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) presente estudo teve como objetivo, amalisar o efeito do extrato bruio
tidroalendlice da Vernonia polyanthes Less. {assa peixe) sobre a pressio artenal caudal o a

funcio renal apos duas semanas de tralamento.

O pb obtide das folhas moidas da planta foi submetido ac refluxv com stanoi
70% por 2 horas consecutivas. O material resultante fol filirado ¢ a solugio restante foi
reduzida & vécuo, resnltande no extrato bruto, com rendimento de 35%. A pressio arterial ¢
a fungio renal foram comparadas em dois grupos: apés um periodo basal: vontrol
(vefculo) e experimental (extrato bruto). O extrato f administrado por gavage a ratos

Wistar-Hannover néo suestesiados pesando entre 300 a 400 gr.

A pressio arterial foi medida semanalmente em ratos acordados pelo método de
pletismografis de cauda; a fungiio repal foi estimada em gaiolas metabolcas individuais
através dos métodos de olearance de creatining e Hide. Os resultados foram analisados apds

a administragho oral do extrato bruto nas doses de: 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg/peso corporal.

(O extrato foi processado de maneiras diferentes: através da extracio direta do
material por refluxo, testado apenas na dose de 1,0 g/kg/peso corporal ou também com uma
extracio a fio & wm posterior refluxo, o qual fol testado pas doses de .Ogﬁ; 1.0 ¢ 1.5
g/kg/peso corporal. Com o estudo dessas diferentes doses, podemos notar que na dose
inicial (0.5 g/kg) houve nm aumento significativo no clearance de Htio {C}ié},} com valor
inicial de 56.72 + 5,77 ul min™ 100g peso corporal’ para 92,26 + 18,26 pl min 100g peso
corporal’, nessa dose ainda ocorren nm awmento na fraclo de excregho de sbdio (FENa),

que partiu de 0,19 £ 0,03% para 0,35 £ 0,04%, ambos apds duas semanas de tratamento.

O clearance de sédio (CNa) também aumentou apos 30 minos de tratamenio
de 0,58 4 0,08 para 1,40 & 0,36 apds a segunda semana, niio promovendo modificacfes

significativas sobre a pressfio arterial.

Y4 na dose de 1,0 gkp/peso corporal, houve uma gueda persistemte e
sigmificativa da pressio arterial apds 2 semanas de tratamento de 115+ 2,19 mmbg {basal}
¢ 115+ 2 16 mmHg (conirole) para 94 + 4,29 mmiig.

Rasumo



Em relagfio & administragiio de 1,5 g/kg/peso corporal, ela promoven wma queda
significativa no CNa apés a primeira semana de tratamento, apds os 90 minutos de
experimento de 0,7 + 0,09 para 0,27 + 0,04 ul min” 100g peso corporal’ e aos 120 minutos
a queda persistiu de 0,5 £ 0,08 para 0,22 % 0,04 pl min™ 100g peso corporal”, na pressdo

nio ocorreu nenhuma mudanga,

Na dose de testada do extrato bruto total (EBAT), a dose de 1,0 glkg/peso
corporal promoven uma queda significativa na pressio arterial caudal ap6s primeira semana
de tratamento de 134 % 2,88 mmHg para 118 + 3.85 munHg € em relaglio 4 funclio renal
houve um sumento significative na filtracio glomerular {(CCr} acomparbada por uma
gueda a fraglo de excreglio de sodie (FENa) ¢ na fragio de excreclio pos-proximal de
sédio (FEPPNa), associada também a um aumento na fragio de excrecdio de potassio (FEK)

apds a primeira ¢ segunda semanas.

Come conchusiio, podemos dizer que a dose de 1,8 g/kg (de ambos extratos)
foram efetivas em promover uma significativa diminuigiio da pressdo arterial, sugerindo
que a planta estudada possa ter um efeito vascular miorelaxante sobre & musculatura fisa,
Este efeito vasodilatador presumivel também ¢ sugerido pelo aumenio da filtragio
glomerular estimado pelo CCr. A despeito deste aumento m filtrac8o glomerular, ocorren
uma significativa diminuic3o na excreciio urindria de sédio. Estes resultados sugerem gue
mecanismos de contra-regulacio & queda pressérica podem promover uma forte retencio
renal de sédio.

Por outro lado, a dose de 0,5 g/kg teria uma influéneia direts sobre 3 funcio
tubslar, particularmente proximal, aumentando a rejeiciio de sddio neste Segmento,

Fesump
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Toda sociedade humans acummla um acerve de informactes sobre o ambiente
gue a cerca, que The possibilita interagir com este para prover suas necessidades de
sobrevivéneia, Neste acervo, mscreve-se o conhecimento relative ao mumdo vegetal com o
qual estas sociedades estéo em contato (DI STASL, 1996}

Historicamente, as plantas medicinuis sempre foram objeto de estudo da brea
denominada farmacognosia, termo que designa o estudo de todas as informacGes sobre
medicamentos de fontes paturais (plintas, animals ¢ microorganismos) (ROBBERS,
SPEEDIE, TYLER, 1998).

Os compostos de origem natural desempenham guatro papéis bmportantes na
medicing moderna, em primeiro lugar, fornecer alguns medicamentos extremamente iels,
cuja produgiio e comercializaghio na forms sintética & dificil, se nfio impossivel. De fontes
natorais também sho retirados compostos basicos gue podem ser ligeiramente modificados

para tornarem-se mais eficazes ou menos t6xicos.

O terceiro papel desempenhado pelos produtos naturais € a sue utilidade como
prototipos ou modelos para medicamentos sintéticos que fenham atividades fisiologicas
semethantes s dos originais, Ha um qﬁzﬁrm papel desempenhado por eles, bem diferente
dos acima citados, mas ndo menos fmportante; alguns produtos naturais contém compostos
que apresentam atividade pequena ou nula em si mesmos, mas que podem ser modificados
por métedos quimicos ou biolgicos para produzirem drogas potemies ndo obtidas
facitmente por outros métodos (ROBBERS ef al., 1998).

Dentro do  untverso éas piaﬁtas m&dlcmais a sxpressiic priocipio ativo,
utilizada pelos profismonais que atuam na 4rea é cmcmmzad& como substAncia quimica
obtida de produtos de origem natural € que possuem uma ou mais atividades bioldgicas em
determinado orgamismo vivo. O termo também caracteriza a substéncia ativa de wm
medicarmente em contraposigio ao v&im‘in ou excipiente nele contido. Fsses denominados
principios ativos slio também conh&cidbs COMO COMMpostos secundfnios, quféz}ai@ chtidos de
sapéoies vegetals, na redida que représez}tam su%asté.ncias quintcas que nde participam do
metsbolismo primdrio das pladas {ibi.ass.izﬂése & resgiragéﬁ}g mas que possuem fmeles
especificas dentro daguele organismo, embora muitas destas fungbes ainda nfio tenbam sido
devidamente estudadas (DI 8TASI, 1996)..
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Os metabdliios secundarios on micromeléenlas — que geralmente apresentam
estrutura complexa, baixo peso molecular, marcantes atividades bioldgicas e,
diferentermente  dagueles do metabolismo primdrio, sfo encontrados em concentragfes
relativamente baixas ¢ em determinados grupos de plantas (von POSER & MENTZ, 20060}

Para wm melbor estudo das plantas medicinais, {faz-se necessdric o emprege da
etnobotinica. A etncbotdnica também trabalha em estreita cumplicidade com outras
discipiings correlatas, pois ela € definida como estudo das relacBes entre poves ¢ plantas,
Outra discipling correlata € a etnofarmacologis, que consiste na exploraciio cientifica
interdisciplinar de agentes biologicamente atives, tradicionalmente empregados ou
observados pelo homem (HOLMSTEDT & BRIUUHN, 1983).

Em nossos estudo, a abordagem adotada para a escolba da espéeie em guestio
foi feita através da etnofarmacologia, isto é, a escolha foi apontads como indicagbes de
usos feitas pela propria populactio, a qual pode fornecer grandes descobertas em termos de

principios ativos e atividades farmacoldgicas dos mesmos,

No entante, para que estes estudos com plantas medicinals proporcions
resultados relevanics ¢ confidvels, faz-se necesséria umwm efetiva interrelaclo ¢ troca de
mformactes durante as varias fases da pesquisa clentifica para que nfo figue resirita a um
congiomerado de diferentes profissionais (DI STASL, 1996),

A aglio de extratos vegetais sobre a pressiio arterial e & fungSo renal € pouco
conhecida, entre a diversidade de plantas medicinais, tem sido demonstrade gue muitas
apresentarn atwvidade diurética, como a Havonona obtida de Citrus sp. (GALATY e ol
1996); Lepidium latifolines L. (NAVARROC ef al., 1994); Scriophularia frutescens L.
(FERNANDEZ er al., 1994); Bredemeyera floribunda Willd (BEVEVING e ., 1994);
Cecropia obtusifolic (HOWELL & MONTERO, 1996); FEugenia wmiflora {AMAT,
BATTISTA, ULIANA, 1997y, dllfww sativem (CRUZ, CUNHA, CASTRO-CHAVES,
1999y, Adlternanthera pungens (CALDERON ef al, 1999y, Compmelinag platypinila
(BASUALDO, ZARDINE, ORTIZ, 1991: ALLIOTA of o, 1994). Equanto outras
apresentam a capacidade de solubilizacBo de calculos renais, debelar depdsitos de deido
wico, cistites, © tratar retenco e meontinéncia urindria (MATTOS & DA GRACAS, 1980,
VAN DEN BERG, 1980; ALLIOTA er ¢f., 1994), ainda com propriedades hipotensoras
{(HIGASHINO ef al., 1992).
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Uma das espécies apontadas com importdncia medicinal ¢ a Vernonia
polyanthes Less, (GEMTCHUINICOV, 1976; SCATENA, 1983), pertencente a0 género
Vernonia, & fanilia Asteraceae ou Comopositae (SILVA, FRANCO, CONEGERG, 1995), a
qual apesar de ser bastante numeroso ¢ disseminado no Brasil vegetando no Centro-Oeste,
Sul ¢ Sudeste do pais indo até 2 Bahia (CAMPOS, 1994), apenas 10% de suas espécies
foram estudadas quimica e/ou farmacologicarsente (ALMEIDA, 1993},

