídios BN 52020, BN 

52021 e BN 52022 sobre o metabolismo do PAF, revelou que e_s 

tes compostos comportam-se semelhantemente como o fazem em 

relação ã .agregação plaquetária e a competição com o recep

tor específico de PAF (BRAQUET & GODFROID, 1986; LAMANT e 
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cols., 1987).

Os resultados obtidos em nossos experimentos de

monstraram que o escape vascular foi parcialmente bloquea

do, notadamente na primeira curva de infusão de NOR, por to 

dos os antagonistas, naturais ou sintéticos, utilizados no 

experimento.Eles revelaram ainda um significativo bloqueio 

da taquifilaxia com o BN 52021. No entanto, foi com o gink- 

golidio J, BN 52024, detentor do menor poder antagônico,que 

pode ser observado bloqueio simultâneo da taquifilaxia e do 

escape noradrenérgicos, em niveis altamente significativos. 

Estes resultados sugerem que, pelo menos para o BN 52024, 

a capacidade em inibir os dois fenômenos vasoativos renais 

parece não estar relacionada apenas ao processo de acopla

mento do composto ao receptor de PAF, podendo depender tam

bém de efeitos intrínsecos exercidos pela substância sobre 

o tecido alvo. Esta impressão é reforçada pelos resultados 

obtidos em nosso estudo com o WEB 2086 e o 48740 RP, poten

tes antagonistas dos eterfosfolipídios, porém incapazes de 

induzir bloqueio significativo na reatividade adrenérgica. 

Por outro lado, deve ser salientado que a grande maioria 

dos estudos de ligação do [H3]PAF têm sido realizados em 

plaquetas, neütrófilos,.macrófagos e células do tecido pul

monar (SNYDER, 1989), conhecendo-se pouco sobre o comporta

mento renal dos receptores de PAF e de seus análogos. O blo 

queio pelo BN 52024, de um evento vascular exacerbado pelo 

Liso-PAF, conduz ã reflexão sobre a possível existência de 

uma afinidade do tecido renal pelo ginkgolídio, resultante 

da presença de receptores nas várias linhagens celulares
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com capacidade para produzir e metabolizar o eterfosfolipí- 

dio.

Outro aspecto que deve ser enfatizado é o blo

queio parcial da taquifilaxia noradrenérgica promovido pelo 

BN 52021 e bloqueio completo resultante da ação do BN 

52024, num modelo experimental no qual as respostas ã infu 

são de NOR sempre se revelaram taquifiláticas (FONTELES & 

MOREIRA LIMA, 1984). Tem sido demonstrado que a taquifila

xia promovida pela NOR pode ser abolida por altas concentra 

ções de cãlcio na solução perfusora quando o modelo utiliza 

do é o rim isolado de coelho (COSTA E FORTI & FONTELES,

1989b. Contrariamente, pequenas concentrações de cálcio e 

glicose favorecem a taquifilaxia ã Angiotensina II. (PAIVA 

e cols., 1977a).Um dos efeitos mais proeminentes dos gink

golídios é o de bloquear o mecanismo geral da transdução de 

sinais de membrana celular envolvidos na mobilização de cãl 

cio e na ativação da fosfolipase C, os quais agem sinergis- 

ticamente na amplificação do sinal biológico do PAF. Foi 

possível demonstrar a inibição pelo BN 52021 da mobilização 

e do influxo intracelular de cãlcio, em plaquetas colocadas 

em meio rico em cãlcio (SIMON e cols., 1988). Também em pia 
quetas o BN 52021 foi capaz de abolir completamente a mobili

zação de cálcio do citoplasma com a mesma potência com que 

bloqueia a agregação (ETIENNE & BAROGGI, 1988). Assim pois 

parece improvável que a inibição da taquifilaxia à NOR ob

servada sobretudo com o BN 52024, possa de algum modo, es-«»
tar relacionada ã ação antagonística ao PAF. Este achado po 

de refletir uma propriedade específica dessa classe de com
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postos, resultante de uma possível ação sobre a membrana ce 

lular, provocando na mesma modificações relativas ã mobili

zação do cálcio.

Foi relatada uma provável dissociação entre o e_s 

tímulo necessário para iniciar os processos de sinalização 

e, consequentemente, o movimento do cálcio de depósitos in

tracelulares, daqueles relacionados ã geração de diacilgli- 

cerol (SIMON e cols., 1987) ou mesmo fosfatidil - inositol. 

