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1 - INTRODUCAO

1.1 - Apresentacao do Tema

Escape vascular e taquifilaxia s&o fendmenos de
natureza vasoativa, parecem ter uma significacao especial
como mecanismos protetores das variacdes subitas e frequen-
tes da tonicidade vascular e porisso tém merecido especial

atencdo desde suas primeiras descricoes.

Escape vascular diz respeito a8 faléncia do mudscu-
lo liso arterial em manter-se contraido na presenca de es-
timulo constante, como o0 que ocorre durante a infusdo de a
gonistas adrenérgicos ou quando da estimulacdo nervosa sim-

patica (Figura 1a).

Taquifilaxia significa dessensibilizacdo, denomi-
nacdo tal como foi empregada primeiramente por CHAMPY &
GLEY (1911) ao réferirem-se aos eventos decorrentes de imu
nizacdo rapida. De modo semelhante o termo tem sido utili-
zado para descrever a(perda progressiva da capacidade res-
ponsiva do vaso & administracdo intermitente de agentes va-

soconstrictores (Figura 1b).

Apesar do grande volume de trabalhos devotados
ao estudo do escape vascular, houve na ultima década uma
desaceleracdo das pesquisas no setor. Em 1984, GREENWAY
publicou importante trabalho retrospectivo que precedeu a

reativacdo das investigacdes sobre o0 escape, 0 que se veri



FIGURA la. Escape Vascular.

Expressdo grafica do escape vascular e do fluxo
urinario do rim de coelho, isolado e perfundido,
submetido a infusdo de NOR (1,3 x 10 °m).
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FIGURA 1b. Taquifilaxia.

Resposta taquifilatica observada em rim 1isolado
de coelho, perfundido com solucdo de Krebs-Hen-

seleit e submetido & periodos consecutivos de in
fusdo de NOR (1,3 x 10 ~M).
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ficou & partir de 1977 com os trabalhos de LAUTT e cols.

em leitos arteriais mesentérico e hepatico.

Paralelamente, assistimos nos ultimos dez anos a
evolucdo nos conceitos sobre a participacido do endotélio
vascular como elemento efetor de iImportantes ajustes da va
soatividade,através da producdo em suas células de media-
dores quimicos com acado sobre o musculo liso vascular. De.
barreira semi-permeéavel, ndo-trombogénica, capaz de atuar
meramente como elemento limitante entre a corrente circula
toria e o espaco iIntersticial, passou o endotélio a ser en
tendido como um conjunto de células pluripotentes, com a-
¢bes multiplas, capazes de atuar com relevancia sobre 0s
diversos fenbmenos da fisiologia do vaso. A idéia de que
células endoteliais pudessem participar ativamente dos pro
cessos de autoregulacdo do ténus vascular originou-se do
conhecimento de serem as mesmas capazes de sintetizar e me
tabolizar substancias vasoativas. Para isso muito contri-
buiu a iIncorporacdo a rotina experimental das técnicas de
cultura de células endoteliais (JAFFE e cols., 1973) e a
deteccdo da enzima conversora de Angiotensina  (CALDWELL e
cols., 1976), 1mportante marco para a compreensao de que
fendbmenos de natureza endotelial poderiam alterar signifi-
cativamente o tdénus do musculo liso vascular. De modo se-
melhante, a identificacdo de metabdlitos do acido araquidd
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 Impressao.



A atraente possibilidade da existéncia de um me
canismo comum vinculando a taquifilaxia e o escape vascular
noradrenérgicos a producéo de mediadores vasoativos
recentemente identificados, levou-nos a estudar os efeitos
do Fator de Relaxamento Endotélio-Dependente (Endothel ium-
Derived Relaxing Factor - EDRF) (FURCPGOTT & ZAWADSKI,1980)
e do Fator de Ativacdo de Plaquetas (Platelet-Activating
Factor - PAF) (BENVENISTE, 1974) sobre o escape vascular e
taquifilaxia iInduzidos por noradrenalina, utilizando a per-

fusdo de rim isolado de coelho como modelo experimental.

1.2- Revisadao da Literatura

1.2.1 - Escape Vascular

FOLKOW, LEWIS, LUNDGREN, MELLANDER & WALLENTIN,
em 1964, descreveram pela primeira vez o escape autoregula-
torio ao observarem que apdés o inicio da estimulacdo elétri.
ca de terminagbes nervosas simpaticas iIntestinais de gatos
anestesiados, havia uma elevacdo acentuada da resisténcia
do leito mesentérico, logo seguida de recuperacado dos valo-

res basais ainda na Vigéncia da estimulacdo nervosa.

A partir da descricdo de FOLKOW e cols. inumeras
publicacbes relataram a ocorréncia de escape em prepara-
cOes diversas de diferentes leitos vasculares, desencadeado
tanto por estimiulo nervoso simpatico  (FOLKOW e cols.,
1964; DRESEL & WALLENTIN, 1966; GREENWAY e cols., 1967,

1976); JOHANSON e cols., 1970; HANSON, 1972; LUTZ & HENRICH,



1973; LAUTT, 1977; LAUT & GRAHAM, 1977; FINK & BRODY,
1978), como pela estimulacdo 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 | - Locais de ocorréncia de escape vascular

I - Induzido por estimulacdo simpatica:

1. Mesentérico. FOLKOW e cols., 1964a, 1964b; DRESEL
& WALLENTIN, 1966; HENRICH, 1973; LUTZ & HENRICH,
1973; GREENWAY, SCOTT & ZINK, 1976; LAUTT & GRA-
HAM, 1977.

2. Hepéatico: GREENWAY, LAWSON & MELLANDER, 1967; HAN-
SON, 1972; LAUTT, 1977.

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

1973; FINK & BRODY, 1978.
Il - Induzido por estimulacdo adrenérgica:

1. Mesentérico: DRESEL & WALLENTIN, 1966; ROSS, 1967;
RICHARDSON & JOHANSON, 1969; HENRICH & LUTZ, 1971;

ROSS, 1971; FARA & ROSS, 1972.

2. Hepatico: GREENWAY, LAWSON & MELLANDER, 1967; HAN-

SON, 1972; FARA E ROSS, 1972.

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

KAROW, 1974; FONTELES & JESKE, 1980



0 escape vascular tem sido descrito também em
modelos experimentais mais complexos. GOMEZ & YARD (1968)
estudando a tolerancia & infusdo de noradrenalina em caes
com torax aberto e fechado, obtiveram escapes em amplo es-
pectro de concentracdes do a agonista. Em rim de coelho, 1i-
solado e perfundido, FONTELES e cols. (1974) demonstra-
ram ser possivel observar reacdes de escape noradrenérgico
mesmo durante a hipotermia. KOO & CHENG (1976) relataram da
dos surpreendentes de escape vascular em microcirculacdo ce
rebral de ratos desencadeado por substancia vasodilatadora
FONTELES & JESKE (1980) estudando o comportamento do escape
vascular em ratos hipertensos, observaram que, & infusdo de
noradrenalina, a frequéncia de escape era menor que no gru-

po de normotensos.

0 fendmeno do escape vascular pode ser também
observado em resposta a outros vasoconstrictores dentre o0s
quais a Angiotensina Il (ROSS, 1971; HENRICH & LUTZ, 1971;
FARA & ROSS, 1972; PRACA & 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
intrinseca do musculo liso vascular, porém com caracteris-
ticas marcantes e peculiares quanto a determinado tecido,
no que se refere ao tipo de estimulo indutor®. Se comparado
em intensidade é frequéncia, o0 escape desencadeado por es-
timulacdo simpatica é mais expressivo que aquele produzido

pela infusdo de substancias adrenérgicas (DRESEL & WALLEN-
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TIN, 1966; HENRICH, 1973; HANSON, 1972; LUTZ & HENRICH,
1973). Do mesmo modo, ocorrem diferencas significativas
quando se comparam leitos vasculares, estando os intesti-

nais e hepaticos dentre aqueles que exibem escape com maior
frequéncia. Alguns estudos comparativos . revelam que o0 es-
cape noradrenérgico vascular renal é estatisticamente insig
nificante quando comparado aos de outros leitos vasculares
nas mesmas condicOes experimentais (JOHANSON e cols., 1970;
LUTZ & HENRICH, 1973). Estes resultados entretanto ndo fo-
ram corroborados no modelo experimental de perfusdo em rim
isolado de coelho (FONTELES & AHLQUIST, 1980; FONTELES e
cols., 1974; FONTELES & LIMA E FORTI, 1984; FONTELES E MO-

REIRA LIMA, 1984) .

0 mecanismo relacionado & génese do escape Vvascu
lar, apesar de bastante estudado, permanece ainda desconhe-
cido. Inumeras hipdéteses surgiram, ao longo das ultimas
duas décadas, visando explicar um fenbmeno vascular ja am-
plamente demonstrado. Teorias como a da redistribuicéo do
fluxo regional (FOLKOW e cols., 1964), hormonal (FEIGL e
cols., 1964) e metabdlica (GREENWAY e cols., 1967) foram
sendo progressivamente afastadas @ luz de novas investiga-
cOes, as quails demonstraram que 0 escape ocorria tanto sob
Ffluxo como pressado constantes (DRESEL & WALLENTIN, 1966;
LUTZ & HENRICH, 1973); que o fluxo sanguineo no intiestino
e no figado permanecia imutidvel em resposta 1d estimulacao
nervosa € a infusdo noradrenérgica (GREENWAY e cols., 1976;
GREENWAY & OSHIRO, 1972) e que o consumo de oxigénio no Fi-

gado e no intestino retornava aos niveis controle durante



11

0 escape, qualquer que fosse o fTator de inducéo (LAUTT,

1977).

0 papel dos receptores 8 adrenérgicos na modula-
cdo desta resposta vascular foi amplamente pesquisado.GREEN
WAY e cols. (1967) obtiveram reacOes de escape noradrenér-
gico, que nao se modificaram com o tratamento das prepara-
cbes com atropina e com propranolol. Este B bloqueador tam-
bém ndo 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 estimulacdo elétri
ca de terminacOes nervosas (GREENWAY e cols., 1967; HANSON,

1972).

Uma importante contribuicdo no estudo dos recep-
tores 3 no mecanismo de escape vascular adveio dos traba-
lhos de FONTELES & AHLQUIST (1980) os quais demonstraram a
auséncia destes receptores em rim de coelho . Com g mesmo mode
lo experimental de rim isolado e perfundido, pode o0 escape
ser demonstrado em condi¢cOes de normotermia (FONTELES & MO-
REIRA LIMA, 1984), hipotermia (FONTELES e cols., 1974), em
diabetes aloxanico (COSTA E FORTI & FONTELES, 1989a) e em

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

A possibilidade de vasodilatadores enddgenos esta
rem associados ao mecanismo do escape vascular tem sido su-
gerida por varios, pesquisadores desde a ultima década. 0 a-
cumulo de metabdlitos vasodilatadores seria secundario & is

quemia que se instala durante a vasoconstriccdo (FONTELES e
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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 procedi,
mentos experimentais, principalmente aqueles que utilizavam
bombas para infusdo (DRESEL & WALLENTIN, 1966). GREENWAY ,
SCOTT & ZINK (1976), em trabalho pioneiro no qual propuse-
ram critérios para a definicdo do fenbmeno do escape vascu-
lar, preconizavam que o0 termo "escape”™ fosse restrito as
reacbes que ndo se modificassem sob a acdo da atropina, pro
pranolol, anti-histaminicos e iInibidores da sintese de pros-
tanglandinas. FONTELES & LIMA e FORTI (1984) entretanto
constataram reducdo na iIntensidade e frequéncia do escape
em rim isolado de coelho, apds 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 reducao de 50% na fre-
quéncia do escape vascular renal noradrenérgico pela infu-

sdo de PGE™ na artéria renal de rim isolado de coelho.

Nos ultimos anos uma grande contribuicdo ao estu-
do do escape vascular adveio dos trabalhos de LAUTT e cols;
(1977, 1986, 1987), os quais tém utilizado os leitos vascu-
lares mesentérico e hepatico para a analise do fenbmeno. A
observacdo de que a adenosina era um potente iInibidor da va
soconstriccdo iInduzida por noradrenalina, vasopressina e an
giotensina Il (LAUTT & LEGARE, 1986) deixou éntrever a pos-
sibilidade da participacdo desta substancia nas reacfOes de

escape. Entretanto, a utilizacdo de um bloqueador especifi.

co de adenosina endégena em nada alterou a resposta vascu-
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lar (LAUT e cols., 1987) , tendo estes resultados acrescenta
do mais um dado de exclusdo & extensa relacdo de pretensos

mediadores desta resposta vascular.

1.2.2 - Taquifilaxia

Dessensibilizacdo e Taquifilaxia sao expressodes u
sadas por varios autores para denominar a propriedade apre-
sentada por uma preparacao bioldgica de atenuar ou abolir,
temporariamente, a sua resposta frente a determinada subs-
téncia, devido exposicdo anterior & mesma. Desde os traba-
lhos pioneiros de BARSOUM & GADDUM (1935) inumeras publi-
cacbes tém dedicado atencdo ao fenbmeno da taquifilaxia co
mo uma resposta especifica do musculo liso frente aos va-

rios compostos capazes de desencadea-la.

AXELROD e cols. (1963) sugeriram que algumas subg>
tancias determinavam reacdes taquifildticas por atuarem li-
berando ativamente neurotransmissores das terminacfes nervo
sas vasculares e por isso deveriam ser consideradas como de,s
sensibilizadores inespecificos. GOSSELIN & GOSSELIN  (1973)
concluiram que tanto os processos especificos como inespeci
ficos de dessensibilizggéo estavam relacionadas a exposicao
prolongada & substancia indutora. InUdmeros compostos sdo ca
pazes de produzir taquifilaxia em preparacdes bioldgicas di
versas e 0os hormbénios polipeptidios como a ranina,. angioten
sina Il ¢" vasopressina estdo entre aqueles mais estudados.

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

na também induzem & reacgOes taquifildticas em diferentes
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preparacdes. Segmentos arteriais e o0 ileo isolado tém se
constituido em locais preferenciais para a realizacéo da
maior parte dos experimentos que constituem hoje o0 acervo

sobre o estudo do fendbmeno.

A resposta taquifilatica 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 & NOR (FURCHGOTT &
BHADRAKON, 1953), mas € incapaz de reproduzir a mesma res-
posta se o indutor for a angiotensina Il (KHAIRALLAH &
cols., 1966). Esta ultima pode desencadear taquifilaxia de
diferentes graus de expressado, iIntensa em artéria mesenté-
rica de coelho (AIKEN, 1974), moderada na aorta de rato
(KHAIRALLAH e cols., 1966) e variavel em aorta de cobaio

(PALAIC & LEMORVAN, 1971).

Varios mecanismos tém sido propostos para expli-
car o fenbmeno taquifilatico. O ponto comum nos varios sis
temas onde é possivel evidenciar a reacdo, € a existéncia
de receptores mediando os efeitos iInduzidos por estimulo es
pecifico. Desse modo, o0s receptores de membrana- Celular
constituem-se no primeiro ponto de atencdo da resposta ta-

|
quifildtica, a qual expressa, em ultima analise, alteracles
do sistema receptor-efetor (SIBLEY & LEFKOWITZ, 1985)_Assim as
diferentes hipdteses sobre a origem dos mecanismos envolvi-
dos na taquifilaxia, podem ser genericamente® resumidas em
eventos relacionados a: 1) alteragcdes na afinidade do recep

tor celular a droga indutora; 1l1) diminuicdo do numero de

receptores disponiveis para a ligacdo; I1I1l) aumento da dis-
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ponibilidade do agonista para as células, individualmente;
IV) diminuicdo da recaptacdo ou inativacdo do neurotransmis
sor e, talvez; V) perda do fator endotelial modificador da
resposta vascular frente a determinados agonistas(O'MALLEY e
cols, 1986). E importante salientar que a conexdo entre ago
nista-receptcr e a resposta final de natureza contratil, es
t4 relacionada também com outros componentes proprios dos
estados ativo e de repouso, 0sS quais sdo comuns a varios a-
gonistas. E o caso dos anions mono e divalentes 0s quais

tém participacao fundamental na contracdo muscular lisa.

KHAIRALLAH e cols. (1966) propuseram que a disso-
ciacdo lenta entre agonista e receptor poderia determinar
uma saturacdo dos sitios de acoplamento e dar origem a res-
posta taquifilatica. MOORE & KHAIRALLAH (1976) demonstraram
que preparacOes até entdo tidas como refratarias & angioten
sina 11, passavam a apresentar resposta taquifilatica quan-
do submetidas a pH e temperatura menores que as habitualmen
te empregadas. Com isso comprovavam a existéncia de correia
cao entre habilidade em induzir taquifilaxia e a afinidade
da substancia indutora ,pelo receptor no tecido alvo.STEWART
(1974), ao revisar o fenbmeno da taquifilaxia & Angiotensi
na 11, chamou a atenééo para uma possivel combinacdo anor-
mal entre o hormdnio e o receptor celular, num processo en
volvendo a ligacado competitiva com o calcio. SCHILD:< (1973)
ja havia salientado o papel do calcio no prcpcesso. taquifila
tico, ao demonstrar que a histamina era capaz de promover
dessensibilizacdo especifica, a qual podia sofrer modifica

¢cbes em funcdo da presenca de calcio no meio. Os trabalhos
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de PAIVA e cols. (1977 a,b,c) demonstraram que ndo apenas a
liberacdo de calcio dos depdsitos intracelulares, mas tam-
bém a protonacdo do amino grupo da molécula de angiotensina
constituiam elementos vitais para a resposta taquifilitica
chamando a atencdo para a conformacdo molecular na origem
do processo de acoplamento do agonista. O reconhecimento do
endotélio como elemento ativamente participante na vasoati-
vidade fez surgir varias publicacdes que demonstravam esta-
rem as células endoteliais relacionadas a modificacbes na
resposta contratil induzida por agonistas (CALDWELL, 1976).
O"MALLEY e cols. (1986), estudando a sensibilidade da aorta
de coelho & NOR, verificaram que a desendotelizacdo mecani-
ca promovia um aumento da resposta contratil, a qual podia
ser inibida com prasozin, sugerindo portanto a participacao

de receptores apna vasoconstriccado adrenérgica.