Recentemente, tem sido demonstrada oulras propriedades medicioais da
Vernonia. O género Vernonia sp. é wtilizado para tratamento da cistite {COSTA-NETO &
OLIVEIRA, 2000). A Vernonia condensate Baker € eficaz para problemas estomacals,
digestivos, (FRUTUOSO ef al., 1994; COBTA-NETO & OLIVEIRA, 20000 e a Vernonia
scorpioides possue atividade analgésica (FRUTUOSO er ol 1994); enquanto KASOMIA,
(1995} verificou um efeito mivrelaxarte da Vernonder amigdaling, & Vernonia cinereo Less,
possul tarmbém atividade diurética ¢ antidivwrética (ADEBOYE, ASIE, AWE, 1997), a
Vermonia glabra possul atividade miorelaxante reduzindo as pressies arteriais média,
sistolica e dinstolica (ACHOLA ef al., 1996),

A Vernomia polvanthes Less conbecida popularmente como ASSA-PEIXE,
apresentando  também sindrmos como cambard-branco e cambard-guacy {CAMPUOS,
19943 € deserita como planta medicinal (PENA, 1946). Essa planta € um arbusto que mede
até 3m de altura (CAMPOS, 1995}, spresenta folhas lanceoladas e asperas com cerca de 15
e¢m de comprimento ¢ nervaras duplamente proeminentes, sendo mais proemiventes na face
inferior (dorsal), que também apresentame-se mals fortemente pilosas em relaglo 2 face
superior (ventral). Ela apresenta também elementos histologicos saracteristicos Lomo:
grandes tricomas tectores pluricehulares (cerca de lmm de comprimento), drusas ¢ tubos de
latex (JORGE, PEREIRA, SILV A, 1591}

O assa-peixe tem por caracieristica ser wima planta ramificads, a gual apresenta
floves pequenas reunidas emn inflorescéncias no dpice dos ramos, em cachos, sendo de cor
hranca ou  Hlds clara, muito stomdticas (CAMPOS, 1994). A asquitetura e ©
desenvolvimento da Vernonia polvanshes, como e ramificaciio Jateral intensiva, podem
sofrer alteragBes significantes quando na presenga de parasitas nalurals como alguns jnsetos
(SILVA ef al., 1996), cansando reduglo na produgfio das flores ¢ diminuiglio da viabilidade

das serpenies.
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Com a presenca de alguns parasitas ocorre a formaclo das chamadas galhas na
planta hospedeira, o case a Vermonia polvanthes, frente 3 essas estrufuras ocorre um
aurpenio pa produclo de substdneia fendlica por paste da planta, préxima ao local gue
encontrant-se as larvas dos msetos, que pode significar um mecanisme de defesa da mesma
confra © inseto gathador (ANDRADE e of., 1995),

Fla floresce durante os meses de janeiro a abril, produzindo grande guantidade
de sementes gue sfo facilmente carregadas pelo vento, torpando-se portanto © meio de
reproduclo desse espéoie (CAMPOS, 1994), sua capacidade de repreduciio € enorme ¢
pouco exigenie com relagBo ds condicles do solo, também € rmuito resistente as
temperaturas varidvels € a intensidade de luz (MALUF, 1993}, Essa grande capacidade de
reprodugiic torna-se visivel guando algumas leguminosas forrageias com  potencial
alelopatico sfio introduzidas nos locais de reprodughio da Fernonia polvanthes © observa-se
que bd interferéncia discreta no crescimento ¢ na reprodugio da espécie, demonstrando a

pequena sensibibdade sos efeftos dessas leguminosas.

Essas descobertas mostram a capacidade gue o assa-peixe tem de vegetar entre
espécies com potencial alelopdtico (SOUZA, RODRIGUES, RODRIGUES, 1997), que
consiste de um mecamismo através do qual, determinadas plantas imterferem no
desenvolvimento de outras, alierando-fes o padrio e a densidade, esse fendmeno ocorre
largamente em comunidades de plantas. Por isso, é uma planta daninha mais frequente e
temida das nossss pastagens (KISSMAN & GROTH, 1992). Por esse aspecio negativo,
pesquisadores tém procurado desenvolver herbicidas que impedemn sen desenvolvimento
nesses locais (RASSINI & COELHO, 1994}

Faz-se pecessario salientar caracteristicas coonstitutivas diversss desta planta,
uma vez que na época da florada experimentos realizados com assa- peixe ndo
reproduziram o5 mesmos resultados quando comparados agueles obtidos com plamtas
coletadas no perfodo de o florescéneia (Dados obtidos no Laboratdric de Fisiologia da
Universidade Estadual Paulista UNESP- Botucatu, ndo publicados). Esses dados nos levam
a pensar que os hormdnios caracteristicos de inflorescéncia alteram a atividade biolégica da
plamta, o gue também foi postulado pelos boténicos do Campus de Botucatu & por isso,
nossos experimentos com a Vernonig foram reahizados enire o8 meses de male a

dezernbro,isio €, apds a Boragho.
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Tsso também demonstra que “coletar a parte da planta correta, no estédgio certo
de desenvolvimento ou época do ano € necessdrio para (e obter) 4 conceniragio mnima de
compostos ativos” (DI STASI, 1996), onde um desses serd o principio ativo responsavel
por determinada atividade biolégiva ocasionada pela administracfn do extrato da planta

escothida para estudo.

Geralmente, essa variagfio ocorre em funglo do esiigio em gue e encontra a
planta, como na plena floraglo ou no periodo que a antecede. Sem o conbecimento de somo
realizar a colbeita ¢ de como proceder apds a mesma pode-se perder todo o trabatho
anteriormente despendido (REIS & MARIOT, 2000).

As proprisdades medicinais mais descrifas popularmente do assa-peixe sio:

sdmnicas, expectorantes e bemostiticas, constimindo-se assim um medicamento eficaz
e doengas do aparelho respiratério como gripes, bronquites e asmas (SACRAMENTO et
al.. 1996; BOAVENTURA e ol., 1988; ALMEIDA, 1993, CARIBE & CAMPOS, 1951).

Outrs propriedade importante descrita do assa-peixe € atrair as abelhas através
de suas flores, sendo assim uma planta melifera (KISSMAN & GROTH, 1992}, produzindo
mel de excelente qualidade, sendo que ¢ propolis também € obtido, enlre outras SSPECIes,
da coleta de polen das flores da Vernonia pelyanthes ¢ o mesmo € aplicado na medicina
popular, contendo dderentes compostos guimicos gue variam de acordo com o local de
coleta, bem como o periodo da mesma (PEREIRAef al., 1998).

Entretanto, ela fem sido wusada popularmente como  diurética
{GEMT CHUINICOV, 1976) e esse efelio fol confirmade por RIBEIRO er o, 1986, o8
quais verificaram um awmento significante po velume urindrio, apés a administragio
travenoss do extrato bruto de Vernowia polyanthes em ratas Wistar anestesiadas, tambem
vordirmado por SILVEIRA, RUBIO, ALVES (2000} quando o infuso das folhas da
Vernowia polyanthes foi adrinistrado via oral aos ratos Wistar anestesiados, promovendo

efeitos natridiurético e hipoiensor.
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() trabatho de SCATENA, 1983, também mostra evidéncias positivas sob esse
aspecto, quando o exirato aguoso {decocto} de Vernonia polyanthes foi adoinistrado via

endovenosa em cfes anestesiados provocando vma divrese,

A propriedade diurética de uma substéncia ou mesmo de wma planta, consiste
na sua capacidade de aumentar o fluxo urindrio; a maioria dos dinréticos também aumenta a
excrecdic windria dos solutes, especialmente sodio e cloreto. A excreclio aumentada de
Agua, na maior parte dos casos, cecorre secundariamente 2 inibicfio da reabsorglio tubular de
sédio, j& que o sédio remanescente nos tibulos age osmoticamente para diminulr 2
reabsorclio de dgua, acarretando assim, natriurese e conseglientemente divrese (GUYTON
& HALL, 1997).

A respeito das propriedades descritas acins e confirmadas por esses trabalhos,
em penhum moemento foi citado o principio ative responsdvel pelos efeltos observados
ﬁ‘eg"}w 4 admnistra

¢do dessa planta ou amnda, substlncias que possam proporcionar

giferentes efeitos em ensatos binlégicos.

SCATENA (1983} mostrou em estudo histoguimico de extratos de folhas
jovens ¢ também do caule da Vernowia polyvanthes a presenca de constituintes celulares tais
como: eristals, aghcares, 6leos, ligninas, taninos £ oulros, mas esses nfo foram isolados e
testados farmacologicamente para poder afimmar se algum deles € o principio ative

responsavel pelo efeito divrético observado.

BOHLMANN er of, 1983, estudaram guindcamente essa espécie ¢ isolaram
umg classe de cornpostos denominados Airsutinclides, que correspondem 3 classe das
ignemas, mas nSo hd informacBes, nesse tabatho, de estudos sobre os eftitos
farmacolbgicos deste composto gufmico. As lignanas siio dimeros obtidos por reacdes de
espécies quimnicas monoméricas, possuem distribuiclio universal nas espécies lenhosas ¢
uma variedade Imensa de metabolitos, devido 4s diversas reaclies entre seus precursores
(I3 STASL, 1996
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As lignanas desempenham importante papel na defesa das plamtas, afuando
como agenies antimsicrobianos, antifigicos ¢ insetifugos. Por terem atividade antiiumoral ¢

antiviral, elas despertam grande interesse farmacologico (ROBBERS ef al., 1998).