Talvez a possibilidade de permear a membrana celular e li

gar-se a alguns sítios dos "pools" intra-celulares de cá_l 

cio, possa representar um efeito específico dos ginkgolídi. 

na abolição da taquifilaxia noradrenérgica, sem que este fa 
to necessariamente se vincule ao seu poder antagônico sobre 

o eterfosfolipídio.



5 CONCLUSÕES

Para a avaliação da participação do Fator de Rela 

xamento Endotélio-Dependente (EDRF) e do Fator de Ativação 

de Plaquetas (PAF) sobre o escape vascular e a taquifilaxia 

induzidos por noradrenalina, foi proposto o modelo experi

mental de rim de coelho, isolado e perfundido.

Foi utilizado sistema de perfusão com comprovada 

adequação ao estudo de parâmetros vasoativos e hemodinâmi- 

cos renais, tendo como líquido perfusor a solução de Krebs- 

Henseleit infundida sob fluxo constante.

Protocolo experimental previu experimentos com 

substâncias bloqueadoras de EDRF/NO, com eterfosfolipídios 

(PAF e Liso-PAF) e com antagonistas específicos do PAF, na

turais e sintéticos. Com exceção das infusões de colagenase 

e azul de metileno, todas as demais substâncias em estudo 

foram adicionadas ã solução de Krebs-Henseleit e perfundi- 

das separadamente.

A análise funcional do rim abrangeu o estudo de 

parâmetros vasoativos, representados pela percentagem de e_s 

cape vascular e observação de taquifilaxia, induzidos pela 

infusão de noradrenalina. As alterações hemodinâmicas foram 

estudadas através da análise da pressão de perfusão, da re

sistência vascular e dos fluxos urinário e do perfusato.

A avaliação da participação do EDRF/NO nos fenõme
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nos vasoativos e hemodinâmicos resultou inconclusiva, prova 

velmente em decorrência de: I) inativação rápida do EDRF/NO 

produzido basalmente; II) ausência no liquido perfusor de 

substâncias indutoras da produção de EDRF/NO; III) utiliza

ção de leito vascular com comprovada integridade endotelial 

e/ou muscular. Estes fatos justificam a ausência de respos

ta significativa nos parâmetros hemodinâmicos quando a pre

paração foi submetida ao bloqueador especifico de EDRF/NO e 

ã ação desendotelizante potente da colagenase.

0 resultado significativo, porém tardio, obtido 

com o EP 10161 na redução do escape vascular, deixa em aber 

to futuras investigações para a avaliação da participação 

de produtos da via de lipooxigenação no processo vasoativo 

em estudo.

As observações com eterfosfolipídios comprovaram 

a participação relevante do PAF endógeno nos processos vaso 

ativos e hemodinâmicos aqui estudados. Foi detectado signi

ficativo aumento na percentagem do escape vascular quando 

da infusão de Liso-PAF, análogo precursor do PAF. A redu

ção da resistência vascular e a manutenção da pressão de 

perfusão em níveis semelhantes aos controles foram observa

dos com a infusão de Liso-PAF. Ficou evidenciada a completa 

ineficácia do PAF exógeno na promoção de alterações nas res 

postas vasoativas e hemodinâmicas, fato que demandará por 

certo futuras investigações, tendo em vista a escassez de 

dados na 'literatura referentes aos efeitos do fosfolipídio

em rins isolados e perfundidos.
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A confirmação da participação do PAF nos eventos 

vasculares aqui estudados foi conseguida com a observação 

sobre a função renal, dos efeitos de antagonistas específi

cos do fosfolipídio. Foram empregados: I) antagonistas natu 

rais, derivados da Ginkgo biloba (ginkgolídios B, C e J); 

II) composto sintético 48740 RP, possuidor de comprovados 

efeitos antagonistas e III) composto triazolobenzodiazepíni. 

co WEB 2086, potente inibidor das ações dos fosfolipídio.

Todos os antagonistas estudados foram capazes de 

inibir significativamente o escape vascular em uma das três 

etapas de infusão do a agonista. O BN 52021 mostrou blo

queio significativo apenas na primeira curva de NOR e foi 

capaz de bloquear parcialmente a taquifilaxia.

Os resultados mais significativos entretanto fo

ram obtidos com o BN 52024, no bloqueio simultâneo da taqui. 

filaxia e do escape vascular nos três períodos de infusão 

de NOR.