No modelo experimental de rim 1isolado de coelho,
os efeitos da PGEN sobre a taquifilaxia noradrenérgica fo-
ram estudados por FONTELES & MOREIRA LIMA (1984), concluin-
do os autores inexistir interferéncia das PG no fendmeno.
Com o mesmo modelo experimental, pode a taquifilaxia ser
bloqueada pela adicdo de insulina ao liquido perfusor, mes-
mo sob diferentes coﬁcentragées de calcio do meio (COSTA E
FORTI & FONTELES, 1989b). Em rins de rato, isolados e per-
fundidos, PRACA & FONTELES (1987) demonstraram que a3 taqui-
filaxia @ NOR e & Angiotensina Il ndo sofria modificacdes
conforme se utilizasse para seu estudo animais hormotensos

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-
dispensavel ao relaxamento do musculo liso arterial. Utili-
zando diferentes tipos de cortes de aorta de coelho, precon
traidas com noradrenalina (NOR), com endotélio integro ou
desendotelizados por meios mecanicos ou quimicos, constata-
ram que a acado relaxadora da acetilcolina (Ach) s6 se fazia
presente naqueles segmentos arteriais cujo endotélio ndo 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 ndo era dependente da acdo vasodi
latadora das prostaglandinas (PG). A retirada do endotélio
também ndo alterava a sensibilidade das preparacdes a agen-
tes tais como o.trinitrato de glicerila, nitrato de sddio,
azida soédica e isoprenalina (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980).
Estes fatos levaram FURCHGOTT e cols.(FURCHGOTT & ZAWADSKI,
1980; FURCHGOTT, 1984) a postularem a existéncia um mecanis
mo segundo o qual a Ach, agindo em receptores muscarinicos
localizados na célula endotelial, estimularia a proaucao de
uma substéncia capaz de atuar na camada iIntima 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 principio ativo, nado prostaglandinico, produzido pe-
las células endoteliais e com propriedade de mediar o fenb-

meno da vasodilatagcdo 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 liberacdo de EDRF parecia ser o fator que indubitavel
mente se associava ao relaxamento do musculo liso. Assim se
comportavam substéncias como a adenosina trifosfato (ATP) e
adenosina monofosfato (ADP) (DE MEY & VANHOUTTE, 1981; FUR-
CHGOTT e cols., 1984); ion6foro de calcio A 23187 (ZAWADSKI
e cols., 1980; FURCHGOTT, 1984); histamina (VAN DE VOORDE
& LEUSEN, 1983); bradicinina (CHERRY e cols., 1982; FURCH-
GOTT, 1984), trombina (PE MEY & VANHOUTTE, 1981;1982); subs
tancia P (FURCHGOTT, 1984); melitina (FORSTERMANN & NEUF-
GANG, 1985); acido araquiddénico (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 circunstancias, o relaxamento da ar-
téria coronariana do cédo e do porco, e que esta acado vaso-
dilatadora s6 era possivel na presenca de endotélioTrés
anos depois ANGUS e cols. (1986) apresentaram o resultado
de um estudo comparativo da acdo relaxadora da noradrenali

na em artérias carotida, coronaria, renal, mesentérica e fe
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mural de c&o, concluindo que a vasodilatacdo endotélio-de-
pendente a NOR era variavel 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
preparacdes arteriais de mamiferos, a vasodilatacao "in vi-
tro', endotélio-dependente, mediada pelo EDRF, apresenta-se
como um evento nem sempre universalmente demonstravel. Dife
rentes expressfes da resposta relaxadora podem ser encontra
das em espécies distintas e, mesmo dentro de uma mesma espé
cie, podem ocorrer variacOes de resposta frente a um mesmo
indutor de relaxamento vascular. Este fato se torna mais pa
tente quando artérias de conducdo, nas quais foi realizada
a maioria dos experimentos, tém sua resposta vasodilatadora
comparada &s dos vasos de resisténcia. 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 nao con
seguem promover a mesma resposta em aorta de coelho (FURCH-
GOTT, 1984). Do modo semelhante, o #on6foro de calcio
A 23187, potente indutor do relaxamento endotélio-dependen
te em aorta de coelho, é ineficiente como agente relaxador
em vasos mesentéricos de resisténcia (DE MEY & GRAY”™ 1985).
LUSCHER e cols (1987) atribuiram ao EDRF o mesmo padrdo de
relaxaménto endotélio-dependente observado em duas artérias

humanas, a renal e a pedis dorsalis, ambas submetidas a a-



20

cdo da Ach apdés serem contraidas com NOR.

Quando sdo comparados o comportamento de vasos ve
nosos e arteriais quanto a resposta endotelial vasodilatado
ra, obtem-se resultados ilustrativos que demonstram as pro-
fundas diferencas entre os dois leitos vasculares. A respo_s
ta venosa é bem menos expressiva do que a arterial frente
ao mesmo iIndutor de relaxamento (FURCHGOTT, 1984; DE MEY &
VANHOUTTE, 1982) tendo SEIDEL e LA ROCHELLE (1987) sugerido
que as diferencas devam ser atribuidas mais a incapacidade
do endotélio venoso em produzir EDRF do que a inabilidade
do seu musculo liso em responder & acao vasodilatadora do

mediador

1.2.3.1 - Inibidores do EDRF

A inibicdo seletiva das reacbes de relaxamento
vascular endotélio-dependente pode ser obtida pelo emprego
de inumeras substancias que tém em comum a propriedade de
danificar ou inativar as células endoteliais, interferindo
em etapas-chave de seu metabolismo. Dentre os agentes e con
digcbes inibidoras do relaxamento endotélio-dependente ci-
tam-se: inibidores da fosfolipase AE (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 &acido 5,8,11 ,14-eicosatetrainoico(ETYA)
(FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980; FURCHGOTT, 1984), &cido nor-
dihidroguiarético (NGDA) (FURCHGOTT e cols., 1982; FURCH-
GOTT, 1983), acido 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 céalcio (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 ndo sao especificos e podem por 1iSso
ensejar o surgimento de reacdes farmacoldgicas com efeitos

paralelos.

A mioglobina e as hemoproteinas foram descritas
como capazes de inibir ndo s6é 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 iIni-
bir tanto o relaxamento arterial produzido por vasodilatado
res do tipo nitrato kNVD) como por indutores do EDRF (HOLZ-
MANN, 1982; FURCHGOTT, 1984). As caracteristicas da acao
destes dois compostos sdo bem peculiares e ensejou & reali-
zacdo dos estudos comparativos entre os mecanismos 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 - ldentificacdo do EDRF

Baseados nos resultados dos estudos com inibido-
res do relaxamento endotélio-dependente, varios autores pos;
tularam a existéncia de um precursor do EDRF, provavelmente
0 acido araquidbénico, o qual oxidado por uma Bipooxigenase,
originaria um composto ativo, talvez um radical livre ou um
ion peroxido, 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 solucdo, concluindo
ser esta substancia extremamente 1dbil, com vida média de

6,3 + 0,6 segundos.

Antes da descoberta do EDRF (FURCHGOTT &ZAWADSKI
1980) inumeras publicacgbes j& descreviam a existéncia de
uma correlacdo positiva entre o processo de relaxamento de
grupos musculares e as elevacbes dos niveis de guanosina mo
nofosfato ciclico (GMPC) (KATSUKI & MURAD, 1977; BOHME e
cols., 1978; AXELSON e cols., 1979). MURAD e cols. (1979)
propuseram ser este o mecanismo através do qual agiriam os
NVD ao promoverem a ativacao da guanilato ciclase soluvel
pela acdo do O6xido nitrico, composto intermediario liberado
como produtos da reacdo. Apds os trabalhos de FURCHGOTT inu
meros estudos demonstraram que o relaxamento endotélio-de-
pendente, iInduzido por varias substéancias, se fazia acompa-
nhar também de elevacbes concomitantes dos niveis de GMPC
no musculo 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 elevacdo de GMPc e que nos
primeiros, esta elevacdo precedia o relaxamento arterial _Em
ambas as preparacdoes 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 utilizacdo de uma metodologia baseada na transferén
cia do EDRF, levou FORSTERMANN (1986) a concluir que o esti.
mulador da guanilato ciclase e o EDRF eram semelhantes, se-

nao i1dénticas substancias.

Para examinar o j4 reconhecido mimetismo entre
as acOes do EDRF e do Oxido nitrico, PALMER e cols. realiza
ram bioensaio para determinar a atividade bioldogica de am-
bos. Os resultados mostraram similaridades iImportantes quan
to & vida média, estimulacdo pela bradicinina, reducao da
inativacdo com superoxido-dismutase (SOD) e inibicdo do re-

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

Resultados bastante expressivos obtiveram tam-
bém IGNARRO e cols. (1987b) ao analisarem o comportamento do
EDRF e do o6xido nitrico (NO) frente ao pirogalol, substan-
cia geradora de ions'superoxidos, e 4 SOD, removedor destes
radicais livres. A superfusdo em cascata de segmentos arte-
riais mostrou que as respostas eram indistinguiveis, ca-
racterizadas em ambos os casos por relaxamento inibido pelo
pirogalpl e estimulado pela SOD. Estas observacOes forta-
leceram as conclusdes de PALMER e cols. (1987) que demons-

traram fendmenos vasculares acompanhados por alteracdes con
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comitantes nos niveis de GMPC, aumentados sob a acdo da SOD
e diminuidos pelo pirogalol, tanto no relaxamento induzido
pela Ach (endotélio-dependente e mediado pelo EDRF), como
naquele promovido pelo 6xido nitrico(éndotélio-indenendente)

(IGNARRO, 1987b).

Inumeras publicacbes demonstram ser o EDRF um
composto indistinguivel do NO (IGNARRO e cols1987b;1987a;
PALMER e cols., 1987) e embora existam outros mediadores en
doteliais com acOes vasoativas, deve ser reafirmada a espe-
cificidade do mecanismo de relaxamento endotélio-dependente
promovido pelo EDRF. A inibicdo do mesmo pelas hemoprotei-
nas e pelo azul de metileno, evidencia 1nconstante em rea-
¢cbes similares promovidas por outras substancias endote-
liais vasoativas, vincula definitivamente a participacao do
EDRF/NO neste processo. Recentemente PALMER e cols. (1988)
demonstraram que as células endotelialis sdo capazes de pro-
duzir o nitrocomposto através da metabolizacdo da L-argini
na, comprovando pela primeira vez em mamiferos a existéncia

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

1.2.3.3 - AgbOes do EDRF/NO

1

Além de causar relaxamento na preparacao vascu-
lar precontraida através da inducdo exercida por inumeras
substancias, o EDRF é capaz de promover acOes)de grande im
portancia-na fisiblogia vascular através da sua relagdo com
elementos celulares sanguineos. Em 1986, AZUMA e cols. pu-

blicaram as primeiras observacbes mostrando a inibicado da
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agregacao plaquetaria pelo EDRF, o que foi posteriomente
confirmado em preparagdoes '"in vitro” (FURLONG e cols.,
1987). Um estudo comparativo das aclOes plaquetéarias do
EDRF/NO e prostaciclinas mostraram ser estas substancias a
gentes antiagregantes plaquetarios e reafirmaram a simila-
ridade entre as acdes do EDRF e NO (RADOmskE e cols., 1987a) .A
inibicdo da adesividade pelo EDRF foi demonstrada em pla-
quetas humanas e esta acdo se associava também com aumen-
to nos niveis de GMPc plaquetéario (RADOMSKI e cols.,

1987b).

1.2.3.4 - Inativacéao
I

As respostas relaxadoras endotélio-dependentes
sdo antagonizadas ou abolidas pela hemoglobina, altas con
centracbes de oxigénio, pelo azul de metileno e por anions
superoxidos. A hemoglobina e o azul de metileno sao ini
bidores especificos. A primeira, além de ligar-se ao
EDRF/NO em sua forma ferrosa (MARTIN e cols., 1985a) pode
inativa-lo quimicamenté a semelhanca do que promove com o
NO gerado pela reacdo com NVD (MARTIN e cols._, 1985a,
1985b). 0 azul de metileno pode inibir tanto a guanilato
ciclase (GRUETTERe cols., 198l1a, 1981b), como o relaxamen
to endotélio-dependente produzido pelos indutores da’ libe-
racdo de EDRF/NO (FURCHGOTT, 1984; FURCHGOTT e cols.,
1984a, 1984b), bem como o relaxamento endotélio-independen
te obtido pela acdo dos NVD (GRUETTER e cols., 1981a,1981b) .

0 mecanismo inibitdrio do azul de metileno é complexo e nao
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parece depender apenas do bloqueio da guanilato ciclase so
lavel porquanto ja pode ser demonstrada uma potenciacdo pe-
lo corante do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de

sodio (MONCADA e cols., 1988).

Processos de oxidacdo, notadamente o0s que se
relacionam a8 geracdo de radicais superoxidos, sdo responsa-

veis pela rapida inativacdo do EDRF/NO. Substéncias como o

pirogalol, geradora de oxigénio, sado capazes de inibi-lo
(IGNARRO e cols., 1988; MONCADA e cols., 1988), enquanto
removedores de anions superoxidos, como a SOD, potenciali-

zam a acdo do EDRF/NO (IGNARRO e cols., 1987b): Hoje sabe-
se que a acado inibitdria sobre o EDRF/NO desempenhada por
substancias como a hidroquinona, ditiotreitol, fenidona
e BW 755C, decorrem da producdo de oxigénio livre pelas

mesmas.

A estabilidade do EDRF/NO pode também ser modifi-
cada por alteracGes do pH. Em condicdes de neutralidade ou
de discreta alcalinidade a inativacdo ocorre rapidamente,
mas pode ser revertida pela acidificacdo. 0 abaixamento do
pH do meio para 2,0 permite a estabilidade do fator endote-

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

A diminuicdo da temperatura do meio é outro fa-
tor de estabilizacdo do EDRF/NO, o qual aumenta a sua capa-
cidade de relaxamento se houver abaixamento térmico para

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

0 mecanismo através do qual o EDRF exerce seus e
feitos vasculares e plaquetarios confunde-se com aquele

promovido pelo 6xido nitrico. Uma cascata de eventos tem

nicio com a ativacdo da guanilato ciclase soluvel (IGNAR-
RO & KADOWITZ, 1985), num processo heme-dependente (MEL-
LION e cols., 1983), para conversao da guanosina trifosfa
to em guanosina monofosfato ciclico (GMPc). A consequente
ativacado da proteina quinase C calcio-dependente se traduz
por modificacbes na fosforilacdo de proteinas do aparelho
contratil celular, ensejando o relaxamento do musculo liso
arterial (FRIDOVICH e cols., 1987). 0O padrao de fosforila-
cado proteica observada no musculo liso de aorta de rato
submetido ao A 23187 e Ach (RAPOPORT e cols., 1983) é idén
tico aquele que se observa quando a preparacao € tratada
com nitroprussiato de sodio ou com 8-bromo-GMPc  (RAPOPORT
e cols., 1982), caracterizando-se por fTosforilacao GMPC~

ucpendente e desfosforilacdo de miosina de cadeia leve.

A ativacdo da guanilato ciclase em musculo liso
¥ 1’laquetas determina um acumulo de GMPc intracelular, 0

inibe ndo apenas o processo contratil mas também a a-

"""lacao plaquetaria. Esta acado celular é exatamente igual

observada.com os nitratos organicos, usados clinica

como vasodilatadores

0 maior volume de informacbes sobre o EDRF a par
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tir da descoberta de PALMER e cols. (1987) tornou-se possi-
vel mercé de uma metodologia na qual se associam técnicas
ja conhecidas (WEKSLER e cols., 1978; GRYGLEWSKI e cols.,
1986), com a cultura de células endoteliais e bioensaios,
onde a superfusdo em cascata permitia a transferéncia do ma
terial ativo gerado pelas células endoteliais estimuladas,
até células receptoras de preparacdes arteriails varias. Po-
de-se estabelecer assim estudos comparativos quanto ao pa-
drao de resposta da substancia endotelial que se supunha
ser o EDRF com aquele promovido pelo 6xido nitrico nas mes-

mas condicdes experimentais.

A partir de entdo varios foram os trabalhos rea-
lizados acerca da farmacologia comparativa do EDRF e do
NO, todos mostrando resultados iIndistinguiveis quanto & Vi
da média, acado relaxante sobre musculatura lisa vascular,
acbes antiagregante e desagregante em plaquetas, inativa-
cdo, potenciacdo e inibicdo especifica (IGNARRO e cols.,

1987a, 1987b; MONCADA e cols., 1988; RADOMSKI e cols._,
1987a) (Tabela 11).

Todas as observacdes realizadas apos os resulta-
dos de PALMER e cols. (1987) indicam que o EDRF/NO é o ni.
trovasodilatador endégeno e a guanilato ciclase, seu recep
tor (MONCADA e cols., 1988). Por ser extremamente sensivel
a inativacao por oxigénio e hemoproteinas fica patente que,
de todos os fTatores considerados hoje como "horménios lo-
cais" €é 6 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 11 - Farmacologia comparativa EDRF/Oxido Nitrico

1 - Relaxamento de musculatura
lisa vascular

2 - Ativacdo da guanilato ci-
clase soluvel

3 - Relaxamento muscular media
do Por aumento de.GMPC

4 - Efeitos plaquetarios media
dos por aumento de GMPc

5 - Efeito inibitdério sobre re
laxamento vascular

Azul de Metileno

Hemoproteinas

6 - Inibicdo da Agregacao Pla-
quetaria

EDRF

FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980

IGNARRO e cols., 1986
FORSTERMANN, 1986

HOLZMANN, 1982

RAPOPORT & MURAD, 1983
FURCHGOTT & JOTHIANANDAN,
1983

DIAMOND & CHU, 1983
IGNARRO, 1985

RADOMSKI e cols., 1987a,b

HOLZMANN , 1982
FURCHGOTT e cols., 1984
MARTIN e cols., 1985b

MARTIN e cols., 1985ba
MARTIN e cols., 1986
PALMER e cols., 1987

AZUMA e cols., 1986
FURLONG e cols., 1987
RADOMSKI e cols., 1987a

OXIDO NITRICO

KATSUKI & MURAD, 1977
AXELSON e cols., 1979

MURAD e cols., 1979
GRUETTER e cols., 1980
GRUETTER e cols., 1981
IGNARRO e cols., 1981

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

MURAD e icols., 1979
GRUETTER e cols., 1980
GRUETTER e cols., 1981

GRUETTER e cols ., 1980
GRUETTER e cols ., 1981
PALMER e cols., 1987

RADOMSKI e cols ., 1987a
MELLION e cols., 1981

to
kD



TABELA 11 - Continuacéo

10

11

Inibicdo da Adesividade
Plaquetaria

Fosforilacédo de protei-
nas GMPc-dependente

Vida Média
Superfusdo em cascata

Tubos de polipropileno

Inativacdo por Oxigénio

Potenciacdo por SOD

EDRF

RADOMSKI e cols., 1987b

RAPOPORT e cols., 1983

3,6 + 0,15 (PALMER e
cols., 1987)
30,8 + 1,9 (PALMER e

cols., 1987)

RUBANYI1 & VANHOUTTE, 1986
MONCADA e cols., 1986
IGNARRO e cols., 1987a,b

IGNARRO e cols., 1987a,b
GRYGLEWSKI e cols., 1986

OXIDO NITRICO
RADOMSKI1 e cols., 1987b

RAPOPORT e cols., 1982

4,1 + 0,25 (PALMER e cols.,
1 987)

30,4 + 2,25 (PALMER e cols.
1 987)

IGNARRO e cols., 1987a,b

RUBANYI1 & VANHOUTTE, 1986
PALMER e cols., 1987
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dotélio para a célula do musculo liso e para plaquetas que
estdo em contacto com as células endoteliais onde é produ

z ido.