Alpumas lignanas derivadas de diferentes espéeies de plantas desempenham um
papel importante como potente indbidor da PAF (fator de ativaglio plaguetdria), sfo fambém
observadas como inibidoras da degranulacio de neutréfilos em humeanos, sendo asshm,
esses compostos podem ser empregados como broncodilatadores, desempenhando stividade
anti-asmatica (WILLIAMSON, OKPAKO, EVANE, 1997).

Esse composto, hirsutinolides, também foi idemtificado estando presente na
espécie Vernonia cinerea, juntamente com algumas Jactonas (ABDEL-SATTAR, MOSSA,
cASKARY, 2000y, Nto se pode afirmar que esse composto seja o principio ativo que
causa a diurese ern telaglio & Vernonin polyenthes, apenes com base em testes quirnicos,

pois nio hd indicios de ensaios biolbgicos com este composto isolado.

Para a hberagio dos compostos gquimicos de determinadas plantas, possiveis
principios ativos, deve-se levar em conta o método de extragBo dos mesmos, a escolha
apropriada de um método para preparaclio das plantas € 0 primeiro passo para & descoberta
de novos compostos com atividades frmacoldgicas.

Txistem varios métodos de preparagio que podem ser utilizades, wm deles € o
ché, o qual pode ser obtido por moneiras diferentes de acordo com a composiclio ¢ a
qualidade de cada planta utilizada na pritica medicinal. Como exermplos podem ser citados
a maceragio, infusfio, decocgdo ou tisana (CARIBE & CAMPOS, 1991),

A maceragiio consiste em deixar as plantas (ervas) secas ou frescas submersas
ern dgua fria por um periodo de 12 a 18 boras 4 temperatura arnbiente, em seguida aquecer
3 baixa temperatura, coar e o ché estd pronto. A infiisdo é realizada com agua fervente
colocada sobre as plantas deixando repousar por 5 a 10 mimtos. A {i@m{:é;ﬁm ¢ o método
pelo gual as plantas sfo colovadas mum reciplente adequado com dgua fria e sfo levados ao
fogo brando para cozinhar por 3 a 30 minutos, em seguida deixando em repouso por alguns
minutos. A tisans consiste emn colocar dpua fria para ferver ¢ entfio acrescentar as plantas
nessa dgua tampando o recipiente, deixando ferver por mais 5 minutos e retirar do fogo;

apds alguns rdnutos de repouso cle estd pronto.
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A extragdo dos composto quimicos também pode ser felts através de um
solvente. Pode ser realizada através da maceragfio, filtracBio, destilacBo a vapor ¢ pela
escollm do solvente (WILLIAMSON e al, 1997). A extraclio por maceraglo consiste em
submeter a parte escollida da planta com wwo solvente adequado, deixando a mistura
descansar por algumas horas, para a BberagBo dos compostos deseiados, filtrando e
concentrando em seguida o extrate. Esse método apresenta a vantagem de usar o solvente a
frio, reduzindo a decomposi¢iio do material vegetal, mas torna-se necessdrio Jongo tempo

de preparacio e grande volume de solvente.

A filtragHo € um processo shmilar & maceracio mas a planta ¢ submetida 2 um
refluxo com solvente a quente. A metodologia utilizada nesse caso é rapida e usa-se pouco
soivente, mas pode ocorrer decomposigfio do material devido ao aquecimento. A destilaclio
a vapor ¢ realizada pela volatilidade de dleos que sdo Imisciveis em dgua. Se os compostos
extraidos sdo solveis em 4gua o método torna-se menos eficaz devido a0 grande volume
de extrato agquoso produzido, entretanto, em alguns casos a separacio do sistersa pode ser
utiizada para concenirar o extraio,

Com 2 escolba do solvente orgdnico, as carscteristicas dos compostos obtidos
no exirato sdo conhecidas, € assim um método seletivo, tomando-se um processo seguro.
Outro caminho ¢ iniciar a extraclio com solvente apolar e continuar com outros de mador
polaridade, até que os exiratos obtidos tenham aumento da polaridade do soluto. Fsses

podem ser levedos posteriormente para realizacfio de ensaios bioldgicos.

Para a realizaclo desses ensaios deve-se utifizar métodos apropriados para a
avahiacio desejada. Em velaglio & Vernonia polyanthes Less. deseja-se avaliar a acio sobre
& pressfio arterial & especificamente sua agio diurdtica ¢ natriurética, identificando o3 sitios

de agio do principio ativo sobre segmentos do néfron.

O estudo do manuseio tubular de s6dio foi realizado através do clegrance de
litio, utilizado como método indireto nfo-invasivo da medida da reabsorgiic de sodio ¢ dgua
pelo tibulo proximal ¢ consequentemente do aporte distal de litio & 4gua avs segmentos
distais do néfron (GARCIA, GONTLIO, FIGUEIREDO, 19917
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O clearance de Hiio foi desenvolvido por volta de 1960, apds a introdugiio deste
fon no tatamento de pacientes psiquidtricos. Criando-se portanto a pecessidade de
estabelecer mecanismos de eliminacio do o do organismo em casos de intoxicagéo pelo
mesmo (THOMSEN & SHIRLEY, 1997).

Para que o litio seja um marcador adequado dos fluxos de dgua e sédio através
do néfron, algumas condigbes so mandatorias: 17 o litio deve ser livremente filtrado nos
glomérulos; 2° a reabsorcio do ltio no tibulo proximal deve ser proporcional 4 reabsorgio
de 4gua e s6dio; 3° o ltio oo pode ser reabsorvido nem secretado nos mgmém@s do nefron
distais ao tobulo proxime!l e 4° o litio nfv deve medificar a ﬁmgéﬁ renal. Fsssas
possibilidades se completam baseadas inicialmente no fato de que néo W4, praticamente,
qualquer controvérsia quanto & tivre filtragio glomerular de Jitio (KOOMANS, 1989).

Existem mumercs métodos de avaliaciio do fluxo Wnico através dos tdbulos
renais, entre estes o micropunglio e microperfusio, universalmente aceitos como méiodos
diretos que possibilitaram grande avango para o conbecimento do transporte trans-tubular
de fons. THOMSEN, HOLSTEIN-RATHLOU, LEYSSAC (1981), compararam a
reabsorgio tubular proximal, através do clearance de litio, da nﬁcmperf"wé@ =
micropuncho. Estes conelufram que o clearance de Mo ¢ wma téondca simples que
determing com exatidio e confiabilidade 2 funclo tobular proximal quando comparado &

mcropungio.

A utilizacdo de um métode indireto como o clearance de litio, se constitui de

sim instrureento importante para estudos funcionais em diversas situaches experimentais,

pois evita fatores de erros inerenfes aos métodos dizelos, tals como uso de anestésicos,

procedimentos cirdrgicos ¢ perfusio resal com selugBes artificiais (GARCIA er 4l., 1991).

Enguanto os estudos pela micropungo referemese apenas aos nefons
superficiais isolados, o clegrance de Hiio avalia a populacio global dos néfrons, inchuindo
os néfrons superficiais e profundos. Essa diferenca pode ocasionar resultados dispares, dada
a heterogeneidade funcional dests populaclo, podende o clearance de litlo refletiy com
mais fidelidade a fungfo renal global. Por outro lado, em seres humanos ndo ¢ possivel a
utilizacdo de técricas come a micropunglio ou microperfusiio, tormando-se o clearance de
litio muma técnica dispondvel (THOMSEN & SHIRLEY, 1997;.
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Para o célculo do clearance de YHiio, necessiia-se conbecer a taxa de 8ltracho
glomerular. Fsta € estimada através de substincias gue nfio sejam nem reabsorvidas € nem

secretadas pelos thbulos renais. Uma substincia que atende 4 este coritério € a innlina,

substincis extgena encontrada em rafzes de plamtas, que administrada por via intravenosa

gstima 2 fikracio glomerular (GUYTON & HALL, 1997

Devide & mconvenifncia da administracfo intravenosa continug de uwma
substincia exdgena, outras substancias sfo utilizadas para a determinacio desse parfimeiro
funcional. Dentre as guals a creatining, presende no plasma nwms  concentragfo
relativarnente constante ndc requerendo a infusdo infravenosa no animal ou paciente, por
esta razfo, a depuracio da creatining € talvez o método mais amplamente usado para avaliar

& filtracio glomerular,

Patretante, devemos fer em mente que a creatining ndo € um marcador perfeito
da fitrago glomerular, uma vez gue uma pequena guantidade desta € secrstada pelos
tibulos, de modo que a quantidade de creatining excretada na urina excede ligebramente a
guantidade filrada. Por outro lado, bd normalmente um peguenc erro na medida de
creatinina plasmdtica gue leva a wma superestimative da concentraciio plasmdtica desta
substdnels, sendo gue fortuftamente estes dods erros tendem a cancelar wm ao outro
{GUYTON & HALL, 1997,

Com o método de clearance de litio podemos identificar a presenga de
possivels modificacdes da diurese ou natriurese sob determinadas situagtes experimentais,
tais come a presente uillizada para avaliar 3 influéneis do extrato brute de Vernomio
pofvanites Less. sobre a funclo glomérulo-tubular.
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Face as observacOes fundamentadas achma com vespeito a possivels agles
farmaccldgicas do extrato da Vernonia polyanthes Less., o presente trabalho teve como

obietivos:

s Avaliar o efeito do extrato bruto da Vernomia polvanthes Less. sobre a
funchio renal apos 7 dias de tratamento através do clegrances de Iftio ¢

creatinma,
a Avalisr o efsito do extrato bruto sobre a pressiio arterial caudal.

o Fstudar o efeito crbnico do extrato bruto, apds 14 dias de tratamento sobre a

fimcdo renal em gaiolas metabdlicas.
» Estudar o efeito crfinico do extrato sobre a pressio arterial sistolica.