É sugerido que os resultados obtidos com os gink

golídios, BN 52021 e, notamente, com o BN 52024, possam re

fletir efeitos próprios desta classe de compostos, não ne

cessariamente relacionados apenas ãs reações antagônicas ao 

PAF. É aventada a possibilidade de que a dissociação entre 

os eventos sinalizadores da mobilização do cãlcio intracelu 

lar e a produção de fosfatidil-inositol já descritas com o 

PAF, po.ssa representar o mecanismo pelo qual os ginkgolídi

os exercem seus efeitos, notadamente na redução da resposta 

taquifilática, evento reconhecidamente associado ao aumento 

de cálcio intracelular.



SUMARIO

Foi realizado estudo para determinar a participa 

ção do EDRF e PAF no mecanismo do escape vascular e da ta

quifilaxia .

Rins de coelho, isolados e perfundidos com solu

ção de Krebs-Henseleit foram comparados com órgãos infundi

dos com substâncias bloqueadoras da ação do EDRF (azul de 

metileno, colagenase e EP 10161), eterfosfolipídios (PAF e 

Liso-PAF) e antagonistas do PAF (produtos naturais deriva

dos da Ginkgo biloba e compostos sintéticos 48740 RP e WEB 

2086) .

O estudo da reatividade renal demonstrou que o 

Liso-PAF, isômero do PAF destituído de ação farmacológica, 

foi capaz de aumentar significativamente as reações de esca 

pe.

O PAF exógeno entretanto não modificou os parâ 

metros de função renal nos rins perfundidos.

EP 10161, um inibidor da lipooxigenase, promoveu 

uma redução significativa porém tardia na reação de escape.

Os antagonistas do PAF, ginkgolídios B, C e J, 

com diferentes potências de afinidade pelo receptor de 

PAF, foram utilizados com a finalidade de confirmar a parti, 

cipação do PAF no escape vascular e na taquifilaxia do lei

to da artéria renal. O ginkgolídio B (BN 52021) bloqueou 
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parcialmente a taquifilaxia e reduziu significantemente as 

reações de escape no segundo período da infusão de noradre

nalina. Ginkgolídio J (BN 52024), que tem a menor potência 

antagonística, foi capaz de bloquear completamente o escape 

vascular e a taquifilaxia induzidos por noradrenalina.

Os resultados sugerem a participação do PAF endõge- 

no no mecanismo do escape vascular ã partir das observações 

obtidas com seu precursor, Liso-PAF.

Os efeitos do BN 52024 no escape vascular e na ta

quifilaxia foram caracterizados por bloqueio completo dos 

dois fenômenos vasoativos. Este resultado pode ser atribuí

do também a uma propriedade única desta classe de compos

tos, os quais poderiam exercer sua ação específica sobre os 

depósitos intracelulares de cálcio, tornando possível e blo 

queio da taquifilaxia.



SUMMARY

The participation of EDRF and PAF in the mecha- 

nism of the vascular escape and tachyphylaxis was evaluated 

using rabbit kidneys, isolated and perfused with Krebs- 

Henseleit solution. The kidneys were compared with organs 

infused with EDRF blockers agents (methylene blue, colage- 

nase and EP 10161), etherphosphòlipids(PAF and Lyso - PAF) 

and PAF antagonists (naturally Qccuring products derived 

from Ginkgo biloba tree and synthetic compounds, 48740 RP 

and WEB 2086).

The study of renal reactivity showed that kidneys 

perfused with Lyso - PAF, an isomer of PAF devoided of phar 

macological activity, were able to enchance vascular escape 

reactions. PAF exogenous otherwise7 did not change any 

parameter of renal function.

EP 10161, a lipooxigenase inhibitor, was able to 

promote a late, but significant reduction on escape reac

tions .

The PAF antogonists, ginkgolides B,C and J, with 

different PAF binding activities were used in order to

confirm PAF participation on vascular escape and 

phylaxis of renal artery bed. The ginkgolide B (BN 

promoted a partial blockade of tachyphylaxis and a 

tachy

52021) ,

aignifi

cant reduction of escape reactions in the second period of
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norepinephrinae infusion.Ginkgolíde. J, (BN 52024) , which 

has the weaker PAF antagonistic activity, was able to 

block completely the vascular escape and tachyphylaxis indu 

ced by norepinephrine.

From these studies we concluded that PAF parti- 

cipates in the mecanism of vascular escape reactions through 

the results obtained from its precursor, Lyso-PAF.

The effects of BN 52024 on the vascular escape 

and tachyphylaxis. were characterized by complete blockade 

of the vasoative phenonena. This result may also be attri- 

buted to an unique property of this class of compounds,which 

could exert a specific action on intracellular calcium de- 

posits, making possible the blockade of tachyphylaxis.
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