A denominacdo Oxido Nitrico Endotélio-Dependen-
te (Endothelium-Dependent Nitric Oxide - EDNO) é proposta
por IGNARRO (1989) para identificar a substancia
cujas acOes TFisiologicas estdo possivelmente relacionadas
a4 modulacdo localizada, momento a momento, da vasodilata-
cao secundaria a alteracdo de fluxo (shear-stress) e da

reatividade vascular.

1.2.4 - Fator ativador de plaquetas

(Platelet-Activating-Factor - PAF)

Em 1960, MUIRHEAD e cols. demonstraram em ani-
mais nefrectomizados a acdo antihipertensiva de um extrato
de medula renal,denominando de "Antihypertensive Renomedul-
lary Hormone (ARH)" ao principio ativo nele contido. Ainda
na década de 60, .duas publicacdes independentes (BARBARO e
cols., 1966; SIRAGANIAN& OSLER, 1970) chamavam a atencéao
para uma reacdo na qual leucécitos de coelhos sensibilizados
promoviam a ativacao ae plaquetas, com consequente libera-
cdo de aminas vasoativas. Em 1972 BENVENISTE e cols. descre
veram um fenbmeno de ativacdo plaquetaria induzido pOr uma
substancia produzida por baso6filos de coelhos sensibiliza-
dos por igE. Dois anos depois, semi-purificada e caracteri
zada como um novo mediador da anafilaxia, esta substancia

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 fosfolipidio depen-

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

Sequenciando as observacfes i1niciadas por MUIRHEAD,
PREWITT (1979) denominou de Antihypertensive Renomedullary
Lipid (APRL) ao lipidio da medula renal com propriedades va

sodi latadoras

Finalmente, em 1979, trés laboratdérios independen
tes (DEMOPOULOS e cols.; BLANK e cols., 1979; BENVENISTE e
cols., 1979), descreveram a estrutura quimica de uma nova
classe de fosfolipidios, com atividade bioldgica idéntica
as do PAF e do APRL, tornando implicita a semelhanca entre

este composto e aquele descrito por MUIRHEAD.

A partir de 1980, com a disponibilidade de prepa-
racdes sintéticas (GODFROID e cols., 1980) as pesquisas soO
bre as acdes do PAF tiveram amplo progresso. Fol entretanto
a descoberta dos antagonistas do fosfolipidio (BRAQUET,
1984) que colaborou decisivamente para um verdadeiro avan
¢co no seu conhecimento, o0 que tem resultado num ndmero cres

cente de publicacbes sobre o tema.

1.2.4.1 - Caracteristicas bioquimicas
As denominacOes Platelet Activating Factor  (PAF)
)
e Acetyl-Glyceryl-Ether-Phosphorylcholine (AGEPC) constitu-
em uma sinonimia que tem sido largamente utilizada para i-
dentificar este fosfolipidio. Entretanto o conhecimento a-

tual de sua estrutura quimica como 1-O-octadecil (ou hexa-
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decil) 2-(R)-acetil-glicero-3-fosforilcolina (BENVENISTE e
cols., 1979), fez com que a denominacdo PAF-aceter (ace pa
ra acetato e éter da ligacdo alquil) passasse a ser, do pon
to de vista bioquimico, a forma mais correta para a identi-

ficacdo do mediador lipidico.

As fTormas octadecil e hexadecil dizem respeito a
duas espécies de PAF (C*g e C™, na posicado sn-1), produzi-
dos por leucécitos de coelhos sensibilizados (HANAHAN e
cols., 1980) ou por neutrofilos estimulados por A 23187(HA-
NAHAN, 1986). O PAF com cadeia 16:0 na posicdo sn-1 é mais
ativo que o 18:0 (SATOUCHI e cols., 1981). A heterogeneida-
de das varias espécies moleculares do PAF é responsavel pe-
la existéncia de inumeros analogos, com atividade bioldgi-
ca de diferentes graus de expressdo e cujo significado Ti-
siolégico ainda ndo esta totalmente elucidado(SNYDER,1989).
De particular importancia sao as substituicdes na posicéao
2 (acetil) :a remocdo do fragmento acil origina um liso-deri.
vado destituido de qualquer atividade bioldgica e encontra-

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

As etapas biossintéticas sdo complexas e se 1Ini-
ciam com a ativacdo da Tosfolipase , a qual atua sobre os
fosfolipidios da membrana celular num processo calcio-depen
dente (BALLOU & CHEUNG, 1983). O PAF ndo ¢é¢ acumulado na cé-
lula, mas sim o precursor alquilacilglicerofosfocoLina A
biossintese enzimatica pode ocorrer através ;de duas vias di
ferentes-, com caracteristicas distintas: a primeira, via al

quilacetilglicerol, é responsavel pela manutencdo dos ni-

veis TFisiologicos do fosfolipidio, tem a mais alta afinida-
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de especifica na célula em repouso e é a via biossintética
predominante no rim; a segunda, via liso-PAF (forma inativa
que sofre acetilacao para formar PAF), esta diretamente re-
lacionada a resposta inflamatdoria e tem baixa atividade na
célula em repouso (SNYDER, 1989). A inativacado intracelular
do PAF ocorre através da acdo de duas acetilhidrolases, uma
plasmatica e outra citosolica (BLANK e cols., 1981) e con-
duz a formacdo de Liso-PAF. Deste modo a biossintese do PAF
pode ser | resumida como sendo constituida por um processo
biciclico, no qual o liso-PAF é o produto intermediario,
precursor ou metabolito, e onde os mecanismos de desacila-
cao e acetilacdo se alternam na dependéncia da via predomi-
nante, se sintética ou catabolica (VARGAFTIG & BRAQUET,

1987).

Os mecanismos de biossintese e degradacdo aqui ci.
tados parecem ocorrer de modo semelhante ™in vivo'". Poucos
minutos apdés a injecdo endovenosa de [H3 JPAF é possivel de-
tectar em varios tecidos as formas alquilacilglicerofosfo
colina e Liso-PAF, assim como o proprio [H3]PAF livre no

plasma (BRAOUET e cols., 1987).

Os elementos que norteiam a resposta métabdlica
do PAF ainda nao séoltotalmente entendidos, embora se co-
nheca que o processo que regula a acdo de seus receptores
esteja relacionado ao "turnover™ rapido de fosfoinoditidios.

As acbOes sinérgicas de ativacdo de proteina quinase C,

liberacao de acido araquidonico, mobi lizacao

calcio e formacdo de GMP sédo todos eventos intracelulares

decorrentes das varias etapas da fosforilacdo do fosfatidil.
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inositol (NISHIZUKA, 1984), A ativacdo da proteina quinase
Cea mobilizacdo do calcio intracelular atuam como elemen-
tos de grande destaque na amplificacdo do sinal bioldégico
do PAF (BRAQUET e cols., 1987). A proteina quinase C é res-
ponsavel pela ativacdo da fosfolipase A2 (PLT") na formacao
do composto intermediario Liso-PAF (McINTYRE e cols., 1987)
estando os seus inibidores entre aquelas substancias capa-
zes de bloquear a sintese de PAF. O calcio inibe varias en-
zimas participantes da sintese (LEE & SNYDER, 1985) e da de
gradacdo do fosfolopidio (TOUQUI e cols., 1987). Por outro
lado, o céalcio ¢é essencial para as etapas sintéticas via
Liso-PAF. 0 AMPc parece ser o principal mediador inibitério
dos processos que regulam o acoplamento estimulo-resposta
ja que a elevacao de seus niveis na célula é suficiente pa-
ra bloguear 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 farmacoloégicas

0 PAF possuil propriedades bioldgicas distintas e
a atividade farmacoldgica das mesmas pode ser modificada na
dependéncia da via de administracdo do fosfolipidio e da
espécie animal estudada. As preparacOes de Orgaos isolados
e de tecidos, assim como também experimentos ™in vivo"™ tém
sido I%Jgamentq empregadas para o estudo das complexas rela
¢cbes entre as acgOes fTarmacolodgicas e os diferentes tipos ce

lulares sobre os quais atua o mediador.
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A iInfusdo endovenosa de PAF enseja respostas dose
dependentes onde o efeito depressor, agudo e prolongado, so
bre a pressédo arterial, desponta como uma das principais ca
racteristicas do fosfolipidio (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 nado sofrer mediacdo de qualquer dos mecanis
mos conhecidos (CAILLARD e cols., 1982; SIBERTZ e cols.,
1986). Em cées anestesiados a iInfusdo endovenosa de PAF de-
termina, além da hipotensdo sisto-diastdolica, reducdo do dé
bito cardiaco e diminuicdo da resisténcia vascular periféri.
ca (SYBERTZ e cols., 1986). Em cobaios a administracdo en-
dovenosa promove um quadro de anafilaxia cardiaca com libe
racdo acentuada de histamina, prostaglandinas e PAF, redu-
cdo da forca de contracdo miocardica e espasmo coronariano
(BENVENISTE e cols., 1983). Outras acdes farmacoldgicas tém
sido descritas em modelos experimentais nos quais se utili-
zou a infusdo intra-arterial para estudo seletivo de leitos
vasculares. Assim é que em cdes a Injecdo intra-coronaria-
na de PAF reduz a presséo, o fluxo sanguineo local, e a
forca contratil do miocardio (VEMULAPALLI e cols., 1984). A

injecdo intra-femural®™ em cdes também determina vasodilata-

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

As alteracOes celulares determinadas pela T"infuséo
de PAF se caracterizam notadamente por migracdo e agregacao
rapida de plaquetas, com secrecdo de mediadores intracelula
res (CHIGNARD e cols., 1979). Leucopenia devido a agregacao

e/ou quimiotaxia, diapedese e infiltracdo na parede vascu-
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lar (McMANUS e cols., 1980; BOURGAIN e cols., 1985) compfem

as principais manifestacdes leucotaxicas do mediador.

O PAF é capaz de promover ainda reacOes histami-
na-simile por suas acOes leucotéxicas e vasoativas. A inje
cdo intradérmica induz no homem uma reacdo inflamatéria lo-
cal onde de identifica uma resposta bifasica, na qual ponti
ficam a migracdo de neutrofilos com infiltragcdo perivascular
e, numa fase mais tardia, surgimento de histiécitos e linfo
citos no local (ARCHER e cols., 1985). O aumento da permea-
bilidade vascular, seguido de extravasamento plasmatico e
edema intersticial (BRAQUET e cols., 1984), independem da
presenca de plaquetas e neutrofilos, né&o sendo afetados pe
lo tratamento prévio com anti-histaminicos, anti-serotoni-
nérgicos e inibidores da ciclooxigenase (PIROTSKY & BENVE-
NISTE, 1984). O PAF é considerado como um importante ampli-
ficador da reacdo inflamatoria. E provavel que exerca sua
acdo moduladora diretamente, afetando a superficie vascu-
lar, as interacdes célula-célula e as propriedades de subs
tancias partici-pantes da reacdo inflamatéria (HANAHAN,
1986). E provavel também que interrelacdes se estabelecam
entre o PAF e outros mediadores como leucotrienos, tromboxa

1

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

As reacbOes do tecido pulmonar ao PAF sdo compara-
veils aquelas observadas no decurso da crise asmatica. VAR-
GAFTIG % cols. (1980), utilizando o cobaio éescreveram pela
primeir; vez o efeito "in vivo" do PAF sobre o pulméo. A

resposta brdonquica tem alguns aspectos que merecem desta-
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que. Ao contrario da reacado inflamatdria cutédnea, a bronco
constriccdo resultante da administracdo endovenosa do fosfo
lipidio é um fenbmeno dependente da presenca de plaquetas
(VARGAFTIG e cols., 1980)", fato inexistente quando o media-
dor é aplicado topicamente sob forma aerolizada (LEFORT e
cols., 1984). Estudos morfoldégicos realizados em pulmdes de
coelhos e cobaios confirmaram que o PAF induz nao apenas a
agregacao de plaquetas e neutrofilos, mas também promove
contracdo de arteriolas e bronquiolos (VARGAFTIG & BRAQUET,
1987). A analise dos efeitos promovidos pelo PAF no desen-
volvimento dos fenbmenos de broncoconstriccdo néo poderia
excluir o desempenho de outras células, componentes tardios
do processo inflamatério e/ou anafilatico. Indmeros elemen-
tos celulares podem contribuir para a liberacdo de PAF no
tecido pulmonar, incluindo basé6filos, mastécitos e macrofa-
gos alveolares (FITZGERARD e cols., 1986). O PAF exerce
grande poder quimiotaxico sobre os eosinofilos, induzindo
ndo somente a mobilizacdo destas células ao sitio de reacéo
como também promovendo acentuada desgranulacdo  (WARDLAW &

KEY, 1986) .

1.2.4.3- PAF no rim |

CAMUSSI e cols., em 1977, estudando cortes renais

(
submetidos a estimulacdo antigénica, identificaram a libera
i
cdo de uma substancia com caracteristicas semelhantes & do
PAF. Posteriormente cultura de células renomedulares con-

substanciaram a primeira evidéncia da Jliberacdo ativa de
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PAF pelo rim na auséncia de células sanguineas (PIROTSKY &
BENVENISTE, 1981). A liberacdo de PAF sob estimulo imunolo-
gico e o0 reconhecimento de sua producado pelas células corti
cais renais, sugeriram a participacao do fosfolipidio nas
doencas glomerulares (PIROTSKY & BIDAULT, 1983). 0 PAF tam
bém pode ser produzido no rim isolado de rato em resposta
ao ionoforo A 23187, simultaneamente com outros mediado-

res (PIROTSKY e cols., 1984).

A tentativa de identificar a origem celular do
PAF no rim tem conduzido a inumeros experimentos com glome-
rulos e tubulos isolados, além de culturas de células medu
lares e mesangiais. 0Os tubulos renais ndo produzem o fosfo-
lipidio e a identificacdo do precursor Liso-PAF e de ativi.
dade de acetiltransferase em duas populactes celulares re-
nais, vinculam a producdo de PAF ao glomérulo e as células
medulares (PIROTSKY e cols., 1983, 1984). SCHLONDORFF e
cols. (1986) puderam detectar expressiva producdo de PAF
em cultura de células mesangiais de rato estimuladas com

A 23187.

Os estudos pioneiros sobre os efeitos do PAF na
funcdo renal demonstraram que a iInfusdo venosa do mediador
em cdes anestesiados se fazia acompanhar por diminuicdo a-
centuada nos clearances de creatinina e acido para-aminohi-
purico, além de reducdo importante do fluxo urinario (BES-
SIN e cols., 1983). VEMULAPALLI e cols. (198"4) demonstraram
em cées "anestesiados efeitos caracterizados por reducdo do
fluxo sanguineo renal, da taxa de filtracdo glomerular, e

de consideravel diminuicdo na excrecdo urinaria de soédio. |
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nicialmente estes resultados foram interpretados como de-
correntes da hipotensdo sistémica que se instalava com a in
fusdo do fosfolipidio. Entretanto o tratamento prévio dos a
nimais com iInibidores de ciclooxigenase, se por um lado re-
verteu os efeitos hipotensores, nédo TfToi capaz de alte-
rar os parametros renais (HEBERT e cols., ""987). Essas evi-
déncias mostraram que os efeitos do PAF sobre o rim eram di

retos, nao mediados por prostaglandinas e iIndependentes das
variacdes tensionais sistémicas. Em ratos a infusdao de PAF
ndo modifica a pressédo arterial nem diminui a taxa de TFfil-
tracdo glomerular, mas é capaz de induzir ao aumento na
reabsorcao de soédio, calcio e magnésio (FRIEDLANDER e cols.,
1987). Nao deve ser esquecido o fato do PAF ser um po-
tente estimulador da producdo renal de prostaglandinas e
tromboxanos (WEISMAN e cols., 1985; KAWASAKI & NEEDLEMAN,

1982). E provavel que as modificagdes no Fluxo plasmatico
renal que se seguem a infusdo do fosfolipidio sejam media-
das, em parte pelos efeitos do PAF diretamente no rim, mas
também pela liberacdo secundaria, por células renais, de me
diadores com acdes diretas sobre a producdo renal do pro-
prio PAF. A infusdo de PAF em artéria renal de cdes aneste-
siados foi capaz de determinar acentuada reducdo da da taxa
de filtracdo glomerular, do fluxo sanguineo renal, do volu

me urinario e da excrecdo de sodio (SCHERF e cols., 1986).

Em decorréncia das semelhancas n”s propriedades
hipotensoras, ag possiveis interrelacdes entre PAF e Fator
Natriurético Atrial (ANF) tém sido investigadas . Ao contra-

rio do PAF, o ANF promove 'in vivo'” substancial aumento do
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fluxo sanguineo renal, da taxa de filtracdo glomerular e do
volume de excrecdo urinario de sodio. THIEVANT e cols. (1987) estu
dando os efeitos das duas substancias em rins de caés sob
anestesia, sugeriram a existéncia de um possivel mecanismo
de feed-back entre o fosfolipidio e o peptidio natriuréti-
co, a semelhanca do que ja foi demonstrado entre prostaglan

dinas e angiotensina (AIKEN, 1974).

As 1Investigacdes para determinar a natureza dos
estimulos fisioldgicos na formacdo do PAF pelas células re-
nais e os efeitos do mesmo sobre os parametros funcionais
do 6rgao, tém merecido especial atencdo. As iInterrelacles
entre o fosfolipidio e outros sistemas mediadores renais
com expressdes diversas quanto & vasoatividade, a participa
cdo do PAF em processos renais de natureza inflamatéria, co
mo em doencgas autoimunes e na rejeicdo pos-transplante, de_i
Xam antever a riqueza e a complexidade de seu papel na fTi-

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

1.2.4.4 - Inibidores do PAF

Um marco importante no estudo das acbes bioldgi-
cas e das propriedadés farmacoldégicas do PAF foi a descober
ta de compostos antagonistas do mediador. A disponibilidade
de preparacgdes sintéticas do fosfolipidio permitiu a pro-
gressiva identificacdo de varias substancia™ com proprieda
des inibitdrias/ capazes de interferir em etapas-chave da
biossintese e/ou metabolismo. Algumas delas como os bloquea

dores de canais de calcio (COEFFIER e cols., 1983; KHAN e



42

cols., 1985), os antagonistas da calmodulina (LEVY, 1983) e
a mepacrina (BENVENISTE e cols., 1981; ALBERT & SNYDER,
1983), deixam entrever a participacao decisiva do calcio 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 varias substancias aqui nao citadas, antagonizam o0s
efeitos do PAF sobre sistemas celulares varios. Agindo indi.
retamente, estas substancias exercem uma agao antagonica i-
nespecifica. Foi entretanto a descoberta de inibidores espe
cificos do PAF que promoveu um enorme salto no conhecimento
das acOes bioldgicas e farmacologicas de mediador, abrindo
caminho para o0 surgimento de um numero crescente de novos
compostos naturais ou sintéticos, com acgfes antagbnicas po-

tentes.