» Definir qualitativamente possiveis classes de compostos de plania com

potencial ¢ agiio farmacoldgica sobre a pressdo arterial ¢ fangdo renal.
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3.1, COLETA DO MATERIAL VEGETAL.

Para a preparagiio de extrato bruto de Vermonio polyanthes less (assa-peixe)
eram utilizadas as folhas desse arbusto, coletadas no jardim Botdmico do Campus da
Universidade Pstadual Paslista "Hilio de Mesquita Fitho" (Unesp - 'Bamcam}. Estas foram
identificadas pelo botduico Prof Dr. Ayrton Amaral Junior do ?)epmamen‘éo de Boténics,

Unesp, Botucatu,

32, EXTRACAG E CARACTERIZACAC DO EXTRATO VEGETAL DE
VERNONIA POLYANTHES LEBS.

Folhas de Vernonia polvanthes Less. (Figura 4) foram coletadas enire 03 meses
de maio a dezembro, apds o periodo de florescéneia da planta (Janeiro a abyil), embaladas ¢
levadas no mesmo dia para o Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas ¢
Agrondmicas (CPQBA - Unicamp, 5P).

Em seguida, as folhas foram colocadas por rés dins em estufs de dessecagio
(Fabbe, modelo 170 a 40°C). O material dessecado foi moide om tritwrador de facas
{Stephen, modelo UM 40) e colocado em tapgue de ago inoxidavel, com aghiador mecdnico
onde ns folhas eram fmersas em solugfio de etanol 70% (CHEMCO) sob agitagdo continua

por 2 horas & temperatura ambiente, obtendo-se assim o extrato bruto a fio (A-I).

Em segnida, procedeu-se a reextraglo com etanol 70% por mais duas vezes
obtendo-ee 0s extratos Bl e C-1. Os extratos AL, BT e CI foram reumdos, fitrados em
funil de porcelana com papel de filtro em kitassato sob vacuo, evaporados em rotavapor
(BUCHI, modelo E. L.) para a eliminacio total do solvente prghnico, fornecendo dessa

maneira, o extrato bruto 2 frie em sua composico final

O material residual apds esta 1 colocado em balfo de fundo redondo imerso
em etanol 70% e submetido a um sistema de refluxe por 1,5 hors por tés periedos
comsecutivos. O extrato obtido foi reunido evaporade e rotavapor a vacuo para extracio

do solvente orglnico fornecendo o extrato bruto a quente indireto (EBA}.
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Outra porglio do material seco dessa planta foi sulynetido diretamente 2
extracBo a gquente (serm passar pela etapa da exiragho a frio) material foi colocado sm halio
de fundo redondo imerso em etanol 70% e submetido a um sistema de refluxo por 1,5 hora
por trés periodos consecutivos, O extrato obtido foi reunido evaporado em rotavapor a

vacuo para extragio do solvente orglnico fornecendo o extrato bruto a quente total (EBAT)

{Figura BL

Com isso fol realizada a andlise Bloguimica, de =amostras do extratos
resultantes. O EBA apds a evaporaghio para a extragfio do solvente orginico foi resuspenso
com 3 porgdes de éter etffico, resultando em duas fragBes: uma orgénica, menos polar, o

oulra aguosa Com componenias de maior polaridade.

A fragBo aquosa foi leofilizada, em seguida tomou-se Zg desta dilnidas em
100ml de etanol total para as andlises fitoguirnicas.

Moterigl ¢ Meéiodos
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3.3. TRIAGEM FITOQUIMICA QUALITATIVA.

A triagem fitoquimica permite excluir ou confirmar classes de compostos

orgdnicos existentes no extrato bruto de Vernonia polyanthes Less.

Os reagentes para a triagem fitoquimica foram preparados segundo (IOEN,

1982).

3.3.1. Solucdes utilizadas.

Solugdo de Liebermann Burchard= 1 ml de Anidrido Acético (MERCK CO) e 3

a 4 gotas de Acido Sulfurico concentrado.

Solu¢do de Mayer= Dissolver 1,35 g de Cloreto de Merctirio (MERCK CO) em
60 ml de agua destilada ¢ 5 g de Iodeto de Potassio em 20 ml de agua. Misturar as duas

solugdes e diluir com 4gua até obter 100 ml de solucdo.

Solu¢do de Carr-Price= Dissolver 25 g de Cloreto de Estanho em 75 ml de

Cloroférmio.

Solucdo de Fehling= Solucdo A: dissolver 34,65 g de Sulfeto de Cobre
(MERCK CO) em agua destilada até o volume de 500 ml.

Solugdo B: dissolver 173 g de sal de Rochelle (Tartarato de Potassio e Sddio
tetrahidratado) e 125 g de Hidroxido de Potassio em agua destilada até o volume de 500 ml.

Misturar partes iguais das solu¢des A e B antes do uso, essa mistura deve

ser aquecida em banho-maria por 30 minutos.
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Planta Coletada

Seca sob ventilagdo 40°C

Moida (2 Kg planta)

Extragdo com etanol 70% a 40°C

Residuo

Extracéo 40° e etanol 70%

Filtrante
(F2)

Filtrante
(F1)

Residuo
Extracdo
Residuo Filtrante
descartado (F3)
Figura B

Juntar F1+F2+F3 e evaporar
o solvente sob vacuo

l

Extrato bruto
aquecido total
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3.3.1.1. Ensaio para determinacio de alcaldides

Foram utilizados 10 ml de extrato (2g de extrato leofilizado dissolvidos em 100
ml de etanol). Apds evaporagdo em rotavapor, o residuo resultante foi dissolvido em 3 ml
de 4cido cloridrico (HCI), dividido em 3 porgdes iguais. A primeira foi adicionada trés
gotas de reagente Mayer; a segunda usava-se como branco e a terceira adicionava trés gotas
de uma soluggo de 4cido silicotingstico 5%. A formag¢do de um precipitado branco indica a

presenca de alcaloides.

3.3.1.2. Ensaio para determinacéo de agliconas flavonicas

5 ml de extrato foram evaporados até secura total. O residuo resultante foi
dissolvido em 2 ml de metanol 50% & quente. A esta solugdo foi adicionada limalhas de
magnésio em pequena quantidade e 1 ml de 4cido cloridrico concentrado. Apés 10 minutos

a presen¢a de uma colorag@o avermelhada indica a presenga de agliconas flavonicas.

3.3.1.3. Ensaio para determinac¢ido de emoddis

5 ml de extrato resuspenso e evaporado e o residuo dissolvido em 1 ml de
solucdo de hidréxido de aménio (MERCK CO) a 25%. Na solucéo resultante observar o

aparecimento de uma coloragio vermelha indica a presenga de emodois.

3.3.1.4. Ensaio para determinac¢io de cumarinas

5 ml de extrato resuspenso e evaporado sendo o residuo dissolvido em 1 ml de
agua destilada fervendo. Duas aliquotas foram separadas e aplicadas com capilar de vidro
em papel de filtro. Sobre o papel de filtro foram aplicados uma solucio de hidréxido de
potassio (MERCK CO) 0,5 M e as manchas visualizadas em ldmpada ultra-violeta (UV) em
um comprimento de onda de 366nm. A presenca de fluorescéncia da mancha indica a

presen¢a de cumarinas.
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3.3.1.5. Ensaio para determinacéo de taninos galicos e catéquicos

Em 5 ml de extrato foram diluidos 2 ml de 4gua destilada. A amostra foram
adicionados trés a cinco gotas de solugdo de cloreto férrico a 1%, a mudanca de cor da
solugdo para azul indica a presenca de taninos gélicos e para verde indica a presenca de

taninos catéquicos.

3.3.1.6. Ensaio para determina¢ao de saponinas

Em 5 ml de extrato, diluidos em 45 ml de 4dgua destilada e ap6s uma agitagdo

vigorosa a observacd@o de espuma durante 20 minutos indica a presen¢a de saponinas.

3.3.1.7. Ensaio para determinagio de triterpenos e esteroides

20 ml de extrato evaporados foram dissolvidos em 50 ml de etanol total. Uma
aliquota de 40 ml desta preparagéo foram adicionados 10 ml de hidroxido de potassio 0,5 M
e submetida a um sistema de refluxo por duas horas. A amostra resultante foi adicionado 10
ml de 4gua destilada e submetida a evaporagdo em rotavapor. A amostra resultante foi
tratada com 10 ml de éter etilico por trés vezes, obtendo-se 30 ml de uma fragdo orgénica.
Aliquota de 5 ml foi submetida a reagéo de Liebermann-Buchard, onde a formagdo de um

anel verde-azulado e uma interfase marrom sugere a presenga de triterpenos e esteroides.

3.3.1.8. Ensaio para determinagfo de carotendides

20 ml de extrato foram evaporados e em seguida dissolvidos em 50 ml de
etanol total. Uma aliquota de 40 ml foi adicionado 10 ml de hidroxido de potassio 0,5 M e
submetido a refluxo por duas horas. A amostra resultante foi adicionado 10 ml de dgua
destilada e evaporado em rotavapor para a extragdo do alcool. A solugdo foi em seguida
tratada com 10 ml de éter etilico por trés vezes, obtendo-se uma fragdo orgénica. Uma
aliquota de 5 ml foi submetida a reac@io de Carr-Price, onde a formagdo de um precipitado

branco e uma fase sobrenadante azul sugere a presenca de carotendides.
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3.3.1.9. Ensaio para determinacao de acidos graxos

20 ml de extrato foram evaporados e dissolvidos em 50 ml de etanol total. Em
uma aliquota desta solugcdo de 40 ml foram adicionados 10 ml de hidroxido de potassio 0,5
M e submetida ao refluxo por duas horas. A amostra resultante foi adicionada 10 ml de
agua destilada e em seguida evaporada para a extragdo do dlcool. Apds a evaporagdo a
aliquota foi tratada com 10 ml de éter etilico por trés vezes, obtendo-se 30 ml de fracdo
aquosa (alcalina). Esta foi acidificada com acido cloridrico até pH de 3-4 e submetida a
uma reextracdo com 10 ml de éter etilico por duas vezes e a evaporagdo total. A formacdo

de residuos com cristais na parede do tubo de ensaio indica a presenca de acidos graxos.

3.3.1.10. Ensaio para determinagio de antracenosideos

2g de extrato liofilizados dissolvidos em 100 ml de etanol total e concentrado
em rotavapor até a redugéo de volume para 50 ml. A esta solugdo foram adicionados 10 ml
de 4cido cloridrico 20% e a preparagdo submetida a refluxo por 30 minutos. A solugio
resultante foi adicionada 20 ml de agua destilada e promovida a evaporago até um volume
de 30 ml. Apés a evaporagdo, 20 ml de éter etilico foram adicionados por trés vezes,
obtendo-se 60 ml de fragdo orgénica, apos a concentragdo em rotavapor até o volume de 30
ml. Uma aliquota de 5 ml foi evaporada e o residuo dissolvido em 3 ml de hidroxido de
amOnio. O aparecimento de uma coloragdo vermelha indicou a presen¢a de

antracenosideos.

3.3.1.11. Ensaio para determinac¢ao de antocioninas

Para este ensaio foi utilizada a fragdo aquosa acida proveniente do ensaio de
antracenosideos ¢ alcalinizada até pH= 9-10. A mudanga de coloragdo para verde-castanho

ou azul confirma a presen¢a de antocianinas.
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3.3.1.12. Ensaio para determinagdo de compostos redutores

2g de extrato leofilizado foi dissolvido em 100 ml de etanol total e a solugéo
concentrada em rotavapor até a reducdo de volume para 30 ml. Desta solugdo 5 ml foram
adicionado a 2 ml de agua destilada e a 5 ml de solugdo de Fehling, submetendo-se a
refluxo por 30 minutos. A formagdo de um precipitado de cor tijolo indica a presenca de

compostos redutores.

3.4. ANIMAIS

Foram utilizados animais machos Wistar Hannover (300 — 400 g) fornecidos
pelo Centro de Bioterismo (Cemib) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp),
desmamados com 2 dias. Os animais foram transferidos para biotério do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE), mantidos em gaiolas coletivas, recebendo dgua

e ragdo ad libitum.

Os animais apés o desmame foram alimentados com ragdo Nuvilab CR-1

Autoclavavel com a seguinte composi¢ao:

U aee (B i immsisomiimessmesvess s s s svseitad e 12,50%
Proteina Bruta (). ...........oveeeevessssessesssssesssesssonsssesssssssessans 22,00%
Extrato Bieren (). .ot i e 3,00%
Maitérin MItOral (IOaK), o wwimssimusmnsvisssissmissmmini 10,00%
Matéria FIDrosa (INAX).......cceueereeeerurereeeeressraeiessssesessesssssansesseessssens 9,00%
BRI CET Y v i v B s e G A R s s 1,40%
B O STOO OIEY 50055 vaasmssnsnasn s oS AR BB K S R 0,60%
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Outros constituintes como vitaminas, microelementos minerais € aminoacidos
fazem parte da composi¢éo desta ragéo e eletrolitos como sédio na concentragdo de 61,3 +
9mEq/kg e potassio na concentracdo de 113 + 4mEq/kg, dentro de niveis arbitrariamente
estabelecidos como normossodica e normopotassica, adequados ao crescimento e

reprodugéo da espécie.

3.5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os extratos vegetais de Vernonia polyanthes Less. foram testados em desenhos
experimentais in vivo, em animais vigis e ndo-restritos, sobre a pressdo arterial, funcdo
renal glomerular e a manipulagdo tubular renal de ions estimados pelo clearance de
creatinina e pelo clearance de litio respectivamente. Os grupos experimentais foram
compostos por 10 animais mantidos em gaiolas de plastico individuais recebendo agua e
ragdo ad libitum por 21 dias de seguimento, onde os pesos da rag@o ingerida € dos animais

foram controladas diariamente.

Durante a primeira semana experimental os animais foram acompanhados
diariamente, estabelecendo-se o padrfio basal de excrecdo urinaria e de pressdo arterial
durante uma ingestdo livre de rag@io e agua. Para isto, durante esses 7 dias foi realizada
uma coleta de urina de 15 horas (1° dia), uma medida de pressdo arterial e o estudo da

funcdo renal foram aferidas no 5° e 7° dias respectivamente.

ApOs uma primeira semana de estabelecimento dos pardmetros basais (Grupo
Basal), teve inicio a administracéo oral de extratc bruto de Vernonia polyanthes Less. ou de
seu veiculo. Os animais foram subdivididos aleatoriamente em dois grupos experimentais
de 5 animais que recebiam por gavage uma solugdo eletrolitica semelhante aquela obtida
pela analise dessas substincias (concentragdes de Na* e K diluidos em agua destilada) no
extrato bruto vegetal (Grupo Controle); ou de 5 animais recebendo extrato bruto vegetal,
EBA nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg/peso corporal ¢ EBAT na dose de 1,0 g/kg/peso
corporal em diferentes grupos experimentais (Grupo Experimental). Os animais recebiam o
extrato da planta e a solugdo veiculo durante 14 dias consecutivos, em duas tomadas, a cada

12 horas.
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GRUPOS EXPERIMENTAIS

animais tratados com
—.r SIS R P EBA ou EBAT

BASAL :
l EXTRATO

animais _ J DA PLANTA
ndo-tratados 7dias 14 dias

animais tratados com
solugdo veiculo

A composi¢do da solugfo eletrolitica foi determinada pelo método de
fotometria de chama, no EBA foram encontrados 0,8 mEq/L de sodio € 40 mEq/L de
potéssio. J4 no EBAT, obteve-se 1,5 mEg/L de sodio e 135 mEq/L potassio.

3.6. CARACTERIZACAO DO CLEARANCE DE LiTIO.

O estudo da manipulagfio tubular renal de sodio foi estimada pela técnica do

clearance de litio (GARCIA et al., 1991) no decorrer da trés semanas experimentais.

O clearance de litio consiste num método de avaliagdo indireto do fluxo de
Na’ e H,O transcelular e consegiientemente da carga de agua e sodio que deixam o tibulo
proximal em dire¢do ao tubulo distal.

Os animais receberam 0,06 mEq/100g de peso corporal de cloreto de litio em
solugdo (MERCK) administrado por gavage 12-14 horas antes do inicio dos
experimentos, em seguida foram colocados em gaiolas individuais de ago inoxidavel sem

restrigdo de movimentos, em jejum de ragio sélida e ingerindo livremente agua.

No dia seguinte, para obtengfio de fluxo urindrio regular e estdvel, os animais
receberam uma carga hidrica de 10% do peso corporal subdividida em duas tomadas,
dividida em duas tomadas aos 80 e aos 20 minutos antes do inicio experimental, sendo em
seguida, reconduzidos as gaiolas metabolicas individuais, ai permanecendo por um periodo

de 2 horas em jejum para ragéo solida e agua.
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Ap6s 20 minutos da segunda sobrecarga hidrica, foi iniciada a coleta seriada de
aliquotas de urina a cada 30 minutos por 120 minutos, através de funis adequadamente
adaptados sob as gaiolas metabdlicas que drenavam para tubos conicos graduados a cada
0,1 ml. Apds cada coleta, o volume urinario foi anotado e amostras de urina foram

armazenadas em freezer a -20°C (Figura C).

Ao final das coletas de urina, uma amostra de sangue caudal foi obtida na
primeira e segunda semanas experimentais. Na (ltima semana, os animais eram
anestesiados com éter sulfiirico (CHEMCO) e amostras de sangue foram coletadas através
de pungdo cardiaca. O plasma separado por centrifugacdo € as amostras de urina foram
congeladas (- 20°C) para posteriores dosagens de eletrélitos (Na", K™ e Li") e creatinina
(BROD & SIROTA, 1948).
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3.7. FORMULAS E CALCULOS UTILIZADOS
3.7.1. Clearance de litio, clearance de sédio e clearance de creatinina:

U x V/P em (ul/min./100g), sendo U a concentragfo urinaria, V' o volume

urinério por minuto e P a concentragéo plasmatica de litio s6dio ou creatinina.

3.7.2. Fracoes de excrecdo (FE) de Na, K ou Li:

FE = CNa/CCr x 100 (%), onde o CNa € o clearance de sédio e CCr denota o

clearance de creatinina.

3.7.3. Carga filtrada de sédio (CF):

CF = PNa x CCr (uEq/min./100g de peso), onde PNa significa a concentragédo

plasmatica de sodio.

3.8. MANUSEIO TUBULAR DE SODIO
3.8.1. Aporte distal de sédio (AD):

AD = PNa x CLi (uEq/min./100g). Representa a carga de sodio que deixa os

segmentos proximos dos nefrons em diregdo aos tibulos distais — (distal delivery).

3.8.2. Reabsor¢ao fracional proximal de sédio (RFrP):

RFrP = ((CF - AD) / CF) x 100 (%). Representa a fracdo da carga filtrada de
s6dio que foi reabsorvida pelo tibulo proximal.