Os antagonistas especificos do PAF englobam hoje
uma vasta gama de substancias bioquimicamente distintas, al-
gumas analogas do PAF porém destituidas de acdo agonista,
muitas derivadas-de produtos naturais, outras obtidas sinte
ticamente, mas todas com uma propriedade comum: inibir com-
petitivamente o acoplamento do fosfolipidio ao receptor ce-

1

lular.
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1.2.4.3.1 - Antagonistas naturais

Una série de compostos naturais com propriedades
antagbnicas ao PAF esta representada pelos derivados da
Ginkgo biloba, arvore milenar chinesa, componente da farma-
copeia popular, cujas folhas em infusdo eram utilizadas em
inalacbes para o tratamento da asma e da bronquite. Os com-
postos extraidos das folhas e raizes foram identificadas co
mo ginkgolidios e embora tenham sido primeiramente isolados
em 1932 por FURUKAWA, sua estrutura sO0 veio a se tornar co-
nhecida & partir de 1967 com os trabalhos de MARUYAMA e
cols. (1967).Contribuiu para isto o fato de serem os ginkgo
lidios possuidores de uma complexa estrutura molecular, bas
tante peculiar, de 20 carbonos, na qual estdo iIncorporadas,
em 6 aneis fusionados de 5 elementos cada (A a F), um grupa
mento tetrahidrofurano ciclico, trés grupos lactbnicos e um
espiro-nonane (Figura 2). Embora a estrutura molecular ba
sica seja i1déntica em todos os compostos, diferencas no nua-
mero e na posicdo de grupos hidroxilas em e (-, deter
minam o surgimento de isdmeros denominados ginkgolidios A,
B, C, J e M, cuja corresponséncia a nomenclatura adotada pe
lo Instituto Henri Beaufour (Paris, Franca) e utilizada

neste trabalho, pode ser vista na Figura 2.

Em 1984 BRAQUET demonstrou que o0 extrato desseca
do de folhas de Ginkgo biloba era capaz de inibir seletiva

mente a agregacdo plaquetaria induzida pelo PAF. A partir

de entédo a disponibilidade do extrato natural tornou possi-



FIGURA 2 - Estrutura dos ginkgolidios

a)

b)

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

R1, R2 e R™ referem-se ao numero e posicoes
dos grupos hidroxilas nos carbonos e
C.? do nucleo espirononane
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vel uma extensa producado cientifica que elucidava a cada e-
tapa novas e surpreendentes propriedades destas substancias
no blogueio as agbes do mediador fosfolipidio, tanto "in
vitro” como "in vivo'" (BRAQUET e cols., 1987a), deixando an

tever o imensuravel potencial terapéutico dos ginkgolidios.

A principal caracteristicas destes compostos é a
propriedade iInibitéria sobre a ligacdo do PAF com seu recep
tor celular. A utilizacdo de [H3] PAF em plaquetas humanas
e de coelhos demonstra que esta inibicdo é competitiva, do
se-dependente e altamente especifica, ja que os ginkgoli-
dios n&o interagem com nenhum outro sistema de receptores
conhecidos (BRAQUET e cols., 1985). Os valores obtidos para
ICc.g demonstram que o BN 52021 (2,5 x 10_7M) e 0 mais poten
te antagonista, seguido pelo BN 52020 (7,4 x 10—7M), estan-
do o BN 52022 (7,1 x 107%0) e o BN 52024 (5,4 x 107°M) en-
tre aqueles de menor expressdo competitiva frente ao recep-
tor de membrana do fosfolipidio (BRAQUET, 1984; BRAQUET e

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

sintese total dos ginkgolidios.

1.2.4.3.2 - Antagonista sintético

1

Dentre o0s poucos produtos sintéticos com proprie
dades antagonistas ao PAF estd 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 acdd iInibitéria sobre ciclooxigenase, lipo-
oxigenase, TfTosfolipase Af£ e fTosfodiesterase (SEDI1VY e

cols., 1985). Esta acao inibitdéria entretanto ndo é seleti-
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va ja que o composto interfere com a agregacdo plaquetaria
induzida por acido araquidonico, U 46619 (tromboxanomiméti-
co),coldgeno e altas concentracdes de trombina (citado em

BRAQUET e cols., 1987a).

0 48740 RR é capaz de inibir em coelhos a trombo-
citopenia e o edema cutéaneo desencadeados pela administra-
cdo endovenosa e iIntradérmica de PAF, respectivamente. Ou-
tros efeitos incluem a protecdo ao broncoespasmo em cobaios,

e a4 Fibrinolise e hipotensdo em ratos (SEDIVY e cols.,!1985).

1.2.4.3.3 - Antagonistas farmacoldégicos

KORNECKI e cols. (1984) demonstraram que os triazo
lobenzodiazepinicos, agentes psicotroépicos usados clinica-
mente como ansioliticos e hipnoticos, eram capazes de 1Ini-
bir a resposta agregante plaquetaria induzida pelo PAF. Es-
te composto, derivado benzodiazepinico com anel triazol, e-
xerce seus efeitos anti-PAF i1ndependentemente de suas acles
hipndéticas e sedativas conforme demonstraram CASALS-STENZEL

& WEBER (1987).

Os efeitos inibitérios sobre a agregacdo de pla-
quetas humanas sdo especificas para o PAF j4 que nao se re-
produzem quando o indutor é &cido araquiddnico, colageno, A

23187 ou trombina.

Recentemente foi sintetizado um névo triazoloben
zodiazepinico destituido de efeito hipnotico e capaz de ini-
bir a agregacdo plaquetaria induzida pelo PAF. Este compos-

to, WEB 2086 (CASALS-STENZEL e cols., 1986), a semelhanca



de outros antagonistas especificos, € capaz de

inibir

nimais de experimentacdo os efeitos circulatérios e

cos da

infusdo de PAF (CASALS-STENZEL & WEBER,

1987).

em
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1- Procedimento cirurgico

Coelhos Califdérnia, de ambos 0s sexos, provenien-
tes da Cunicultura do Departamento de Zootecnica da Univer-
sidade Federal do Ceara pesando em média 01,5kg, eram manti
dos em jejum alimentar e com iIngestdo de agua '"ad libitum"”
nas 24 horas prévias aos experimentos, realizados no Labora
torio de Farmacologia Renal e Metabdolica do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia. Os animais eram anestesiados com
injecdo iIntraperitoneal de pentobarbital, 50mg/kg de peso, e
em seguida tratados com 500U de heparina/kg de peso, adminis
trada por iInjecdo endovenosa ha veia marginal da orelha. Uma
incisdao abdominal mediana permitia evidenciar as visceras,as
quais, rebatidas para a direita, expunham o rim esquerdo, O
primeiro a ser excirsado. Ap6s limpeza cuidadosa da gordura
perirrenal, eram expostos e identificados os vasos renais,
procedendo-se a ligadura da artéria renal bem préximo a aor-
ta abdominal. A veila renal era seccionada junto & pelve re-
nal e o ureter, em seu terco-médio. A transferéncia do rim
para uma placa de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit
(KH) (KREBS & HENSELEIT, 1932) ocorria imediatamente para
permitir a canulacdo arterial com tubo de polietilené PE 50.
Iniciava-se de imediato infusdo com solucdo de KH, ao
mesmo tempo em ‘que o0 ureter era também canulado com tu
bo de polietileno. Garantidos perfusdo renal e Tluxo

ureteral, procedia-se a descapsulacdo renal, realizada com
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extrema cautela, para evitar laceracdo do parenquima. 0 rim
era entdo levado ao sistema onde recebia solucdo 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 ap6és 120 minu-

tos, seguindo-se 0s mesmos tempos cirurgicos ja descritos.
2.2 - Sistema de perfuséao

0 sistema de perfusdo adotado é o mesmo descrito
por FONTELES e cols. (1973) e sua principal caracteristica
€ a de ser aberto e utilizar perfusato sem recirculacdo. De
talhes técnicos mais ilustrativos podem ser observados na

Figura 3. Esquematicamente, o sistema é composto por:

a) Bomba peristaltica marca Gilson Minipuls I,

previamente calibrada para perfuséo de 7,7 ml/

minuto;

b) Membrana silastica Travenol para oxigenacéo,
acoplada & bomba de perfusdo e por onde circu-
la o perfusato aerado, com pH final entre 7,2-

7,4;

c) Sistema de aquecimento composto por termostato
t

com temperatura mantida em 37 = 19C;
|

d) Permutador de calor constituido por ampola de

vidro;

e) Bomba de Infusé&o Imbracrios, calibrada para in



FIGURA 3 - Sistema de Perfusao
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fusdo de 0,1l I1miI/minuto

Manémetro de Mercurio para registro das varia-

¢cbes na pressdo de perfusao;

Quimbdgrafo para registro gréafico das varia-

cbes da pressao de perfuséao.

2.3 - Medidas fisioldgicas

Foram estudadas as seguintes medidas da dinamica

de perfuséo renal:

a)

b)

©)

Pressao de Perfusdo (PP): refere-se a pressao
existente em todo o leito vascular renal, e re
gistrada a intervalos de 5 minutos ao longo de
todo o experimento. E medida por mandémetro e

expressa em mmHg

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.

______________ -7 peso do rim (g)
Tempo (min.)

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

mo intervalo de tempo do fluxo do perfusato,
|
tem o seu calculo e expressao também semelhan-

te ao primeiro.

FU volume (ml)

Tempo (min.) s peso do rim (g



d)

e)

L)
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Resisténcia (R): A resisténcia vascular foi
calculada dividindo-se a média da pressao de
perfusdo (mmHg) pelo fluxo do perfusato (ml/g/

min.):
PP (mmHg)

FP  (ml/g/min.)

Escape Vascular (E): Consideramos haver presen
ca de escape renovascular quando, a pressdo ma
xima obtida com a infuséo de noradrenalina
(NOR) , registrava-se decréscimo da pressédo de
perfusdo, independentemente de situarem-se o0s
valores minimos ao final do periodo de infuséao
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:

W E = ——————ee x 100

Pmx é a pressado de perfusdo maxima obtida apés
a infusdo da substancia vasoconstrictora; Pmn
€ a prespdo de perfusdo minima observada duran
te a infusdo de NOR e Pi é a presséao de perfu-
sdo registrada imediatamente antes da i1nfusao

t

do a agonista.

I
Taquifilaxia: a observacao grafica das curvas

de infusdo de NOR caracterizam-se por uma ten-

déncia a queda dos valores tensionais maximos,
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ao longo de todo o experimento. Assim a obser
vacdo de trés curvas de iInfusdo de NOR inter-
caladas por periodos de lavagem da prepara-
cdo, mostra uma tendéncia ao decaimento dos
niveis tensionais. Inexistem expressdes mate-

maticas para a taquifilaxia.

2.4 - Protocolo de perfuséo

Logo apds colocacdo no sistema o rim era perfundi.

do com solucdo KH (mM/L: NaCl 120, KC1 3, MgSO~.VF™MO 0,62,

NaH2P0O4-H20 14, NaHCO™N 25, CaCl”~- 2H20 2, glicose 8) con-

tendo 1000 U de heparinaZlitro de solucdo, tendo os tempos
experimentails sido divididos em:

a) Periodo de Controle (20 minutos): necessario

a lavagem do leito vascular renal, retirada de restos

sanguineos e estabilizagdo da pressdo de perfuséo:

b) Periodos de Infusdo de Noradrenalina (20 minu-
tos) : compostos de 3 etapas, 1iniciada a primei,
ra imediatamente apdés o periodo de controle;

c) Periodos de Lavagem (10 minutos cada): lava-
gem com liquido de perfusato, intercalada aos

periodos, de infusdo de NOR.

Com excecdo dos experimentos com Colagenase e A-
zul de Metileno, todas as demais substancias estudatdas fo-
ram adicionadas a solucdo de KH. Os Ginkgolidios (BN 52021,
BN 52022 e BN"52024) e o inibidor de lipooxigenase EP

10 161,foram diluidos previamente em dimetilsulfoxido(DMSO).
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0 estudo dos efeitos dos varios tratamentos sobre

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

do com noradrenalina, ensejou a formacdo de quatro grupos

experimentais:

a)

b)

d)

Reatividade adrenérgica (n = 26)

a. | Rins com céapsula (n 6)
a.2 - Rins sem capsula (n 10)
a.s3 Rins perfundidos com dimetilsulfoxido

(DMSO) (n= 10)
Bloqueio da acéo 20)

b.! Infusdo de Colagenase

b.2 - Infusdo de Azul de Metileno (n = 6)

)

B. - Perfusédo com EP 10 161 (n
Estudo com Eterfosfolipidios (n = 14)

t. - Perfusdo com PAF (n = 7)

c.2 - Perfusédo com Liso-PAF (n = 7)
Blogqueio de receptores do PAF (n = 35)

@. - Com antagonistas naturails

d.1.1 - BN 52021 (n = 7)
d."l .2 4 BN 52022 (n = 7)

7)

d.2 - Com antagonista sintético ¢

d.1.3 - BN 52024 (n

d.2.1 - 48740 RP (n = 7) |
d.5 - Com antagonista farmacoldégico

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

- Reagentes utilizados no preparo da solucéo de
Krebs-Henseleit (NaCl, KC1, NaHCO”™, MgSO”, NaH2P04,

CaCl2, Glicose): Merck.

- Reagentes utilizados no preparo da solucido vasocons
trictora (Bitartarato de Noradrenalina, Acido Ascor

bico): Sigma.

- Solvente organico

Dimetilsulféxido: Merck

- Inibidores do Relaxamento Endotélio Dependente
Colagenase: Sigma
Azul de Metileno: Reagen

EP 10161: 1IHB - IPSEN (France)

- Anticoagulante

Heparina: Roche

- Anestésico

Pentobarbital sédico: Merck

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

fosfocolina)*
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Liso-PAF: Bachem, Switzerland
(1-alquil-2-1i1so-glicerofosftocolina).

Albumina bovina (Sigma)
2.5.8 - Antagonista do PAF

Ginkgolidio B (BN 52021), Ginkgolidio C (BN 52022)
e Ginkgolidio J (BN 52024): IHB-1PSEN, Le Plessis
Robinson, France

48740 RP: Rhone - Poulenc, France

WEB 2086: Baerhinger - Ingelheim, Germany

PAF e os ginkgolidios BN 52021, BN 52022 e BN
52024 foram-nos presenteados pelo Dr. Pierre Braquet, Labo-
ratorio de Pesquisas Henri Beaufour, Franca. 48740 RP e Li-
so-PAF foram-nos doados pelo Dr. Boris B. Vargaftig, Insti-
tuto Pasteur, Franca. WEB 2086 foi-nos gentilmente cedido

pelo Laboratério Boerhinger - Ingelheim, Alemanha.
2.6 - Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica
em computador PC com®programa STRATGRAPHICS, versado 210. Os
seguintes calculos foram efetuados: média, desvio padréao,
erro padrao da média, mediana, variancia e estatistica-t

com um nivel de confianca de 95%.

"

0 procedimento inicial objetivou a pesquisa de
flutuacdes de parametros nas populacdes (subgrupos) que com

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

Os efeitos dos varios tratamentos sobre a fisiolo
gia renal foram estudados através de analise de variancia
para comparacado de valores referentes a pressdo de perfu-
sdo, resisténcia e escape vascular, nas trés fases do expe-

rimento correspondentes & infusdo de noradrenalina.



3 - RESULTADOS

3.1 - Reatividade adrenérgica

Os resultados do estudo da reatividade adrenérgica

do rim de coelho perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit

(KH) e infundido com noradrenalina (NOR) sdo apresentados
nas Tabelas 11l, IV, V e VL. Neste grupo foram analisados
rins com capsula previamente removida (n = 10), rins com cap

sula Tntegra (n = 6) e rins com capsula removida e perfundi-
dos com dimetilsulfoxido (DMSO), solvente utilizado em prepa

racdes de outros subgrupos.
3.1.1 - Rins descapsulados

As Tabelas 111 e VI mostram os resultados dos pa-
rametros deste subgrupo. Os rins descapsulados foram utiliza
dos como controle de todos os experimentos. Durante os vinte
minutos iniciais da perfusdo, periodo no qual a preparacédo é
lavada com solucdo de»KH aerada, com pH 7.2 e temperatura de
37 + 19C, observa-se uma nitida tendéncia a estabilizacdo da
pressdo de perfusdo e aumento gradual do fluxo urinario. A
infusdo de NOR (1,3 x 10_6M) durante 20 minutos, sob fluxo
constanﬁs, detefmina rapido incremento da pressao de perfu-

sdo, a qual atinge seus mais altos valores durante os’prinmei,

ros 10 minutos (Figura 4). 0 fendbmeno do escape vascular po-
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TABELA 111 - Dinédmica de perfusédo de rins de coelho, descapsulados, perfundi-
dos com solucdo de Krebs-Henseleit e infundidos com noradrenali
na (1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média + E.P.M.

_ 3 isténci F. Urinario F. Perf.
PERTODO Tempo P. Perfusao Resisténcia
(min) (mmHg) (mmHg/ml/g/min)  (ml/g/min) (ml/g/min)
C 0 65,20 + 6,44
E 5 38,60 + 3,46
T 10 42,10 + 4,34 55,44 + 13,97 0,038 + 0,006 1,002 + 0,108
g 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
LAV 45 42,00 + 4,49
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 + 9,8 0,051 * 0,007 1,000 + 0,069
LAV 75 39,00 + 3,18
80 35,80 + %,98 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 infusdo de noradrenalina no rim de

coelho, 1isolado e perfundido, previamente descap
sulado (Rins Descapsulados).

a)

b)

c)

PP representa a pressao de perfusdao em rins
descapsulados, submetidos a infusdo repetida
de NOR (1,3 x 10 M), durante trés periodos
consecutivos de 20 minutos-

AP representa a diferenca entre os valores
pressoricos basais e os picos resultantes da
infusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C, D).

Resultados referentes a 10 experimentos (n =
10), expressos em média + E.P._M.
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de ser observado ja nos primeiros 5 minutos da infusao de
NOR e se continua durante todo o periodo de infusdo do a a-
gonista (Figura 4). A resisténcia vascular também sofre
substancial incremento e concomitantemente observa-se mar-
cante reducdo do fluxo urinario, enquanto o Fluxo do perfu-

sato tende a se manter inalterado.

Ap6s o primeiro periodo de infusdo de NOR, a lava
gem com solucdo de KH durante 10 minutos, permite a recupe-
racido da preparacao, fazendo cair a pressdo de perfusédo e a
resisténcia para niveis basais, enquanto o fluxo urinario
aumenta para valores superiores aqueles do periodo contro-

le (Tabela I11).

A 1nfusdo de NOR nas duas etapas subsequentes, ca
da uma de 20 minutos, Iintercaladas por lavagem durante 10
minutos, mostra respostas nitidamente taquifilaticas. A
pressdo de perfusdo maxima atinge valores menores a cada no
va infusdo do a agonista (Figura 4), sendo acompanhada tam-

bém de decréscimo acentuado da resisténcia vascular.

O fluxo urinario cai durante a infusdo do a ago-
nista, mas os valores registrados durante as duas etapas
sdo maiores que o0s observados durante a primeira curva de

NOR (Tabela I11).