3.8.3. Reabsorcio fracional distal de Na-I (RFrD-I):

RFrD-I = (AD - (UNa x V") / AD) x 100 (%), sendo UNa a concentracio

urinaria de sddio; representa a fragdo do AD que foi reabsorvida pelo ND.
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3.8.4. Reabsorcdo fracional distal de Na-II (RFrD-II):

RFrD-II = (AD - (UNa x V") / CF) x 100 (%). Representa a fragéo da CF que foi

reabsorvida pelo ND.

3.8.5. Fraciio de excregiio proximal de sodio

FEPNa = CLi"/CCr x 100.

3.8.6. Fracio de excre¢do pos-proximal de sédio.

FEPPNa = CNa'/CLi" x 100.

3.9. MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL

Uma vez por semana foi realizada a medida da pressdo arterial caudal (Figura
D) de cada animal, em estado vigil, pelo método de pletismografia de cauda (Narco System
Co Aistin. Tx) em animais previamente aquecidos (LOVENBERG, 1987).

3.10. PROCEDIMENTOS ANALITICOS

As concentracdes de Na", K e Li" plasmaticas e urindrias foram determinadas
pelo método de fotometria de chama (Micronal, modelo 262, Sdo Paulo- SP). A creatinina
plasmatica e urinaria foram dosadas pelo método colorimétrico do picrato alcalino (BROD
& SIROTA, 1948) através de espectrofotdmetro Micronal, modelo 382, Sdo Paulo-SP. O
clearance de creatinina foi utilizado como estimativa da taxa de filtragdo glomerular, os
valores da taxa de filtracdo glomerular, volume urindrio e excregdo urindria de s6dio foram

expressas por 100 gramas de peso corporal.

A proteina uriniria de 15 horas foi determinada pelo método do acido

sulfossalissilico.
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3.11. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

As comparagdes estatisticas realizadas entre os grupos experimentais estudados
foram avaliadas por andlise de varidncia one-way aplicando-se o teste t-student quando
pertinente para definir temporalmente os pontos significantes. Os dados foram expressos
como média + EPM (erro padrdo da média), estabelecendo-se como nivel de significincia

estavel para p < 0,05 (5%).

A érea sobre a curva (ASC) foi calculada através da integral dos resultados
obtidos no tempo total de 120 minutos, o qual foi realizado pelo programa Sigma Plot
versdo 1.02. A ASC demonstra claramente o efeito obtido apés administragdo do extrato
pelo tempo integral, onde também sera mostrado nos periodos de 30°, 60°, 90’ e 120°, com
isso, os resultados na forma da ASC possibilitam uma visualizagdo global dos efeitos

promovidos pela administragdo do extrato.

3.12. ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho cientifico foi regido por normas de condutas estabelecidas
no Manual para Técnicos de Biotério para ensaios em animais de experimentacdo, de
Valderez Bastos Valero, editada pela FINEP e EPM, 1990.
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4. RESULTADOS
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Os resultados sdo apresentados sob a forma de gréficos e tabelas referentes ao
clearence de creatinina (CCr), clearence de litio (CLi), clearence de sodio (CNa), fracdo
excretada de potassio (FEK), fracéo excretada de sodio (FENa), fracdo excretada proximal
de sédio (FEPNa), fracéo excretada pos-proximal de sédio (FEPPNa), volume urinario de
15 horas (VU), carga excretada de potassio (UKV), carga excretada de sédio (UNaV),
pressdo arterial caudal (PAC), proteiniria (UPrV) e peso corporal didrio (PC) apos
administra¢do diaria do veiculo (CO) e dos extratos nas doses de 0,5, 1,0 e 1,5 g/kg/peso
corporal. Os grupos experimentais foram assim divididos: basal (sem tratamento, apenas
recebem 4gua no dia do clearance), controle (agua destilada + eletrélitos, intitulado de
veiculo - VEH) e experimental (extrato bruto aquecido ou extrato bruto aquecido total)
representados, respectivamente, pelas seguintes abreviagoes: BASAL, CO e EBA ou
EBAT respectivamente.

O nivel de significAncia estatistica admitida para os resultados analisados em
relagiio ao grupo controle foram de 5% (p< 0,05); a significancia estatistica para as analises
feitas para os diferentes grupos experimentais foram anotadas como a = CO x EBA ou

EBAT, b=BASAL x CO; BASAL x EBA ou BASAL x EBAT.

Os resultados estfio representados sob a forma de tempo (30, 60, 90 e 120 min)
e também sob a forma de area sobre a curva (ASC), calculando o total obtido no decorrer

do periodo experimental.

4.1. ESTUDO FUNCIONAL RENAL
4.1.1. Clearance de Creatinina

As figuras 1, 1’ e as tabelas 1, 1’ apresentam os valores para o clearance de
creatinina ap6s administragdo por gavage das doses crescentes do EBA (0,5 e 1,0 g/kg/
peso corporal) nio havendo modificagdes significativas da filtragdo glomerular na 1*
semana de tratamento comparados aos grupos basal e controle. A administracdo oral de
EBA na dose de 1,5 g/kg promoveu um decréscimo significativo do CCr aos 90 e 120 min
(P = 0,018 e P = 0,039 respectivamente) em relagdo ao basal e ao controle. J4 na dose de
1,0 g/kg do extrato aquecido total (EBAT) observa-se um aumento significativo do CCr

em todos os periodos analisados quando comparado aos demais grupos estudados.
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Nas figuras 2, 2’ e tabelas 2, 1° vemos os resultados obtidos para o CCr ap6s 2
semanas de tratamento com 0,5, 1,0 e 1,5 g/kg/peso corporal. Como verificado na primeira
semana, o tratamento diario com EBA ndo promoveu modificagbes significativas na
filtragdo glomerular em ratos acordados. Por outro lado, a administragdo de 1,0 g/kg de
EBAT causa um aumento da filtragdo glomerular em todos os periodos (30-120 min) sendo

este acréscimo, estatisticamente significativo aos 30, 60 e 120 min em rela¢do ao basal.

4.1.2. Clearance de Litio

As figuras 3, 3” e tabelas 3, 2° apresentam a evolugdo temporal do CLi ap6s
uma semana de tratamento com EBA. A administragdo oral de 0,5 g/kg promoveu uma
elevagdo significativa do CLi comparado ao grupo basal aos 60 min (P = 0,015) e aos 90
(P = 0,001). A despeito da auséncia de qualquer modificagdo do CLi & administragdo de 1,0
g/kg de EBA, a dose de 1,5 g promove queda a partir de 90 min , sendo estatisticamente
significativa aos 90 e 120 min tanto em relagdo ao basal como controle. Efetuando-se a
administracdo de 1,0 g de EBAT observa-se um aumento significativo e persistente do

clearance de litio em relagdo ao controle.

Apos a segunda semana de tratamento (figuras 4, 4’ e tabela 4, 2°) persistiu um
aumento significativo do CLi aos 30 e aos 90 min, apos 0,5 g/kg de EBA em relacdo ao
basal, bem como uma queda pronunciada do CLi aos 90 e 120 min ap6s a administragio do
EBA na dose de 1,5 g/kg em relag@o ao basal. As doses de 1,0 g/kg de EBA e EBAT ndo

promoveram mudangas significativas no pardmetro analisado.

4.1.3. Clearance de S6dio

As figuras 5, 5° e tabelas 5, 3> ndo mostram modificagdes significativas para o
CNa, apés administragdo de 0,5 e 1,0 g/kg de EBA e também de 1,0 g/kg de EBAT,
comparados aos grupos basal ¢ controle. Enquanto a administragdo de 1,5 g/kg de EBA
causou uma queda do CNa em todos os periodos experimentais, sendo significativa aos 90

min (P = 0,005) em relagdo ao CO.
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Apés duas semanas de tratamento dos animais (figuras 6, 6° e tabelas 0,.37)
observa-se um aumento pronunciado estatisticamento significativo aos 30 min apds
administragdo de 0,5 g/kg de EBA. Apds administragédo de 1,0 e 1,5 g/kg de EBA durante
duas semanas ndo observou-se modificagdes significativas em nenhum desses periodos nos
grupos estudados, bem como para a administracdo de 1,0 g/kg do EBAT.

4.1.4. Fracdo de Excreciio de Potassio

As figuras 7, 7° e tabelas 7, 4 apresentam a FEk durante a primeira semana de
administracio de EBA e EBAT. A administragdo de 0,5 ¢ 1,0 g/kg ndo modificaram
significativamente a excre¢do urindria de potassio durante os 120 min de estudo
metabolico. Ap6s administragdo de 1,5 g/kg EBA observa-se um aumento significativo da
FEK aos 30 e 60 min em relagdo ao grupo basal. Adicionalmente, a administra¢do de 1,0
g/kg de EBAT promoveu um aumento significativo em todos os periodos analisados tanto
apoOs a administragdo do veiculo bem como o EBAT, ambos em rela¢do ao basal, embora

este efeito tenha sido mais pronunciado e persistente no grupo EBAT.

Ap6s duas semanas de tratamento (figuras 8, 8’ e tabelas 8, 4”) a administra¢do
de 0,5 e 1,0 g/kg de EBA ndo promoveu mudangas significativas na FEK. J4 na dose de 1,5
g/kg, o EBA causou uma queda significativa apds os 30 min de tratamento em relagdo ao
CO. Apos a administragdo de 1,0 g/kg de EBAT, como na primeira semana, ocorreu um
aumento significativo da FEk nos animais dos grupos CO e EBAT, quando comparados aos
animais do grupo basal em todos os periodos analisados.