A percentagem de escape vascular tende a d,iminuir
nas duas infusbes subsequentes conforme pode ser observado
na Tabela VI. A _Figura 4 mostra a representacdo grafica do
escape e taquifilaxia noradrenérgicos neste subgrupo con-

trole.
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TAPETA IV - Sumario da dinamica de perfusédo de rins de coelho com céapsula re
nal, perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit e infundidos com

noradrenalina (1,3 x Resultados expressos em média +E.P_H
PERTODO Tempo P. Perfuséo Resisténcia F. Urinario F. Perf.
(min) . (mmHg) (mmHg/ml/g/min) (ml/g/min) (ml/g/min)
C 0 108,33 + 10,75
N 5 79,33 + 9,03
T 10 79,66 £+ 9,44 74,84 + 11,90 0,076 + 0,021 1,261 * 0,100
g 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
LAV 45 47,33 + 2,82
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
LAV 75 41,00 + 1,75
80 38,00 + 2,50 40,14 + 5,35 0,08 + 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 infusdo noradrenalina no rim de coe-

lho, isolado e perfundido, com capsula renal i1n-
tegra (Rins Capsulados)

2)

b)

PP representa a pressdo de perfusao em rins
capsulados submetidos & infusdo de NOR (1,3
X 10_6M), durante trés periodos consecutivos
de 20 minutos, intercalados por 10 minutos
de lavagem.

AP representa a diferenca entre os valores
pressoricos basais e os picos resultantes da
infusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C,.D).

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

As Tabelas 1V e VI mostram o sumario dos parame-
tros analisados neste subgrupo. A presenca da capsula renal
interfere seguramente com a expressdo da dinédmica de perfu-
sdo, notadamente com a pressdo e com a resisténcia vascula-
res, as quais apresentam valores médios mais elevados que
0s subgrupo controle ao longo das trés etapas de infuséo
de NOR (p < 0,001). Neste subgrupo experimental a presséao
de perfusdo se manteve sempre acima de 150 mmHg durante as
curvas de infusdo do aagonista, partindo de niveis basais
também mais elevados do que aqueles observados nos rins des
capsulados (Tabela 1V). 0Os fluxos urinario e do perfusato

comportaram-se similarmente aos do subgrupo controle descap

sulado,o0 mesmo ocorrendo com a resposta taquifilatica da
preparacao
Houve reducéo significativa (p < 0,05) nas rea

cdes de escape vascular renal, notadamente nas duas primei_

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

A Figura 5 mostra a expressdo grafica do escape

e da taquifilaxia em rins capsulados.

3.1.3 - Rins perfundidos com DMSO

As Tabelas V e VI mostram os parametros fisioldégi
cos estudados neste grupo. Para determinar a possivel inter
feréncia do DMSO na funcédo renal foram utilizados rins des-

capsulados infundidos com solucdo de KH e DMSO a 0,65%., nas mes
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TABELA V - Parametros da perfusdo de rins de coelhos, descapsulados, perfundi
dos com solucdo de Krebs-Henseleit e dimetilsulfoxido ( 0,65%0 ),
infundidos com noradrenalina (1,3 X 10_6M). Rsultados expressos em
média + E.P_M.

PEKtCOO Ten,p0  P. Perfuséo Resisténcia F. Urinario F. Perf
(min) (nmHq) (irraHg/ml/g/min) ~ (ml/g/min) (ml/g/min)
C 0 52,20 ¥ 5,62
; 5 31,60 & 4,73
T 10 36,20 ¥ 4,96 35,38 + 4,30 0,035 0,010 1,212 + 0,069
g 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
+
LAV 45 34,80 3,98
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 t 10,42 121,68 * 12,13 0,037 t 0,005 1,063 0,039
LAV 75 33,40 + 3,87
80 32,00 * 3,53 31,91+t 4,79 0,067 + 0,013 1,09 + 0,065
85 116,40 * 6,94
NOR 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 dimetilsulféoxido (DMSO) (0,65%) no rim
de coelho isolado e perfundido, submetido a infu-

sdo de noradrenalina.

a)

b)

PP representa a pressdo de perfusdo em rins
submetidos a4 infusdo de NOR (1,3 x 10 ~M) du-
rante trés periodos consecutivos intercalados
por lavagens da preparacdo.

AP representa a diferenca entre os valores da
pressado basal e dos picos resultados da infu-
sao de NOR a intervalos de 5 minutos (A, B,
C, D).

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



DMSO
AP -n. - 10

pPp
mmHg

A" B" C" D"



72

mas condicdes experimentais ja citadas. A pressao de perfu-
sdo, apos atingir a estabilidade no periodo de controle,
tende a elevar-se rapidamente quando a infusdo de NOR é
iniciada. H& retorno rapido aos niveis basais pré-infuséao
imediatamente apds cessar o fluxo do a agonista, permanecen
do assim durante todo o periodo de lavagem da preparacao. 0
fluxo urinario 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 periodo de infusdo de NOR, respectivamente, a seme
Ihangca do que ocorreu com o grupo controle descapsulado.Tan
to a pressédo de perfusdo como a resisténcia vascular evolui
ram com valores superiores aqueles observados nos rins des-
capsulados (Tabela V), embora tenha sido mantida a resposta

taquifilatica da preparacdo (Figura 6).

A percentagem de reacgOes de escape observada na
primeira e segunda curvas de NOR também sdo menores que as
do grupo controle descapsulado e se mantem inalterada entre
0 segundo e terceiro periodo de iInfusdo da substancia vaso-

constrictora (Tabela VI).

3.2 - Bloqueio do EDRF

Os experimentos deste grupo foram realizados va-
rios meses antes da elucidacdo da natureza quimica do EDRF.
Ja& era descrito amplamente o fenbmeno da vasodilatacdo de-
pendente- do endotélio e inumeras substancias, por mecanis-
mos ainda ndo esclarecidos, iInibiam a resposta relaxadora

endotélio-dependente mediada pelo EDRF.



TABELA V1 - Percentagem de escape vascular a4 NOR (1,3 x 10-6M) observada em rins de coelho

descapsulados previamente, com capsula mantida e perfundidos com dimetilsul foxi-
do (DMSO). Resultados expressos em média + E.P._M.

SUBGRUPOS Nn() C.[b) C2 C3
Descapsulados 10 50,32 t 4,61 31,87 t 3,81 22,65 * 4,22
* *
Capsulados 6 28,33 * 2,59 17,19 t 2,47 13,94 + 1,18
*
DMSO 10 30,77 t+ 3,71 22,22 t+ 2,23 22,43 * 4,69

() Numero de rins estudados
(biCr, e correspondem aos periodos de infusdo de NOR

Niveis de significadncia: * p < 0,05 ** p < 0,001 *** p < 0,0001

]
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A hipotese de que o escape vascular renal pudes-
se estar vinculado &8 |liberacdo de EDRF e o reconhecimento
deste mediador como capaz de ser produzido pelo endotélio
vascular mesmo na auséncia de estimulacdo, sugeriu-nos que
o0 uso de bloqueadores poderia resultar numa apreciavel redu

cdo ou abolicdo do fendbmeno vascular.

Os resultados dos parametros analisados no grupo
de Blogueadores de EDRF podem ser vistos nas Tabelas VI,
VIII, IX e X. Foram estudados rins infundidos com Azul de

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

(in = 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 ndo 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 periodo de lavagem e a segunda in

fusdo de NOR. Imediatamente, apd6s cessar o fluxo do coran-

te, fToi iniciada a infusdo de NOR o que determinou um rapi-
do aumento da pressdo de perfusdo e da resisténcia vascular
(Tabela VII). Nas infusdes subsequentes de NOR a resposta
pressorica fol maior que a observada no subgrupo controle

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

tica (Figura 7)-
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tabela VIl - Efeitos da infusdo de azul de metileno (0,1%) no rim de coelho

PERTODO

mroOoOxXx—4XOoOO

NOR

LAV

AM

NOR

LAV

NOR

perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit e submetido & vaso-
constricgao com noradrenalina (1,3 x 10_6M). Resultados em mé-

dia + E.P.M.
Tempo P. Perfuséo Resisténcia F. Urinario F. Perf.
(min) (mHq) (mHg/mi/g/min)  (mi/g/min) (m1/g/min)
0 61,66 + 8,98
5 55,33 + 5,88
10 55,00 + 5,67 45,44 + 4,85 0,082 + 0,013 1,254 + 0,054
15 57,66 + 4,90
20 59,33 + 4,69 59,22 + 6,48 0,087 + 0,014 1,016 + 0,055
25 167,66 + 12,74
30 167,66 + 5,06 149,26 + 12,43 0,061 + 0,008 0,195 + 0,083
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 + 3,02
50 51,33 + 4,08 45,50 + 3,68 0,118 + 0,022 1,217 + 0,072
5 64,33 + 4,52
10 70,66 + 2,53 56,09 + 5,13 0,143 + 0,024 1,193 + 0,054
55  157.,00 + 8,28
60 164,16 + 6,54 141,14 + 10,39 0,065 + 0,014 1,157zt 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 + 3,35
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 + 0,060
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, 1solado e perfundido.

a)

b)

d)

PP representa a pressado de perfusdo em rins
submetidos & infusdo de NOR (1,3 x 10 M) em

trés periodos consecutivos.

Solucdo de Azul de Metileno a 0,1% foi infun-
dida (0,1ml/min) durante 10 minutos, apdés o
primeiro periodo de lavagem e iImediatamente
antes da segunda curva de infusdo de NOR.

AP representa a diferenca entre os valores da
pressado basal e dos picos resultantes da infu
sdo de NOR a 1intervalos de 5 minutos (A, B,
C, D).

Resultados referente a 6 experimentos (n =
6), expressos em média + E.P._M.

76
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0 escape vascular n&o apresentou reducao signifi-
cativa na segunda e terceira curvas de NOR, embora este
subgrupo tenha apresentado também baixos Ti1ndices de escape
na primeira infusdo da substéncia vasoconstrictora, quando

a preparacdo ainda nédo havia sido submetida ao azul de meti

leno (Tabela X).

3.2.2 - Rins infundidos com colagenase

A desendotelizacdo quimica do leito arterial re-
nal foi obtida com o emprego de colagenase (320ui/min), In-
fundida com fluxo constante durante 15 minutos, iImediatamen
te antes da primeira infusdo de NOR. Os resultados deste

subgrupo podem ser observados nas Tabelas VIII e X.

A pressao de perfusédo, assim como também a resis-
téncia, sofreram incremento rapido com o inicio da infusao
de NOR, decrescendo durante os periodos de lavagem da prepa
racdo, demonstrando que a auséncia do endotélio nédo alterou
a resposta noradrenérgica. O comportamento da pressao de
perfusdo ao longo de todo o experimento também foi taquifi-
latica (Figura 8). Os resultados relativos & pressdo de per
fusdo e & resisténcia foram idénticos aos do subgrupo con-
trole. O aspecto mais chamativo na analise dos parametros
deste subgrupo foi a intensa retracdo do volume urinario, i
niciada logo no primeiro periodo de infusdao de NOR, conti-
nuando-se durante todo o experimento, Tfazendo desaparecer o
caracteristico aumento do Ffluxo urinario que acompanha o pe

riodo de lavagem, quando cessam os efeitos do a agonista.



TABELA V111 - Efeitos da infusdo colagenase

PERTODO

mrroOXxm—4=Z200

O>roo

NOR

LAV

NOR

LAV

NOR

Tempo

(min)
0
5

10
15
20

25
30
35

25
30
35
40

45
50

55
60
65
70

75
80

85
90
95
100

perfusdo renal de rins de coelho perfundidos com solucéo

79

(320Ul/min.) sobre a dinédmica de

de

Krebs-Henseleit e submetidos & vasoconstriccdo com noradrenali-

na (1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média + E.P.M.

P. Perfusao

(irniHa)
62,85 + 9,43
44,28 + 4,89
39,71 + 6,34
38,00 £+ 4,61
36,28 + 4,74
44,85 + 4,24
44,28 + 4,01
44,85 + 4,48

113,71 + 23,93
109,14 + 26,02
106,85 + 25,85
107,42 + 26,03
24,28 + 8,79
21,42 + 9,14
88,00 + 15,72
87,71 + 15,39
83,42 + 15,21
80,85 + 15,09
23,42 + 5,95
16,00 + 5,56
75,14 + 12,21
71,42 + 11,97
69,42 + 11,39
67,71 + 11,28

Resisténcia
(mmHg/ml/g/min)
35,90 + 4,32
32,11 + 2,62
24,91 + 3,85
94,96 + 31,96
97,65 + 30,13
17,78 + 6,89
72,90 + 15,92
68,46 + 13,85
17,44 + 5,09
60,42 + 13,14
57,35 + 11,71

F. Urinario

(ml/g/min)
0,050 + 0,004
0,040 + 0,004
0,057 = 0,004
0,015 + 0,003
0,009 = 0,002
0,008 + 0,002
0,006 + 0,004
0,005 + 0,001
0,007 + 0,002
0,005 + 0,001
0,004 + 0,001

F. perf.
(ml/g/min)
1,466 + 0,136
1,168 + 0,118
1,931 + 0,206
1,410 + 0,183
1,232 + 0,135
1,387 + 0,123
1,297 + 0,141
1,239 + 0,119
1,350 + 0,139
1,312 + 0,149
1,276 = 0,131



TABELA VIII - Efeitos da infusdo colagenase

PERTODO

m—roOoOxo—H4=Z200

O>roo

NOR

LAV

NOR

LAV

NOR

Tempo

(min)
0
5

10
15
20

25
30
35

25
30
35
40

45
50

55
60
65
70

75
80

"85
90
95

100

perfusdo renal de rins de coelho perfundidos com solucéo

79

(320il/min. ) sobre a dinamica de

de

Krebs-Henseleit e submetidos & vasoconstricgdo com noradrenali-

na (1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média + E.P.M.

P. Perfuséao

(nrnHg)
62,85 + 9,43
44,28 + 4,89
39,71 + 6,34
38,00 + 4,61
36,28 + 4,74
44,85 + 4,24
44,28 + 4,01
44,85 + 4,48

113,71 = 23,93
109,14 + 26,02
106,85 + 25,85
107,42 + 26,03
24,28 + 8,79
21,42 + 9,14
88,00 + 15,72
87,71 + 15,39
83,42 + 15,21
80,85 + 15,09
23,42 + 5,95
16,00 + 5,56
75,14 + 12,21
71,42 + 11,97
69,42 + 11,39
67,71 + 11,28

Resisténcia
(mmHg/ml/g/min)
35,90 + 4,32
32,11 + 2,62
24,91 + 3,85
94,96 + 31,96
97,65 + 30,13
17,78 + 6,89
72,90 + 15,92
68,46 + 13,85
17,44 + 5,09
60,42 + 13,14
57,35 + 11,71

F. Urinario

(ml/g/min)
0,050 + 0,004
0,040 + 0,004
0,057 + 0,004
0,015 + 0,003
0,009 + 0,002
0,008 + 0,002
0,006 + 0,004
0,005 + 0,001
0,007 = 0,002
0,005 + 0,001
0,004 + 0,001

F. f£erf.
(ml/g/min)
1,466 + 0,136
1,168 + 0,118
1,931 + 0,206
1,410 + 0,183
1,232 + 0,135
1,387 + 0,123
1,297 + 0,141
1,239 + 0,119
1,350 + 0,139
1,312 + 0,149
1,276 + 0,131



FIGURA 8 -

Efeitos da infusdo de colagenase (320Ul) sobre o

rim de coelho, 1isolado e perfundido.

a)

b)

d)

PP representa a pressédo de perfusdo em rins
submetidos a infusdo de NOR (1,3 x 10 ™M), em
trés periodos consecutivos de 20 minutos iIn-
tercalados por 10 minutos de lavagem de prepa-
racao.

Colagenase (320UI/min) foi infundida durante
15 minutos antes do primeiro periodo de iInfu-
sdo de NOR.

AP representa a diferenca entre os valores da
pressdo basal e os picos de resultantes da 1In-
fusdo de NOR a i1ntervalos de 5 minutos (A, B,
C, D

Resultados referentes a 7 experimentos (n =
7), expressos em média + E.P._M.



co
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TABELA IX - Efeitos do EP 10161 (3,4 x 10 M) sobre o rim de coelho perfundi

do com solucdo de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina
(1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média + E.P_M.

PERTODO Tempo P. Perfusdo Resisténcia F. Urinario F. Perf.
(min) (mmHg) (mmHg/ml/g/min) (ml/g/min) (ml/g/min)
C
0 0 64,28 + 3,97
¥ 5 41,00 + 3,57
R 10 38,71 + 2,89 42,89 + 4,63 0,083 + 0,004 1,175 + 0,091
E 15 42,42 + 3,74
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
LAV 45 38,57 + 4,42
50 35,71 + 3,27 34,38 + 4,27 0,162 + 0,023 1,105 + 0,084
55 68,85 t+ 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
LAV 75 38,28 + 3,49
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



5
FIGURA 9 - Efeitos do EP 10161 (3,4 x 10— M), inibidor de
lipooxigenase, sobre o rim de coelho, isolado e
perfundido

a) PP representa a pressao de perfusdo em rins
submetidos & infusdo de NOR (1,3x10_6M), em
trés periodos consecutivos intercalados por
periodos de lavagem.

b) Rins foram perfundidos com solucido de Krebs-

Henseleit contendo o inibidor de lipooxigena-
se EP 10161 (3,4 x 10*5M).

c) AP representa a diferenca entre os valores da
pressédo basal e os picos resultantes da infu-
sdo 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

, isolado de coelho infundido com NOR (1,3 X 10_6). Resultados expressos

em média
t+ E.P.M.
SUBGRUPOS 112) rr‘,i(b> c2 C3

*
Azul de Metileno 6 28,53 t 2,11 22,03 + 3,39 19,49 + 4,16
Colagenase 7 34,06 * 7,65 24,95 + 3,28 22,05 + 3,60

A *

EP 10161 7 52,01 * 7,45 28,13 + 7,55 4,76 + 4,41
(a) Numero de rins estudados
() Cp e correspondem aos valores de escape observados durante os periodos de infusado

de NOR

Niveis de significancia: * 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 analise 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 ultimo periodo de infusédo do vasoconstrictor, com
a abolicdo quase completa do fenbmeno do escape noradrenér-

gico (Tabela X).

3.3 - Estudo com eterfosfolipidios

A. disponibilidade de Fator de Ativacdo de Plaque-
tas sintético, permitiu a observacdo de seus efeitos re-
nais, através da adicdo do mesmo em solucdo de KH e infuséo
no rim isolado de coelho. Por suas propriedades vasodilata-
doras e hipotensoras, e ainda por ser produzido por células
renais, Toli aventada a possibilidade da participacdo do PAF
no mecanismo do escape vascular renal. 0 Liso-PAF, analogo
destituido de acédo farmacoldégica, foi empregado como contro
le negativo na avaliacdo dos paréametros 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 sdo apresentados nas Tabelas XI,

X1l e XIIL.

3.3.1 - Perfusdao com PAF

A infusdo de solucdo de KH contendo Fator de Ati-
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TABELA X1 - Efeitos do PAF (2,76 x 10_6M) no rim de coelho perfundido com so

lucdo de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina
10-"M) . Resultados expressos em média = E.P.M.