4.1.5. Fracao de Excrecdo de Sodio

As figuras 9, 9’ e tabelas 9, 5° apresentam os resultados relativos a FENa apos
0,5 g/kg de EBA, nfo observamos modificagdes significativas na FENa, exceto por um
aumento notado aos 120 min no grupo controle. Apés a administracdo de 1,0 g/kg de EBA

observamos uma queda progressiva e significativa na excre¢do urinaria de sdédio, mais
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acentuada aos 30 min. A administracdo de 1,5 g/kg de EBA ndo apresentou alteragdes
importantes na FENa quando comparados aos grupos basal e conrole. A administra¢do por
gavagem do EBAT (1,0 g/kg) promoveu uma queda significativa na excregdo urindria de

s6dio aos 60 ¢ 90 min experimentais.

Duas semanas apds o tratamento com EBA (figuras 10, 10’ e tabelas 10, 5°) a
administracdo de 0,5 g/kg promoveu um aumento significativo da FENa apds 30 e 60 min
em relagdo ao grupo controle. Ndo ocorreram mudangas significativas na excre¢@o de sodio

apds administrag@o de doses 1,0 e 1,5 g/kg de EBA e 1,0 g/kg de EBAT.

4.1.6. Fracao Excretada Proximal de Sédio

As figuras 11, 11 e tabelas 11, 6’ apresentam os resultados referentes a FEPNa
ap6s o tratamento dos animais durante a primeira semana com a dose de 0,5 g/kg de EBA,
mostrando um aumento significativo na excrecdo proximal de sédio a partir 60 min
experimentais. A administracdo de 1,0; 1,5 de EBA e 1,0 g’kg EBAT ndo promoveram
modifica¢des significativas na manipulagdo , comparados aos grupos basal e controle.

Duas semanas apds o inicio do tratamento continuo dos animais com EBA,
(figuras 12, 12° e tabelas 12, 6°) persistiram as altera¢cdes funcionais significativas a
administracdo de 0,5 g/kg, sem que houvesse qualquer alteracdo significativa frente a essa

variavel para as demais doses utilizadas.

4.1.7. Fracio de Excre¢dao Pos-Proximal de Sédio

As figuras 13, 13° e tabelas 13, 7° apresentam os resultados referentes a
FEPPNa apos o tratamento dos animais com EBA (0,5, 1,0 e 1,5 g/kg), sem qualquer
modifica¢do significativa entre os grupos estudados, embora haja uma clara tendéncia a
uma queda na FEPPNa, principalmente apos as doses de 0,5 e 1,0 g’kg de EBA. A
administragdo do EBAT (1,0 g/kg) promoveu significativa diminuicido da FEPPNa a partir

dos 60 min experimentais.
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Durante a segunda semana de administragdo de EBA, 0,5 g/kg, (figuras 14, 14’
e tabelas 14, 7°) observa-se um aumento significativo, mas transitdrio da frag@o de excregio
pos-proximal de sédio aos 30 min experimentais. A administracdo das demais doses de
EBA e EBAT ndo causaram modificagdes significativas na FEPPNa.

4.2. ESTUDO SEMANAL DA EXCRECAO URINARIA HIDRO-SALINA E DA
PRESSAO ARTERIAL CAUDAL.

4.2.1. Fluxo Urinario por Minuto (UV)

Na figura e tabela 15 apresentam os resultados referentes ao fluxo urinario por
minuto (UV) de amostras de urina coletadas semanalmente durante a administragdo diaria
de EB nas diferentes doses e seus controles. Observa-se a auséncia de modificacdes
significativas durante todo o periodo em estudo (2 semanas) para qualquer das doses
utilizadas. Para as doses de 1,0 g/kg do EBA e 1,0 glkg do EBAT, ocorre uma forte

tendéncia a diminui¢do do fluxo urindrio apds a 2° semana de tratamento.

4.2.2. Carga Excretada de Potassio (UxV)

Na figura e tabela 16 sdo apresentados os resultados relativos a UxV onde nado
foram observadas modificagbes significativas durante duas semanas de tratamento, com o
EBA de 0,5 g/kg. Apos a administragdo do EBA 1,0 ¢ 1,5 g/kg ocorreu uma significativa
queda (P = 0,040 e P = 0,045) na UV apos a primeira semana de tratamento em relagdo
aos animais tratados com o veiculo (CO) retornando a valores proximos aos basais apos a
2a semana. Ao contrario, a administragdo oral de 1,0 g/lkg de EBAT causa um aumento
significativo na excregdo de potassio durante a 1° e 2° semanas de tratamento, quando

comparados aos valores basais.
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4.2.3. Carga Excretada de Sédio (Un,V)

A administracdo por gavagem de EBA 0,5 g/kg ndo promoveu modificagdes
significativas na Un,V em ratos (figura e tabela 17), durante as 2 semanas de tratamento.
Na dose de 1,0 g/kg de EBA observou-se uma queda significativa da Un,V em relagéo aos
valores basais apds a primeira semana de tratamento, com posterior retorno da excrecéo de
sodio a valores proximos a excre¢éo basal na 2* semana. Por outro lado, a administragdo de
1,5 g/lkg de EBA causou um aumento progressivo e significativo da Un,V apés a segunda
semana de tratamento, o mesmo foi observado ap6s administragdo de 1,0 g’kg do EBAT

apoés as duas semanas de tratamento em relacdo ao basal.

4.2.4. Proteintria

A figura e tabela 18 apresentam os resultados referentes a proteiniria observado
apos a administrag@o de doses crescentes do EB de Vernonia polyanthes Less. Observamos
que a administragdo do EB ou veiculo promoveu uma queda significativa e progressiva da
proteinuria apds as duas semanas de tratamento em relacdo aos valores basais, cuja

significancia estatistica foi dose-dependente ocorrendo ja na 1* ou na 2* semana.

4.2.5. Pressido Arterial Caudal (PAC)

Na figura e tabela 19 apresentamos as modificacdes semanais de PAC apos
administragdo de EB em doses crescentes. A administra¢do de 0,5 g/kg do EBA promoveu
uma queda transitéria, mas significativa da PAC na primeira semana de acompanhamento.
Ap6s a administrag@o de 1,0 g’kg de EBA ou EBAT observamos uma queda significativa e
persistente da pressdo arterial caudal em relagido aos valores basais e aqueles obtidos apos
administragdo do veiculo durante as 2 semanas de tratamento . A administracdo de 1,5 g/kg

de EBA nfo promoveu mudancas significativas sobre a pressio arterial caudal.

Resultados
70



4.2.6. Peso Corporal Didrio

A figura 20 e tabelas 20, 20’ apresentam os resultados da variagdo didria
ponderal dos animais durante o periodo basal e apés a administragdo de veiculo (CO), EBA
e EBAT nas doses de 0,5; 1,0; 1,5 e 1,0 g/kg/peso corporal. Os resultados mostram que o
extrato bruto de Vernonia polyanthes Less. administrado aos animais ndo modificou o peso

corporal em nenhum momento do estudo.

43. RESULTADO DA TRIAGEM FITOQUIMICA

Abaixo, apresentamos a tabela com resultados qualitativos fitoquimicos do

extrato de Vernonia polyanthes Less. utilizado nos experimentos.

Item de Determinacdo Caracteristica Amostral Resultado
| — Alcaldides Auséncia de precipitado Negativo
2 — Agliconas Flavonicas Cor avermelhada Positivo
3 — Emododis Sem mudanga de cor Negativo
4 — Cumarinas Presenca de halo fluorescente Positivo
5 — Taninos Galicos e Catéquicos Cor azul e em seguida verde Positivo
6 — Saponinas Formacdo de espuma Positivo
7 — Triterpenos ¢ Esterdides Auséncia de anel colorido Negativo
8 — Carotendides Formacdo de precipitado Positivo
9 — Acidos Graxos Formacdo de residuos com cristais Positivo
10 — Antracenosideos Cor vermelha Positivo
11 — Antocioninas Cor azul Positivo
12 — Compostos Redutores Auséncia de precipitado Negativo
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Carga Excretada de Pot

Figura 16: Carga Excretada de Potassio avaliada durante 3 semanas consecutivas, apos
administragdo diaria de veiculo, EBA nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg/peso e
EBAT na dose de 1,0 g/kg/peso (1 e 8 = apds o tratamento).
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Figura 17: Carga Excretada de Sédio avaliada durante 3 semanas consecutivas, apos

administracdo didria de veiculo, EBA nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg/peso ¢

EBAT na dose de 1,0 g/kg/peso (1 e 8 = ap6s o tratamento).
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Figura 18: Proteintria avaliada durante 3 semanas consecutivas, apos administragdo diaria
de veiculo, EBA nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg/peso e EBAT na dose de 1,0
g/kg/peso (1 e 8 = apos o tratamento).
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Figura 19: Registro da PAC avaliada durante 3 semanas consecutivas, ap6s administra¢do

diaria de veiculo, EBA nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5 g/kg/peso e EBAT na dose de

1,0 g/kg/peso (5 e 12 = apds o tratamento).
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Estudos sebre 5 fumg8o renal © a pressiio arterial sistélica obtidos apds a
adovnistracio oral do extrate bruto hidroaleodlico aquecido de Pernonia polvanther Less,
(EBA) sdo praticamente nexistentes. A preparaciio de folhes de Fernonia polyanthes ¢
utilizada pela populaclio por seus efeitos divréticos e para o tratamento de problemas
respiatorios tals como ssma e bronguites (GEMTCHUINICOV, 1976; CARIBE &
CAMPOS, 1991; SACRAMENTO et af ., 1996},

Mo presente trabathe o extrato foi administrado em diferentes concentragdes,
curva dose-resposta, em ammais acordados ndo-restritos, para o estudo de possivels agles
sobre a pressfo arterial ¢ a funglio renal Para a presente gvaliaclo foram: utilizadas trés
doses crescentes do FBRA: 0.5 1,0 & 15 g/hke/peso corporal ¢ também extrato bruto
aquecido total (EBAT) obtido nadose de 1.0 gfkgfgaasdc{}momi,