PERIODO Ta"E°

mroOoOxm—14=Z200

NOR

LAV

NOR

LAV

NOR

(min)
0
5

10
15
20

25
30
35
40

45
50

55
60
65
70

75
80

85
90
95
100

P- PerfusSo
(mmHg)
57,19 + 6,32
43,19 + 4,80
43,42 + 5,17
40,85 * 4,57
40,00 + 4,08
126,85 + 11,65
119,14 + 10,65
100,57 + 9,42
88,28 t 7,60
38,57 t* 4,50
35,19 * 3,10
90,00 * 9,55
82,85 * 8,84
77,71 t 8,32
. 74,57 t 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

Resisténcia F. Urinario

(mmHg/ml/g/min)
35,31 =+ 4,77
39,77 + 4,60
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

(ml/g/min)
0,058 + 0,010
0,057 + 0,009
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

(1,3

F. Perft.

(ml/g/min)
1,299 + 9,127
1,049 £ 0,108
1.125 + 0,099
1,157 + 0,095
1,149 + 0,07¢
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, 1isolado e perfundido.

2)

b)

d)

PP representa a pressido de perfuséo em rins
submetidos 4 infusdo de NOR (1,3 x 10_6M),em
trés periodos consecutivos intercalados com
etapas de lavagem.

Rins foram perfundidos com solucdo de Krebs-
Henseleit contendo PAF (2,76 x 10_@M).

AP representa a diferenca entre os valores
da pressdo basal e os picos resultantes da
infusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C, D).

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



AP
mm.Hg
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vacdo de Plaquetas (PAF), na concentragéo de 2,76 x 10_6M,

permitiu a observacdo de alteracbdes da reatividade noradre-
nérgica de rins descapsulados, conforme protocolo ja descri
to. Tanto a pressdo de perfusdao como a resisténcia vascular
ndo mostraram diferencas significativas, 0 mesmo ocorrendo
com o Fluxo urinario e do perfusato (Tabela X1). A perfusao
com o PAF ndo diminuiu o incremento pressorico determinado
pela infusdo de NOR, e manteve o carater taquifilatico da

resposta adrenérgica (Figura 10).

Os valores do escape vascular mostraram resulta-

dos semelhantes aos do subgrupo controle (Tabela XI1I11).

3.3.2 - Perfusdao com Liso-PAF

A perfusdo de rins descapsulados com solucdo de
KH contendo Liso-PAF na concentracdo de 3,23 x 10-™M, produ
ziu resultados que diferiram do subgrupo controle no tocan-
te & pressao de perfusao e resisténcia vascular. Aqui foi
observado uma tendéncia a niveis tensionais mails baixos que
os verificados no subgrupo controle (Tabela XI1), com difé-
rencas significativas quanto & pressao de perfusdo nas duas
ultimas curvas de NOR (p < 0,001). A resisténcia vascular
diminuiu significativamente (p < 0,05) nas duas ultimas eta
pas de infusdo do a agonista. A taquifilaxia também ocorreu
com as trés sucessivas infusbes de NOR (Figura 11). Entre-
tanto a percentagem de escape vascular apresentou resulta-

dos significativamente elevados como resposta a infusédo do

a agonista. Nos trés periodos de vasoconstricgdo a percenta
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tabeta X1l - Efeitos do Liso-PAF (3,23 X 10 M) no rim de coelho perfundida
com solucdo de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenaling
(1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média + E.P.M.

PERTODO Tempo P. Perfusao Resisténcia F. Urinario F. Perf.
(min) (mmHg) (rnmHg/ml/g/min)  (ml/g/min) (ml/g/min)
C 0 57,14 + 9,43
‘[\)l 36,85 + 6,48
T 10 34,00 + 4,70 30,99 + 4,15 0,064 + 0,017 1,357 + 0,048
5 15 40,85 + 3,57
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
JUAV 45 31,71 + 0,94
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
LAV 75 35,14 + 2,79
80 32,00 + 1,51 27,31 + 1,94 0,107 + 0,013 0,156 * 0,05C
85 71,74 + 4,40
NOR 90 68,57 + 4,10 56,49 + 3,14 0,081 + 0,014 1,250 + 0,05(
95 58,00 + 3,16
100 53,71 + 4,07 45,24 + 2,80 0,090 + 0,017 1,241 =+ 0,05"



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

de
a)

b)

d)

coelho, 1isolado e perfundido.

PP representa a pressao de perfusdo em rins
submetidos a infusdo de NOR (1,3 x 10_6M),em
trés periodos consecutivos intercalados com
etapas de lavagem.

Rins foram perfundidos com solucédo de ngbs—
Henseleit contendo Liso-PAF (3,23 x 10 M).

AP representa a diferenca entre os valores
da pressédo basal e os picos resultantes da
infusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C, D).

Resultados referentes a 7 experimentos (n =
7), expressos em média + E.P._M.
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TABELA X111 - Efeitos da infusdo 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 iInfundidos com NOR (1,3 X
10-"M). Resultados expressos em média + E.P._M.

SUBGRUPOS

I+

PAF 7 45,85 7,23

I+

6,52 32,87

I+

7,01 33,49

I+
1+

Liso-PAF 7 65,74 + 6,40% 46,31 + 4,51 51,21 + 7,39

() Numero de experimentos realizados
(b) Periodos de infusdo de NOR durante os quais sado observados o0s escapes

Niveis de significancia: * p < 0,05 ** p < 0,001 *** p < 0,0001

kD
ui
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gem de escape fToi superior aos valores observados no sub-
grupo controle de rins descapsulados (Tabela XI11), apresen
tando valores significativamente elevados na primeira (p <

0,001) e ultima curva de iInfusdo de NOR (p < 0,001).

3.4 - Bloqueio de receptores do PAF

A utilizacdo de iInibidores especificos do PAF ob
jetivou a analise de sua possivel participacdo na génese do
escape renovascular. A 1nibicdo competitiva de receptores
celulares do fosfolipidio foi conseguida mediante o emprego
de diferentes antagonistas de origens bioquimicas distin-
tas mas, possuidores todos eles, de reconhecida poténcia i-

nibitéria sobre as inumeras acdes bioldgicas do PAF.

Neste grupo foram utilizados rins descapsulados
e perfundidos com solucdo de KH na qual foram diluidos os
antagonistas, obedecendo ao protocolo de perfusdo ja 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 farmacoldgico WEB 2086 (n

7), tém 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 ginkgolidio B é considerado o antagonista de
maior afinidade pelo receptor celular de PAF dentre a sé-
rie de compostos extraidos da Ginkgo biloba. Os efeitos do
BN 52021 na concentracdo de 3,05 x 10_5M, adicionado ao li-
quido de perfusdo, se caracterizaram essencialmente por e-
levacdo da pressao de perfusdo durante a infusdo de NOR,
com marcada tendéncia para a manutencdo desses niveis signi
Fficativamente elevados ao longo dos periodos de 20 minutos
correspondentes a acdo do a agonista (p < 0,01). Contrapon-
do-se a esse fato, a cada periodo de lavagem a pressao de
perfusdo atingia niveis progressivamente menores, sempre in
feriores aos valores basais do periodo de controle ou de es
tabilizacdo. A resisténcia vascular acompanhou de perto a
tendéncia pressorica, mantendo valores mais elevados que os
do subgrupo controle, notadamente na segunda (p < 0,05) e
na terceira (p < 0,001) curvas de infusdao da substancia va-

soconstrictora (Tabela XI1V).

Com estas caracteristicas na dinamica de perfu-
sdo renal o subgrupo do BN 52021 mostrou uma significativa
reducdo na taquifilaxia, o que pode ser melhor observado na
Figura 12. 0 escape vascular teve uma diminuicdo significa-
tiva (p,< 0,01) na primeira curva, em relagcdo aos controles
e manteve os mesmos niveis nos dois periodos seguintes da

infusdo de NOR (Tabéla XIX).
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TABELA X1V - Efeitos do BN 52021 (3,05 x 10—5M) no rim de coelho perfundido

com solucdo de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina
(1,3 x 10“M). Resultados expressos em média + E.P.M.

Tempo P. Perfusato Resisténcia F. Urinario F. Perf.
PERIODO
(min) (mmHg) (mmHg/ml/g/min)  (ml/g/min) (ml/g/min)
C 0 62,85 + 8,13
ﬁ 5 56,57 * 6,30
T 10 48,00 * 7,89 44,73 + 4,87 0,042 + 0,009 1,351 + 0,139
g 15 52,85 * 4,54
L 20 54,00 * 4,71 51,08 + 5,41 0,042 + 0,009 1,111 * 0,128
E
25 148,00 + 11,02
NOR 30 160,00 + 5,46 141,71 + 15,46 0,053 + 0,011 1,162 + 0,115
35 148,57 + 4,21
40 145,42 + 2,85 135,12 + 13,31 0,040 + 0,013 1,167 + 0,124
LAV 45 46,42 3,51
50 44,14 3,59 41,20 5,83 0,078 0,017 1,198 * 0,124
55 140,00 + 5,08
NOR 60 137,71 + 3,60 128,58 + 12,88 0,047 + 0,013 1,158 + 0,123
65 131,71 * 2,90
70 130,57 * 4,55 119,98 + 10,76 0,045 + 0,013 1,165 + 0,129
LAV 75 31.71 + 7,08
80 33.71 + 5,07 38,79 + 5,43 0,091 + 0,025 1,157 = 0,117
85 128,57 + 1,79
\OR 90 132,28 + 2,87 119,70 + 12,40 0,046 + 0,011 1,164 + 0,111
95 128,85 + 2,55
100 123,45 + 2,73 113,16 + 10,57 0,51 + 0,012 1,181 #* 0,111



FIGURA 12 - Efeitos do BN 52021 (3,05 x 10—5M) sobre o rim

de
a)

b)

c)

d)

coelho, isolado e perfundido.

PP representa a pressado de perfusdo em rins
submetidos & infusdo de NOR (1,3 x 10L6M),em
trés periodos consecutivos de lavagem.

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

AP representa a diferenca entre os valores
da pressédo basal e os picos resultantes da
infusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C, 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 ginkgolidio C foi perfundido juntamente com so-
lucdo de KH, na concentracéo de 2,27 x 10 e resultou em
alteracbes que se caracterizaram por acentuada reducéo da
resisténcia vascular e do fluxo urinario, notadamente na
altima curva de infusdo de NOR (p < 0,05). A pressao de per
fusdo mostrou niveis discretamente mais elevados que os do
grupo controle, notadamente nos dois ultimos periodos de in
fusdo do a agonista (p < 0,001) , ndo podendo portanto ser
responsabilizada pela expressiva diminuicdo da resisténcia
vascular observada nesse subgrupo (Tabela XV). Vale ressal
tar ainda o carater taquifilatico 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 ginkgolidio J adicionado & solucdo de KH foi u
tilizado, na concentracdo de 2,35 X 10_6M, como controle
negativo devido a pouca afinidade pelo receptor de PAF, 0
que lhe confere uma poténcia antagbnica bem menor que a do

BN 52021.

Neste subgrupo os resultados observados na prejs

sdo de perfusdo mostram uma elevacdo sustentada durante as
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. 5 S
TABELA XV - Efeitos do BN 52022 (2,27 x 10— M) no rim isolado de coelho per-
fundido com solucdo de Krebs-Henseleit e infundido com noradrena
lina (1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média = E.P.M.

PERTODO Tempo P. Perfuséao Resisténcia F. Urinario F. Perf.
(min) (mHg) (mnHg/mi/g/miny  (ml/g/min) (m1/g/min)

c

0 0 48,57 + 7,68

! 5 42,85 + 5,66

R 10 45,14 + 5,00 46,19 + 10,32 0,034 + 0,006 1,091 + 0,114

> 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

\OR 30 128,00 + 10,37 151,23 + 18,93 0,040 + 0,003 1,001 + 0,114
35 120,00 + 8,48
40 118,28 + 8,37 137,10 + 17,68 0,045 + 0,008 0,903 + 0,086

LAy 45 38,85 + 4,68
50 37,28+ 4,31 41,58 + 7,34 0,060 + 0,005 0,965 + 0,005
55 103,71 + 7,10

\OR 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

LAy 75 36,14 + 4,79
80 34,71 + 561 15,39 + 5,8 0,041 + 0,010 0,868 * 0,072
85 92,57 + 4,42

\oR 90 96,57 + 4,51 29,58 + 11,20 0,027 + 0,010 0,787 + 0,096
05 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, 1isolado e perfundido.

a)

b)

d)

PP representa a pressdo de perfusdo em rins
submetidos a infusdo de NOR (1,3 x 10_6M),em
trés periodos consecutivos intercalados com
etapas de lavagem.

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

AP representa a diferenca entre os valores
da pressdo basal e os picos resultantes da
infusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C, D).

Resultados referentes a 7 experimentos (n =
7), expressos em média = E.P._M.
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TABELA XVI - Efeitos do BN 52024 (2,35 x 10_6M) no rim de coelho perfundido
com solucdo de Krebs-Henseleit e infundido com noradrenalina
(1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média + E.P.M.

PERTODO Tempo .P. Perfuséo Resisténcia F. Urinario F. Perf.
(min) (mmHQ) (mmHg/ml/q/min)  (ml/g/min) (ml/g/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

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

LAV 45 22,00 + 3,59
50 20,57 + 2,20 12,43 + 1,70 0,085 + 0,016 1,622 + 0,105
55 126,00 + 4,28

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

LAV 75 22,00 + 2,42
80 20,85 + .2,13 12,9 + 1,11 0,116 + 0,022 1,646 = 0,095
85 122,85 + 4,73

NOR 90 128,28 + 4,67 83,54 + 7,84 0,055 + 0,006 1,468 + 0,104
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

2)

b)

d)

coelho, isolado e perfundido.

PP representa a pressao de perfusdo em rins
submetidos & infusdao de NOR (1,3x10_6M),em
trés periodos consecutivos intercalados com
etapas de lavagem.

Rins foram perfundidos com solucéo de Krebs-
Henseleit contendo BN 52022 (2,47 x 10 'M).

AP representa a diferenca entre os valores
da pressédo basal e os picos resultados da in
fusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C, 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 solucdc de Krebs-
Henseleit contendo (2,35 x 10 ~M) de BN 52024.

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

c) Resultados expressos em média +* E.P.M.
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trés curvas de infusdo de NOR (p < 0,05) , com acentuada que
da dos niveis presscricos durante os periodos de lavagem,
fazendo-os atingir indices bastante criticos. A resisténcia
vascular mostrou valores semelhantes aos do subgrupo controle,
o mesmo ocorrendo com os fluxos urinario e do perfusato (Ta
bela XVI1). A tendéncia & manutencdo dos elevados valores da
pressdo de perfusdo durante todos os periodos de infusdo do
a agonista, resultou na abolicdo da taquifilaxia noradrenér

gica conforme pode ser observado na Figura 14.

O resultado da auséncia de dessensibilizacdo a
NOR apresentada pela preparacdo submetida & acdo do BN
52024, pode ser traduzida pelo bloqueio quase completo das
reacdes de escape vascular renal nesse subgrupo, ocorrendo
indistintamente nos trés periodos de infusdao de NOR (Tabela

X1X) .

3.4.2 - Antagonista sintético

48740 RP, produto de sintese com propriedades an-
tagbnicas ao PAF, foi diluido em solucédo de KH e perfundido
em rins descapsulados na concentracdo de 10~"M, nos tempos
experimentais ja citados. Os resultados referentes a esse

subgrupo podem ser analisados nas Tabelas XVII e XIX.

A principal alteracdo decorrente do tratamento da
preparacdo com o antagonista sintético caracterizou-se por ma
nutencado dos niveis de resisténcia vascular durante todo o
experimento, mesmo quando a pressao de perfusdo decresceu,

como era esperado, devido ao fendbmeno da taquifilaxia nora-
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TABELA. XVI1 - Efeitos do 48740 RP (10 5M) no rim isolado de coelho perfundi.

do com solugcdo de Krebs-Henseleit e infundido ccm noradrenali
na (1,3 x 10_6M). Resultados expressos em média + E.P.M.

PERTODO Tempo P. Perfuséao Resisténcia F. Urinario F. Perft.
(min) (mmHg) (mmHg/ml/g/min)  (m1/g/min) (ml/g/min)
C
0 62,85 t+ 6,30
¥ 30,71 * 4,10
R 10 30,42 + 2,81 31,52 t 4,56 0,047 + 0,009 1,076 * 0,176
E 15 36,57 + 3,95
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 08,28 *+ 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 t 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 *t 10,91
70 86,85 + 11,44 110,95 t 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 t 8,29
NOR 90 82,57 + 9,34 101,44 t+ 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



FIGURA 17 - Efeitos do 48740 RP (10—5M) sobre o rim de coe
Iho, i1solado e perfundido.

a)

b)

©)

d)

PP representa a pressao de perfusdo em rins
submetidos & infusdo de NOR (1,3 X 10:6M),em
trés periodos consecutivos intercalados com
etapas de lavagem.

Rins foram perfundidos com soluggo de Krebs-
Henseleit contendo RP 48740 (10_ ).

AP representa a diferenca entre os valores
da pressao basal e os picos resultantes da
infusdo de NOR a intervalos de 5 minutos (A,
B, C. D).

Resultados referentes a 7 experimentos (n =
7), expressos em média + E.P.M.
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drenérgica. Tanto o fluxo urinario como o fluxo do perfusa-
to evoluiram sem modificacdes aprecidveis comparados aos
controles. A pressdo de perfusdo e a resisténcia vascular
mostraram os mais elevados indices de dispersao dentre to-

dos os subgrupos estudados (Tabela XVIII).

0 escape vascular apresentou-se reduzido apenas
no primeiro periodo de infusdo de NOR, permanecendo com va-
lores semelhantes ao do subgrupo controle nos demais perio-
dos (Tabela X1X). Detalhes da taquifilaxia e do escape vas

cular desse subgrupo podem ser observados na Figura 16.

3.4.3 - Antagonista farmacoldgico

WEB 2086, derivado triazolobenzodiazepinico desti
tuido de acédo hipndtica, foi utilizado neste estudo na con
centracdo de 10 M. Como os demais compostos analisados,foi
infundido juntamente com solucdo de KH em rins descapsula-

dos conforme protocolo.

Os dados referentes aos parametros funcionais re
nais obtidos com a infusdo de WEB 2086 diferiram daqueles
observados no periodo controle em alguns pontos: foi identi
ficado neste subgrupo um bloqueio parcial da resposta taqui
filatica, principalmente nas duas ultimas curvas de NOR (Fi
gura 17) .Outro aspecto chamativo refere-se @& presséao de
perfusdo dos periodos de lavagem, as quais mantiveram 0s
mais baixos niveils de todos 0s grupos experimentais, atin

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

mantido um fluxo urinario com reducdo iInsignificante se com



TABELA XVII1 - Efeitos de WEB 2086 (10_6M) no rim isolado de coelho perfun-

dido com solucdo de Krebs-Henseleit e infundido com noradrena
lina (1,3 x 10"6M) . Resultados expressos em média + E.P.M.

PERTODO Tempo P. Perfusao Resisténcia F. Urinario F. Perf.
(min) (mmHg) (mmHg/ml/g/min)  (ml/g/min) (ml/g/min)
C 0 18,57 + 5,51
g 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
+
LAV 45 20,00 + 4,04
50 16,00 + 2,83 11,66 + 1,98 0,072 + 0,013 1,540 + 0,111

55 109,71 + 8,23

\OR 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

+

LAV 75 18,00 + 3,28
80 13,57 + 2,98 10,89 + 2,59 0,088 + 0,012 0,518 * 0,085
85 110,28 + 8,83

\OR 9 102,00 + 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 t 0,085



FIGURA 17 - Efeitos do WEB 2086 (10

s _
M) sobre o rim de coe

lho, i1solado e perfundido.

2)

b)

©)

d)

PP representa a pressao de perfusdo em rins
submetidos & infusdo de NOR (1,3 x 10 M),em
trés periodos consecutivos intercalados com
etapas de lavagem.

Rins foram perfundidos com soluggo de Krebs-
Henseleit contendo WEB 2086 (10 M) .

AP representa a diferenca entre os valores
da pressao basal e os picos de NOR a iInterva
los de 5 minutos (A, B, C, D).

Resultados referentes a 7 experimentos (n =
7), expressos em média + E.P.M.
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parada ao subgrupo controle (Tabela XVIII).

Os resultados referentes & percentagem de escape
vascular mostraram bloqueio parcial do fendbmeno, notadamen
te durante o primeiro periodo de iInfusdo do a agonista (Ta

bela XIX).

A analise comparativa da percentagem de escape
pode ser melhor analisada na Tabela XX, onde sao expressos
0os resultados dos 13 subgrupos aqui apresentados, com 0s

respectivos niveis de significancia

A Figura 15 mostra o bloqueio da taquifilaxia a
NOR promovido pela infusdo de BN 52024m quando se compara
a evolucdo de pressédo de perfusdo deste subgrupo com os va

lores observados no subgrupo controle.



TABELA XIX - Efeitos de diversos antagonistas especificos do PAF sobre a percentagem
Resultados expressos em

SUBGRUPOS

BN 52021
BN 52022
BN 52024
48740 RP

WEB 2086

() Numero de experimentos realizados
(b)) Cp C2 e

Niveis de significancia

cape vascular

* p < 0,05

lc’l(b)

induzido por NOR (1,3 x 10 M) .

24,78 *+ 4,19

35,69
9,70
30,18

33,18

+

+

** p < 0,001

*kx

25,91
16,72
11,51
21 ,28
23,94

C2

1+

1+

1+

correspondem aos valores de escape obtidos durante a

< 0,0001

C3

21 ,96 1
14,62
6,47 *
20,47 *

18,09 *

infusdo de NOR

de

o o
-Im
Q



TABELA XX - Percentagem de escape vascular.

niffcéncia(a)

GRUPO
SUBGRUPO
1. REATIVIDADE ADRENERGICA
Descapsulados0
Capsulados
DMSO

2. BLOQUEADORES DO EDRF

Azul de Metileno
Colagenase
EP 10161

3. ETERFOSFOLIPIDIOS

PAF
Liso-PAF

4. ANTAGONISTAS DO PAF

BN 52021
BN 52022
BN 52024
48740 RP

WEB 2086

(a) Niveis de significancia

* p < 0,05
** p < 0,01
***% n < 0,001

L (®)

10

10

~

-~~~

50,32
28,33
30,77

28,53

34,06
52,01

45,85
65,74

24,78
35,69
09,70
30,18
33,18

(b) Numero de experimentos de cada subgrupo

c(c)

H+ 1+ H+ o+ I+ H+ I+ I+

+ I+ I+ 1+ I+

4,61
2,59*
3,71*

2,11*
7,65
7,45

6,52
6,40*

4,19%*
8,16
2,46%**
5,35%
5,48*

©

)

31,87
17,19
22,22

22,03
24,95
28,13

32,87
46,31

25,91
16,72
11,51
21,28
23,94

C2

+ I+ I+

+ 1+ 1+

+ I+

H

Resumos dos subgrupos estudados e niveis de sig-

C3

3,81 22,65 + 4,22
2,47* 13,94 + 1,18
2,23* 22,43 + 4,69
3,39 19,49 4,16
3,28 22,05 + 3,60
7,55 4,76 t 4,41*
7,01 33,49 + 7,23
4,51 51,21 + 7,39**
5,07 21,96 + 3,15
3,50** 14,62 + 3,00 _
1,87*** 06,47 + 1,68
6,50 20,47 + 5,55
2,52 18,09 + 3,09

representam periodos de

C.
|nfusao deJNOR durante os quails foi
observada a ocorréncia de escape.

Subgrupo controle constituido por rins
descapsulados previamente.

oct



4 - DISCUSSAO

4.1 - Reatividade adrenérgica em rim perfundido com solu-

cdo de Krebs-Henseleit

A ocorréncia de reacgdes vasculares autoregulatdo-
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, reacdes iInespecificas oriundas da intera
cado do a agonista com outros sistemas mediadores, em fun-
cado da identificdo de um numero crescente dos chamados "hor
monios locais'. Este fato se tornou mais patente quando as
reacfes de escape noredrenérgico passaram a ser referidas
como um fenOmeno 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., 1970). A i1nevi-
tavel comparacdo com as reacdes autoregulatdorias promovidas
por estimulacdo simpatica colaborou mais ainda para confun-
dir a interpretacdo do fenbmeno, ja que muitas vezes, uma
preparacao responsiva a um estimulo simpatico, ndo reprodu-
zia a mesma resposta quando o indutor da contracao era a
NOR (LUTZ & HENRICH, 1973). Por outro lado, a correlacdo do
fenbmeno“"com a participacdo de 8 receptores em seu mecanis-
mo, fez com que reacdes de escape em preparacdes 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 reducdo ou
abolicdo do escape vascular frente ao 0 bloqueador (ROSS,
1967), ora revelando auséncia completa da interferéncia do
bloqueio 6 no processo autoregulatério (FARA. & ROSS, 1972).
Tantos eram os resultados discrepantes dos experimentos com
NOR na avaliacdo do escape autoregulatdrio, que GREENWAY
(1984), numa revisao sobre o assunto, afirmava que a rea-
cdo vascular do escape noradrenérgico ainda ndo se consti-

tuia num evento conclusivamente demonstravel.

Foi & partir de 1973 que FONTELES e cols., (1973a,
b; 1974; 1980), desenvolveram um modelo experimental de per
fusdo de rim de coelho através do qual paréametros funcio-
nais hemodinamicos passaram a ser estudados sob diferentes
condicdes experimentais. A utilizacdo de um sistema de per-
fusdo aberto, sem recirculacado,evitava o acumulo de metabd-
litos e permitia a preservacdo do rim sem alteracSes funcio
nais durante 90 minutos em temperatura de 37CC (FONTELES e
cols., 1973; JESKE e cols., 1973). As reaclOes de escape
vascular noradrenérgico puderam entdo ser estudadas sob ¢,on
dicbes de normo e hipotermia (FONTELES e cols., 1974), em
animais geneticamente hipertensos e normotensos (FONTELES &
JESKE, 1980), e em todas estas situacbes havia uma clara ma
nifestacdo do escape tanto no que se referia a frequéncia
quanto a intensidade do fenbmeno. A demonstracdo por FONTE-
LES & AHLQUIST (1980) da auséncia de receptores B em rins
de coelho submetidos & diferentes condicbes térmicas, ampli.

ou decisivamente a compreensdo dos eventos relativos & rea-
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tividade vascular no modelo estudado, afastando definitiva-
mente qualquer questionamento quanto a participacao de re-
ceptores ¢ no processo. Por outro lado a determinacao de
concentracdes Otimas de NOR para a inducdo do escape no rim
de coelho pode ser estudada por FONTELES e LIMA E FORTI (1984) ,a0
analisar o fenbmeno sob concentracdes crescentes do t agonis
ta. Foi possivel assim detectar valores significativos de
escape vascular renal & partir de concentragdes de NOR da
ordem de 10_7M,encontrando esses autores uma frequéncia sig

nificativa de escape na faixa de 10_6M, dose essa usada

nesta pesquisa.

0 modelo experimental proposto no presente traba-
lho é portanto resultante da experiéncia desenvolvida com
um sistema de perfusdo de 6rgédo isolado, o qual tem permiti,
do, com bastante acurabilidade, o estudo da reatividade a-
drenérgica pela avaliacdo das reacbes de escape vascular e
taquifilaxia, assim como de outros parametros Fisioldgicos
renais, quando submetida a preparacao aos efeitos de dife-
rentes substancias possivelmente envolvidas na mediagcao da

resposta vascular renal.

No presente trabalho a escolha do grupo controle
foi precedida da analise de trés subgrupos distintos. Rins
perfundidos sob situacdes de stress fisico (retirada de céap
sula renal) e fisico-quimico (retirada de capsula renal e
perfusdo com dimetilsulfoxido - DMSO), foram comparados com
rins cujas capsulas permaneceram integras e sofreram unica-
mente infusdo com solucdo de KH, como habitualmente ocorre

nos experimentos com perfusédo renal (FONTELES e cols, 1973;
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COSTA E FORTI & FONTELES, 1979). No que pese as multiplas a
¢cbes fTarmacologicas descritas como decorrentes de seu empre
go, o DMSO permite uma melhor penetracdo no tecido alvo da
substancia nele dissolvida pelas relacfes de equilibrio que
estabelece com a agua tecidual, comportando-se por isSso como
o solvente organico preferencial em iInumeras situacbes (JA-
COB & HERSCHLER, 1986). A utilizacdo do DMSO na dissolucéo
de alguns compostos estudados neste trabalho, justificou a
analise de um subgrupo controle perfundido com solucgéo de

KH contendo o solvente.

Ficou patente pelos resultados obtidos que a pre-
senca da capsula renal pode se constituir num elemento limi
tante & expressdo plena da reatividade adrenérgica, quer se
ja ela traduzida pela percentagem de escape ou pela intensi.
dade da reacdo taquifilatica. Por outro lado o relato de va
sodilatacdo e aumento de fluxo urinario como acfes TFarmaco-
lIogicas atribuidas ao DMSO (FORMANECK & SUCKER, 1966; ROTH,
1968), suscitou a expectativa de um possivel diminuicdo na
pressdao de perfusao renal quando fosse o solvente perfundi-
do juntamente com a solucdo KH.A analise dos parametros re-
lativos & resisténcia vascular e ao fluxo urinario entretan
to ndo reproduziu,nesse subgrupo, os efeitos previstos pela
adicdo de DMSO, provavelmente devido a sua grande diluicéao,
da ordem de 0,65% -Quando se comparou entretanto esses rins
com aqueles cujas capsulas haviam sido previamente retiradas,
estas ultimas apresentaram pressfes de perfusdo médias in-
feriores,inclusive aqueles cujas capsulas haviam sido manti

das, certamente porque a capsula funcionava como um fator que
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restringia o processo de vasodilatacdo. Desse modo a descap
sulacdo prévia dos O6rgdos passou a ser preconizada como mé-
todo que, induzindo & ocorréncia de niveis basailis menores,
permitia uma maior amplitude dos valores maximo e minimo da
pressao de perfusdo, concorrendo para tornar melhor eviden-
ciado o efeito vasoconstrictor do a agonista. Assim posto,
a descapsulacdo do rim passou a rotina experimental nos es-
tudos de perfusdo dos demais grupos, com os rins descapsula
dos sendo utilizados como padrédo comparativo de todos sub-

grupos.

0 padréao de resposta obtida em rins descapsulados
ndo diferiu em sua esséncia dos demais resultados da litera
tura, os quais utilizaram experimentos realizados com rins
em capsulas integras (FONTELES e cols., 1973a,b; FONTELES
& MOREIRA LIMA, 1984; COSTA E FORTI & FONTELES, 1979). Ade-
mais, a resposta pressorica dos rins descapsulados aos efe_i
tos vasoconstrictores & mais homogénea, jJa que em muitas
preparacdes o rompimento da capsula durante 0 experimento
enseja maior dispersdo nos valores obtidos com a pressdo de

perfuséao.

4.2 - Bloqueio do EDRF/NO (EDNO)

A descoberta da dependéncia do endotélio na vaso-
dilatacdo induzida por iIndmeras substancias endégenas (FUR-
CHGOTT & ZAWADSKI, 1980) tornou iImperativa a investigacao
de sua possivel participacao nos fenbmenos renais vasoati-

vos. A natureza bioquimica do EDRF ainda era especulada
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quando os primeiros experimentos em rim de coelho foram fo
ram realizados utilizando o azul de metileno.HOLZMANN(1982)
ja havia demonstrado que o corante era capaz de abolir nao
s60 o relaxamento da musculatura lisa vascular como também a
elevacdo de GMPc que acompanhava esta reacéo. Indmeros ou-
tros trabalhos relatavam que a estimulacdo da guanilato ci-
clase soluvel determinada pela acdo de Oxido nitrico e ou
tros compostos nitrosos, assim como o relaxamento muscular
liso decorrentes da acdo destes compostos, eram eficazmente
bloqueados pelo azul de metileno (GRUETTER e cols., 1980;
1981; MARTIN e cols., 1984). A auséncia na época de um me-
lhor conhecimento sobre a natureza fisico-quimica do EDRF
determinou a modificacdo no protocolo de perfusdo, o qual
passou a prever um periodo de infusdo direta e continua do
azul de metileno, apo6s a lavagem consecutiva a primeira cur
va de NOR e imediatamente antes do segundo periodo de infu
sdo do a agonista. A constatacdo da responsividade da prepa
racdo 4 NOR antes do tratamento com 0 corante e a comparacao
com as curvas subsequentes de infusdo apdés o azul de metile
no, permitiu a observacdo de uma resposta contratil eficaz, porém par
cialmente bloqueada quanto aos fenOmenos de escape e da ta-
quifilaxia. Inexistem na literatura dados referentes & per-
fusdo de Orgados com azul‘de metileno relacionando-os ao es-
tudo da vasoatividade. Esse fato dificultou a comparacao
dos resultados do presente trabalho, notadamente porque s0
sdo conhecidas as respostas vasculares de preparacfes arte-
riais isoladas, integras ou com endotélio removido.Ademais,

0s segmentos arteriais sdo previamente estimulados por indu
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tores da liberacdo de EDRF/NO, geralmente Ach e do agonista
de calcio A 23187 (HOLZMANN, 1982; FURCHGOTT, 1984, IGNARRO
& KADOWITZ, 1985; MARTIN e cols., 1984), responsaveis pelo
aumento da atividade da guanilato ciclase soluvel no muscu-
lo liso arterial. E possivel que os efeitos inibitorios e-
xercidos sobre o rim isolado tenham sido apenas parcialmen-

te manifestos, decorrentes unicamente da acéo bloqueadora

sobre a producdo continua e basal do EDRF/NO, que sabemos
ocorrer em artérias ndao estimuladas (GRIFFITH, 1984). Tam-
bém é possivel que o corante exerca seu efeito inibitério

na dependéncia da elevacdo de GMPc, o qual se constituiria
assim no elemento detonador da reacdo especifica do coran-
te sobre os segmentos arteriais previamente estimulados pa-

ra liberar o EDRF/NO.

Os resultados i1nconclusivos obtidos com o emprego
do azul de metileno no bloqueio das provaveis acfes media-
doras do EDRF/NO sobre o escape e a taquifilaxia, conduzi-
ram as iInvestigacOes para a analise destes parametros em
preparacdes submetidas a desendotelizacdo quimica com cola-
genase. Se correta a hipdotese de uma mediacdo do escape e
da taquifilaxia & NOR pelo EDRF/NO, a desendotelizacdo da
preparacdo deveria mostrar abolicdo dos dois fenbmenos vas-
culares. Por outro lado profundas modificacdes eram espera-
das, notadamente na pressao de perfusdao e na resisténcia,
ja que inumeros trabalhos sugeriam o papel modulador do en-
dotélio na resposta contratil. COCKS & ANGUS (1983) estudan
do os efeitos contrateis da adrenalina e da NOR em corona-

ria de cdo, observaram um aumento da resposta contratil em
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artérias desendotelizadas, fato que atribuiram a eliminacao
da producdo de substéncias vasodilatadoras habitualmente ai
produzidas. VERRECHIA e cols. (1985) obtiveram resultados
semelhantes em artéria cerebral média de coelho, uma prepa-
racdo que, endotelizada, responde debilmente & NOR. ANGUS
& COCKS (1984) admitiam a dependéncia do endotélio intacto
na resposta contratil como resultante do equilibrio entre
as acbes diretas,constrictoras, sobre as células do musculo
liso, e sinais dilatadores gerados pelas células endoteli-
ais. A remocao destas sensibilizaria o vaso a4 acdo de cons-
trictores, aumentando porisso o efeito da NOR. Em aorta de
rato EGLEME e cols. (1984) observaram que a retirada do en-
dotélio provocava uma exacerbacdo preferencial dos efeitos
da clonidina sobre os da NOR, sugerindo a participacao de
receptores a2 no processo. Recentemente O"MALLEY e cols.
(1986) confirmaram estes dados "in vitro™ e acrescentaram
resultados "éx vivo'", ao observarem que o tratamento prévio
de coelhos com prazosin inibia a resposta contratil & NOR

aumentada pela remocdo do endotélio.

Os nossos resultados, obtidos com a iInfusdo de co
lagenase no rim isolado, ndo confirmou a maioria dos da-
dos da literatura relativos as observagOes do comportamento
de artérias isoladas e desendotelizadas frente a NOR. Mais
uma vez a iInexisténcia de resultados referentes a observa-
cdo desta resposta em Orgaos isolados e perfundidos dificul
tou a comparacao dos dados observados aqui. Alguns aspectos
entretanto-merecem comentario, notadamente no que se refere

ao tipo de preparacdo empregada. Com excecdo da etapa perti.
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nente & remocao quimica do endotélio, foram utilizadas sem-
pre artérias ndo danificadas ou submetidas a qualquer tipo
de seccionamento. Sabe-se que em animails iIntactos a respos
ta muscular lisa a agentes circulantes é decorrente da difu
sdo da substancia através da via intima-média, enquanto que
nas preparacdes isoladas a via adventicia-média pode ser
preferencial (CARRIER & WHITE, 1985). Talvez este fato jus-
tifique a auséncia em nossos experimentos de alteracdes da
resposta contratil & NOR, comportando-se o subgrupo da cola
genase semelhantemente ao subgrupo controle na grande maio-
ria dos parametros estudados, excetuando-se uma discreta re
ducdo na percentagem do escape vascular na primeira curva
de infusdo de NOR. Nao foram registrados também aumentos da
pressado de perfuséo, o que revelaria um incremento na res-
posta contratil vascular frente @ 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 cdo as catecolaminas,ndo evi-
denciaram nenhum aumento da resposta contratil apés a remo
cdo do endotélio. CARRIER & WHITE (1985), utilizando aorta
de rato desendotelizada mecanicamente, porém com controle
de microscopia eletrénica na avaliacdo da integridade das
células do muasculo liso, nao conseguiram estabelecer dife-
rencas entre as preparactes desendotelizadas e integras
quanto a resposta contratil frente & NOR. Fica estabelecido
assim que no modelo atual de perfusédo renal, a desendoteli-
zacdo arteiial com colagenase ndo produziu amplificacdo da

resposta contratil a NOR encontrada em preparacdes de arté-
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rias isoladas.

Tendo em vista as evidéncias que vinculavam a pro
ducdo de EDRF & produtos da via da lipooxigenacéao (FURCH-
GOTT, 1983; FORSTERMANN & NEUFGANG, 1985), e as observacoOes
de FONTELES & LIMA E FORTI (1984) acerca da significativa i
nibicdo 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 parametros funcionais hemodindmicos no rim iso
lado. Os resultados deste subgrupo mostraram um significati
vo bloqueio do escape vascular na ultima curva de NOR, num
efeito tardio porém expressivo (p < 0,001). Este fato pode
decorrer da existéncia de um periodo de laténcia necessario
para que o composto manifeste seus efeitos e por certo ense
jarad futuras investigacdes quanto ao significado da lipooxd.

genase no mecanismo do escape vascular.

A luz do atual conhecimento acerca da origem do
EDRF/NO (EDNO) algumas consideracfes sdo oportunas para a
conclusédo dos resultados aqui apresentados. Acreditamos néo
ser o0 modelo experimental proposto o ideal para a observa-
cado dos efeitos do EDNO, Ao longo do experimento inumeras
circunstancias tornam desfavoravel a obtencdo de resultados
mais conclusivos. Apesar de sua producdo continua, o EDNO é
facilmente iInativado por niveis fisioldgicos de temperatura
e pH, normalmente utilizados nos trabalhos com perfusdo de
0rgaos. Ademais, a mistura de carbogénio usada na oxigena-
cado do tecido renal é outro fator que contribui negativa-

mente para a preservacdo do composto que se sabe ser extre
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mamente labil. 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 i1gualmente um inativador

do vasodilatador enddégeno por sua acao antioxidante

4.3 - Estudo com eterfosfolipidios

0 tecido renal dispde de condicbes extremamente
favoraveis para a sintese e metabolizacdo do PAF. Tanto 0
substrato 1-alquil-2-acil-glicerofosfocolina, como a fosfo
lipase A e as demais enzimas do sistema colinacetilase,
estdo presentes no glomérulo e nas células mesangiais do
rim (PIROTSKY e cols., 1984). A capacidade do rim em produ-
zir o mediador ja foil demonstrada em cultura de tecido re-
nal (CAMUSSI e cols., 1983), em rim isolado e estimulado com
ion6foro A 23187 (PIROTSKY e cols., 1984), em glomérulo iso
lado e em cultura de células mesangiais (SCHLONDORFF e
cols., 1986). A presenca de substancia PAF-simile foi tam-

bém observada em urina normal por SANCHEZ-CRESPO (1983).

Apesar das repercussdes renails da infusdo de PAF,
sistémico serem bastante conhecidas, sdo poucos os dados re
ferentes &8s acbes primarias do fosfolipidio sobre o rim. Al
guns trabalhos como o de SCHERF e cols. (1986), mostram e-
feito constrictor do PAF infundido em rim de cdo anestesia-
do, acompanhado de diminuicdo do fluxo sanguineo renal
(RBF), do quociente de TfTiltracdo glomerular (GFR), do volu-
me urinario (UV) e da excrecdo renal de sodio (UNaV). Todas

estas alteracOes ocorreram simultaneamente ao registro de
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pressédo sistémica normal. SCHWERTSCHLAG e cols., (1986) mos
traram resultados inversos ao de SCHERF e cols., ao relata
rem que no rim de rato os efeitos da infusdo de L-PAF na ar
téria renal se caracterizavam por potente vasodilatacao a-
companhada por reducdo da resisténcia vascular renal .HEBERT
e cols. (1987) demonstraram que no céo anestesiado e pretra
tado com indometacina, a perfusdo de PAF na artéria renal
se fazia acompanhar por reducéo do fluxo plasmatico e da
taxa de TfTiltracdo glomerular, embora fosse mantida a pres-
sdo sistémica dentro dos niveis de normalidade. Estes resul
tados sugerem a existéncia de uma clara dissociacéao entre
os efeitos sistémicos e renais promovidos pelo éterfosfoli-
pidio, 0 que por certo resulta também das interrelacfes en-

tre o0 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 solucdo de KH, sendo com isso evita
da a presenca de elementos sanguineos que, de algum modo,
pudessem interferir com a resposta aos eterfosfolipidios. Pa
ra confirmar a especificidade das respostas vasculares, 0
Liso-PAF, isbmero sem acdo Ffarmacoldégica, foi infundido nas
mesmas condicdes experimentais, constituindo outro subgru

po.

Os resultados obtidos com a analise dos dois sub-
grupos permite afirmar conclusivamente sobre a existéncia
de uma participacdo do PAF no mecanismo do escape vascular
renal. A significativa elevacdo dos valores da percentagem

de escape nos rins tratados com Liso-PAF demonstra claramen
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te essa evidéncia. Este achado vincula a participacao do
PAF enddgeno ao fenbmeno vasoativo, ja que o Liso-PAF é o
substrato para a sua sintese na presenca do sistema enzima-
tico especifico, no qual o rim é extremamente rico. A ausén
cia de efeitos sobre o escape vascular observados com a iIn-
fusdo do PAF sugere também que as variacOes da resisténcia
registradas durante a infusdo de NOR decorrem da liberacéo

do PAF endégeno, deixando entrever que o PAF exdégeno, infun

dido, é ineficaz na promocdo do escape renovascular

As observacdes de FONTELES & LIMA E FORTI (1984)
sobre o significativo bloqueio da percentagem de escape
vascular em rins de coelhos pretratados com indometacina
sugere a participacdo de PG neste fenbmeno vascular. 0 PAF
¢ um grande estimulador da sintese de PG e tromboxanos pelo
rim (SCHLONDORFF, 1984). Além desse fato, os efeitos do e-
terfosfolipidio sobre a microcirculacdo renal parecem ocor-
rer independentemente dos eventos hemodindmicos sistémicos.
Entretanto nao podemos atribuir unicamente &8s PG os resul-
tados observados em nosso trabalho, ja que as mesmas nao
sdo estimuladas em"sua sintese pela iInfusdo de Liso-PAF em
rim de coelho (WEISMAN e cols., 1985). E provavel que o
PAF enddgeno exerca seus efeitos renais proprios, indepen-
dentemente da mediacdo de outros reguladores locais da vaso
atividade. E plausivel também que esta acdo bioldgica na mi
crocirculacdo renal se efetue através da amplificacdo do es
timulo em receptores a adrenérgicos largamente encontrados

no rim de coelho.
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4.4 - Antagonistas do PAF

Os resultados obtidos com a observacdo dos efei-
tos dos eterfosfolipidios sobre o escape noradrenérgico,con
duziram resolutamente nossos experimentos ao estudo da rea-
tividade adrenérgica do rim de coelho frente a varios anta-
gonistas especificos do PAF. Dentre eles, o0s derivados natu
rais da Ginkgo biloba sdo reconhecidamente i1nibidores compe
titivos do acoplamento PAF-receptor (BRAQUET, 1984). Entre
os ginkgolidios, o BN 52021 é aquele que apresenta maior po
der de competicdo com o receptor de [H3]PAF. (BRAOUET e
cols., 1985; NUNEZ e cols., 1986). Estruturalmente o] BN
52021 ¢é caracterizado pela presenca de dois grupamentos hi-
droxilas em e Cy o0 que confere a este composto grande
poder antagbnico. Ja o BN 52022 e o BN 52024 guardam entre
si semelhancas estruturais quanto a localizacdo de um grupa
mento hidroxila em C-,, proximos a fracdo 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 antagbnica dentre o0s
ginkgolidios (BRAQUET, 1988). Estudo comparativo das potén-
cias inibitérias relativas dos ginkgolidios BN 52020, BN
52021 e BN 52022 sobre o metabolismo do PAF, revelou que es
tes compostos comportam-se semelhantemente como o fazem em
relacdo & .agregacdo plaquetaria e a competicdo com o0 recep-

tor especifico 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 iInfusdo 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 antagbnico,que
pode ser observado bloqueio simultéaneo 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 fendbmenos vasoativos renais
parece nao estar relacionada apenas ao processo de acopla-
mento do composto ao receptor de PAF, podendo depender tam-
bém de efeitos intrinsecos exercidos pela substancia sobre
o tecido alvo. Esta impressédo é reforcada pelos resultados
obtidos em nosso estudo com o WEB 2086 e o 48740 RP, poten-
tes antagonistas dos eterfosfolipidios, porém incapazes de
induzir bloqueio significativo na reatividade adrenérgica.
Por outro lado, deve ser salientado que a grande maioria
dos estudos de ligacdo do [H3]PAF tém sido realizados em
plaquetas, neutrofilos,.macrofagos e células do tecido pul-
monar (SNYDER, 1989), conhecendo-se pouco sobre o comporta-
mento renal dos receptores de PAF e de seus analogos. O blo
queio pelo BN 52024, de um evento vascular exacerbado pelo
Liso-PAF, conduz a reflexdo sobre a possivel existéncia de
uma afinidade do tecido renal pelo ginkgolidio, resultante

da presenca de receptores nas varias linhagens celulares
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com capacidade para produzir e metabolizar o eterfosfolipi-

dio.

Outro aspecto que deve ser enfatizado é o blo-
queio parcial da taquifilaxia noradrenérgica promovido pelo
BN 52021 e bloqueio completo resultante da acéo do BN
52024, num modelo experimental no qual as respostas a infu
sdo de NOR sempre se revelaram taquifilaticas (FONTELES &
MOREIRA LIMA, 1984). Tem sido demonstrado que a taquifila-
xia promovida pela NOR pode ser abolida por altas concentra
cbes de calcio na solucéo perfusora quando o modelo utiliza
do é o rim isolado de coelho (COSTA E FORTI & FONTELES
1989b. Contrariamente, pequenas concentracdes de calcio e
glicose favorecem a taquifilaxia & Angiotensina Il. (PAIVA
e cols., 1977a).Um dos efeitos mails proeminentes dos gink-
golidios é o de bloquear o mecanismo geral da transducdo de
sinais de membrana celular envolvidos na mobilizacdo de cal
cio e na ativacdo da fosfolipase C, os quals agem sinergis-
ticamente na amplificacdo do sinal bioldgico do PAF. Foi
possivel demonstrar a inibicdo pelo BN 52021 da mobilizacao
e do influxo intracelular de célcio, em plaquetas colocadas
em meio rico em calcio (SIMON e cols., 1988). Também em pia
quetas o BN 52021 foi capaz de abolir completamente a mobili-
zacdo de calcio do citoplasma com a mesma poténcia com que
bloqueia a agregacédo (ETIENNE & BAROGGI, 1988). Assim pois
parece improvavel que a iInibicdo da taquifilaxia a NOR ob-
servada sobretudo com o BN 52024, possa de algum modo, es-
tar relacionada & acdo antagonistica ao PAF. Este achado po

de refletir uma propriedade especifica dessa classe de com-
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postos, resultante de uma possivel acdo sobre a membrana ce
lular, provocando na mesma modificacdes relativas a8 mobili-

zacao do calcio.

Foi relatada uma provavel dissociacdo entre o0 es
timulo necessario para iniciar os processos de sinalizacado
e, consequentemente, o movimento do calcio de depdsitos in-
tracelulares, daqueles relacionados & geracdo de diacilgli-
cerol (SIMON e cols., 1987) ou mesmo fosfatidil - iInositol.
Talvez a possibilidade de permear a membrana celular e li-
gar-se a alguns sitios dos "pools" intra-celulares de «céal
cio, possa representar um efeito especifico dos ginkgolidi.
na abolicdo da taquifilaxia noradrenérgica, sem que este fa

to necessariamente se vincule ao seu poder antagbnico sobre

o eterfosfolipidio



5 CONCLUSOES

Para a avaliacdo da participacdo do Fator de Rela
xamento Endotélio-Dependente (EDRF) e do Fator de Ativacao
de Plaquetas (PAF) sobre o escape vascular e a taquifilaxia
induzidos por noradrenalina, fol proposto o modelo experi-

mental de rim de coelho, isolado e perfundido.

Foi utilizado sistema de perfusao com comprovada
adequacdo ao estudo de parametros vasoativos e hemodinami-
cos renais, tendo como liquido perfusor a solucdo de Krebs-

Henseleit i1nfundida sob fluxo constante.

Protocolo experimental previu experimentos com
substancias bloqueadoras de EDRF/NO, com eterfosfolipidios
(PAF e Liso-PAF) e com antagonistas especificos do PAF, na-
turais e sintéticos. Com excecdo das infusdes de colagenase
e azul de metileno, todas as demais substancias em estudo

foram adicionadas & solucdo de Krebs-Henseleit e perfundi-

das separadamente.

A analise funcional do rim abrangeu o estudo de
parametros vasoativos, representados pela percentagem de es
cape vascular e observacdo de taquifilaxia, induzidos pela
infusdo de noradrenalina. As alteracbes hemodinamicas foram
estudadas através da anadlise da pressado de perfusédo, da re-

sisténcia vascular e dos fluxos urinario e do perfusato.

A avaliacdo da participacdo do EDRF/NO nos fTendme
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nos vasoativos e hemodinamicos resultou inconclusiva, prova
velmente em decorréncia de: 1) inativacdo rapida do EDRF/NO
produzido basalmente; I1) auséncia no liquido perfusor de
substancias indutoras da producdo de EDRF/NO; 111) utiliza-
cado de leito vascular com comprovada integridade endotelial
e/ou muscular. Estes fatos justificam a auséncia de respos-
ta significativa nos parametros hemodinémicos quando a pre-
paracao foi submetida ao bloqueador especifico de EDRF/NO e

4 acdo desendotelizante potente da colagenase.

0 resultado significativo, porém tardio, obtido
com o EP 10161 na reducdo do escape vascular, deixa em aber
to futuras investigacdes para a avaliacdo da participacéao
de produtos da via de lipooxigenagao no processo Vvasoativo

em estudo.

As observacdes com eterfosfolipidios comprovaram
a participacao relevante do PAF enddégeno nos processos vaso
ativos e hemodinamicos aqui estudados. Foil detectado signi-
ficativo aumento na percentagem do escape vascular quando
da infusdo de Liso-PAF, analogo precursor do PAF. A redu-
cdo da resisténcia vascular e a manutencdo da pressao de
perfusdo em niveis semelhantes aos controles foram observa-
dos com a infusdo de Liso-PAF. Ficou evidenciada a completa
ineficacia do PAF exdégeno na promocao de alteracdes nas res
postas vasoativas e hemodinamicas, fato que demandara por
certo futuras investigacfes, tendo em vista a escassez de
dados na "literatura referentes aos efeitos do fosfolipidio

em rins isolados e perfundidos.
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A confirmacdo da participacdo do PAF nos eventos
vasculares aqui estudados foi conseguida com a observacao
sobre a funcédo renal, dos efeitos de antagonistas especifi-
cos do fosfolipidio. Foram empregados: 1) antagonistas natu
rais, derivados da Ginkgo biloba (ginkgolidios B, C e J);
1) composto sintético 48740 RP, possuidor de comprovados
efeitos antagonistas e 111) composto triazolobenzodiazepini.

co WEB 2086, potente inibidor das acdes dos fosfolipidio.

Todos os antagonistas estudados foram capazes de
inibir significativamente o escape vascular em uma das trés
etapas de infusdo 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 simulténeo da taqui.
filaxia e do escape vascular nos trés periodos de infusao

de NOR.

E sugerido que os resultados obtidos com os gink-
golidios, BN 52021 e, notamente, com o BN 52024, possam re-
fletir efeitos proprios desta classe de compostos, nao ne-
cessariamente relacionados apenas as reacbes antagbnicas ao
PAF. E aventada a possibilidade de que a dissociagcdo entre
os eventos sinalizadores da mobilizacdo do calcio intracelu
lar e a producdo de fosfatidil-inositol jJa descritas com o
PAF, po.ssa representar o mecanismo pelo qual os ginkgolidi-
os exercem seus efeitos, notadamente na reducdo da resposta
taquifilatica, evento reconhecidamente associado ao aumento

de calcio intracelular.



SUMARIO

Foi realizado estudo para determinar a participa
cdo do EDRF e PAF no mecanismo do escape vascular e da ta-

quifilaxia.

Rins de coelho, isolados e perfundidos com solu-
cao de Krebs-Henseleit foram comparados com Orgdos infundi-
dos com substancias blogqueadoras da acdo do EDRF (azul de
metileno, colagenase e EP 10161), eterfosfolipidios (PAF e
Liso-PAF) e antagonistas do PAF (produtos naturais deriva-
dos da Ginkgo biloba e compostos sintéticos 48740 RP e WEB

2086) .

0 estudo da reatividade renal demonstrou que 0
Liso-PAF, 1isbmero do PAF destituido de acdo farmacoldgica
foi capaz de aumentar significativamente as reacdes de esca

pe.

O PAF exdgeno entretanto nao modificou os para

metros de funcdo renal nos rins perfundidos.

EP 10161, um inibidor da lipooxigenase, promoveu

uma reducdo significativa porém tardia na reacdo de escape.

Os antagonistas do PAF, ginkgolidios B, C e J,
com diferentes poténcias de afinidade pelo receptor de
PAF, foram utilizados com a finalidade de confirmar a parti,
cipacdo do PAF no escape vascular e na taquifilaxia do lei-

to da artéria renal. O ginkgolidio B (BN 52021) bloqueou



142

parcialmente a taquifilaxia e reduziu significantemente as
reacbes de escape no segundo periodo da infusdo de noradre-
nalina. Ginkgolidio J (BN 52024), que tem a menor poténcia
antagonistica, foi capaz de bloguear completamente o0 escape

vascular e a taquifilaxia induzidos por noradrenalina.

Os resultados sugerem a participacdo do PAF enddge-
no no mecanismo do escape vascular a partir das observacoes

obtidas com seu precursor, LiIso-PAF.

Os efeitos do BN 52024 no escape vascular e na ta-
quifilaxia foram caracterizados por bloqueio completo dos
dois fenbmenos vasoativos. Este resultado pode ser atribui-
do também a uma propriedade uUnica desta classe de compos-
tos, 0s quais poderiam exercer sua acao especifica sobre os
depdésitos intracelulares de calcio, tornando possivel 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 Kkidneys, Iisolated and perfused with Krebs-
Henseleit solution. The Kidneys were compared with organs
infused with EDRF blockers agents (methylene blue, colage-
nase and EP 10161), etherphospholipids(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 otherwisel 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 tachy-

phylaxis of renal artery bed. The ginkgolide B (BN 52021) ,
promoted a partial blockade of tachyphylaxis and a aignifi

cant reduction of escape reactions iIn the second period of
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norepinephrinae infusion.Ginkgolide. 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 compoundswhich
could exert a specific action on intracellular calcium de-

posits, making possible the blockade of tachyphylaxis.
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