A dose de 0,5 g'ky do EBA nfio promoveu modificacbes na fltraclio glomerular
estimada pelo estwdo do clearance de creatining © mantendo esse parfmetro constante apds
as duas semanas: de fratamento. Mo entasto, observamos um aumento sigpificativo do
clearance de Hiio apds 90 min da avaliagfio, sugerindo vma aclio tubular diveta do BBA ¢
cansando wna rejeiclo proxwimal de sédic quando compurade aos valorss basals. Este
anmerto do CLi foi associado 2 elevac@io simuliinea da fracio de excrecdo proximal de

sédin, promovendo entdio uma queda na mabsérgj:ﬁa tubular degse eletrolito,

Associado a ssse awpento da FEPNa, nestes ammais observamoes wma forte
tergdéneia em aumentar 2 Facgdo de reabsorclio pos-proximal de s0dio, possivel mecanismo
reshsortive compensatorio por esse segmento tubular da rejeicBo proximal. Apds duss
semanas de fratamento com o exfrato bruto a fraclio de excreclio de sodio ¢ o clearance de
sédio mostraram-se slevados, enfatizando nesta fase uma pmemmm{e gueda na reabsorgio
wubeiler de s6dio sob eftito do EBA. '

Por cutro lade, apds a primeita semana da admunistragiio de 8,5 g/kg do extrato
de Vermnonia fol observada uma gueda significativa da pressfo arterial caudal quando
comparada 408 animais do grupo sontrole. Estes resultados sugerem que na dose de 0,5
o/kgi/din possivelmente o extiato bruto a@ﬁé@i&% da Vernonia ;;{}Syanfkes tenha uma aclo

tubular direta no segmento proximal do nefron, promovendo uma t;ueiéa da reabsorciio local
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de s6dio evidenciada pelo aumente na FENa e consequerdemente, pelo menos em parte
contribulr par uma queda de pressfio arterial observada nurm primefre instante, como
resultado do volume extracelular,

Ap6s a administragiio de 1,0 g/kg/peso corporal do EBA, novamente observa-se
wma queda significativa e persistente da pressfio arterial caudal durante as duas semanas
consecutivas de estudo. Neste caso, essa gueda fol isolada, isto €, sem modificagbes dos

parémetros anzfisados para funclo renal

A gueda pressérica observada poderia ter sido uma resposta & aglp direta do
exirato da Vermonia sobre & musculatura lisa vascular, ocasionando assim uma substancial
dimdrmiciio da  resisténeia  vascular periférica. Tem sido evidenciado gue alguns
componentes encontrados nas plantas, como Afrsutine, um tipo de alkealdide, possud
atividade hipotensora, atnando nas céiulas muscolares lizas vasculares ou diminuindo
diretamente a contratifidade miocdrdica, podendo assim através de wma acfo antagonista
sobre capais de célcio, dindouir a conprstilidade muscular ¢ também apreseriar wma
atividade anti-arritmica {OZAKI, 1989; OZAKI, 1990; MASUMIYA e of, 1999},

Os testes oguimicos qualitativos realizados pars o presente frabatho no
extrato brute aquecido, no epianio, nfo detectaram a presenga de alealdides, torpande
pouco provéavel a participagiio deste principio ativo nos receptores obtidos, nfo afastande
entrefanto, a possibiidade de gue culras substlncias relacionadas também ao bloqueio de
canais de cdlcio ou liberaclo pardoring de substénciss vasoativas possam participar do

PIOSESSO.

A Pernonia glabra, espéoie do mesme género da Vernonia, produz lactonas gue
s8o encontradas também na Vernonia polyanthes. Experimentos prévios realizados com a
Vernonia glabre comprovaram sua atividade cardiodepressora, promovendo uma queda das

pressies arterial sistdlica, diastdhica ¢ média (ACHOLA ef of., 1596).

Em nosso trabalho, por se tratar de um estudo preliminar e abordando aspectos
fisiologicos do animal como vm todo, nfo houve um estudo especifico e quantitative das

facBes isoladas do extrato de Verponia. Mediante resultados )4 observados em outros
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estudos com plantas da mesma famdlia, € possivel presumir indicactes de uma provavel
aglo hipotensora ¢ natriurdtica de principios ativos existentes, mais ainda desconbecidos

pars extratos da Vernonia polvanthes.

A andlise dos resultades f}btidas &pés o tratamento dos animals com Fernorio
palvanthes na dose de 1,5 gf’kgfdm vmﬁs:ami}s que o extrato bruto Promoven ums queda na
filtracio glomerular cguaﬂxia wmpamﬁx} ac gmp@ controle, estimada pelo CCr apds 120 min
de tratamento, Uhma queds persistente e s.u,gmﬁcama tambdm fol {}bwmada apds duas
semanas para 0 CLi, associada a uma Importante reabsorgfio proximal de sédio ¢ gueda do
CNa. Estes resultados imgemm fque ¢ ﬁﬁéﬁé&@imé pressorico pode desencadear a ativagio de
mecanismos cmn‘fzmmgiﬂédams antagonizando os mecanismos relacionados 4 diminuigho da
pressio arterial, ;}@gﬁé:uzarmeme relacionados 4 expansfio do volume extracelular. Esta
afirmativa € custentada pela observacio da qm&a no CLi e CCr, adicionado a ums forte
tendéncia & redugad c%a FEPNa.

A queda evidenviada no UCr reflefe também sobre carga Gltads de sodic
favorecendo & umma menor excrecio wrindria de sodie ¢ dgua. Bste decréscimo da carga
fitrada pode estar relacionada 2 uma possivel queda no Buxo sangnineo renal, gue por sug
vz, serie resoltado de ume intensa constriclio arterlar eferente. Esta reduclio na carga
filtrada também poderiam prommover s estiowdaciic da reabsorgiio de sodio, através de

mecanisimos hemodindmicos peritubulares ou pela ativagdo de sistemas neuro-hiummorais.

Aventamos que esta resposta para concentragSes superiores a 1,0 g/kg/dia do
exirate bruis de Vernomia polvanthes em guestdo, poderie sstar promovende wma
vasocontrigio esplinenica, particaiarmente repal, em resposta 4 queda da pressio arterial
induzida. Outra possibilidade ¢ gue aglo dos mmaﬁ@m&mi}m repals acionados pela
dimdnuicio do FSR responda aumentando a fesisténeia das arteriolas glomerulares, o que
adicionaimente acentusria a queda de filtraclio glomerular & aumento na reabsorcio tubular
de sodio (GUYTON & HALL, 1997,

O tratamento com a dose de 1,0 g/kg/peso corporal com o EBAT durante duas
sgmanas consecutivas em ratos Wistar promoveu uma queda persistente na pressiio arterial

caudal também acompanhada por alteragbes significativas no padrfio de filtragho
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glomerular, estimado pelo clegrance de creatinina. Adiclonabmente, o tratamento com
EBAT também promoveu uma diminuigho transitéria da fraglio de excregho de s6diw
acompanhada por uma queda na fraghio de excregho pos-proximal de sidio e um aumento
na fraclic de excrecio de potassio. Nio observamos modificacdes significativas no
manuseio proximal de sédio, a despeito de umma elevagho significativa da filtragho
glomerular ¢ consequentemente da carga filtrada de sédio, bem como um aumento claro do
clearance de litio, evidenciando uma provavel rejeiclo proximal absolinta da carga filtrada

que chega aos tohulos proxmas.

Apesar dessa provéivel rejeicfio proximal, a FEPNa calculada nfo refletiu este
anmento do CLi devido ac ammento concoritante da carga filtrada de sddio, mantendo

assim, constanie a razio CLVCCr = FEPNa. A carpa excretada de potdssio também

apresenfou-se aumentada nos grupos tratados, provavelmente consequéncia da alia
concentragio deste fon no extrato da planta, o qual foi administrade ao grupo velculo na
mesma proporedo ou como consequéncia provével de wm aumento da secregio distal de K
relacionado a elevagiio da reabsorcio nos segmentos pos-proximais de Na'. Embora no
ihamos efetuado estudos avaliando a atividade pewal renal e do

sistema renina-angiotensina-aldosterona, ndc podemos afastar tal possibilidade compativel

presente trabatho ndo o

com os resultados apresentados neste trabatho.

A maneira de preparacio do extrato de Vermonio utilizado nesse trabalho, foi
similar dquela aplicada pels populagiio no tratamento de doengas respiratdritas como: asma,
bronquite ¢ também em doengas renais (CARIBE & CAMPOS, 1991). Os resultados
apresentados demonstram que ¢ fratamento crbpico com o exirato hidroalcodlico de
Vernomwia polvanthes Less. nfio nterfere na ingestfo solida ¢ ingestio lguida do animal,
bem como no ganho de peso corporal.

O extrate bruto de Vernoria pode influenciar na reabsorgiio tubular pelo efeito
direto no transporte tubular de sédic ou mecanismos hemodindmicos envolvendo uma
reduclio no fhoxe sanguineo medular. O mecanismo do néfron e o local em que ocorrem ag
mudancas do manuseio renal de sbdic nfo haviam side identificados até o momento. No
presente estudo, a gueda na fraglo de excreglo de sédio seguida pelo aumento da fraglio de
reabsoredio pos-proximal entre o sétimo e décimo quarto dia apés a adminstracio de
ERAT, foi ohservado em relagiio ao aumento da carga filtrada de sddio.
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Embora o fame sanguineo renal e resisténcin vascular pdo fossem medidas

nesta ocasifio, ccorren um sumento da filtraglo plomerolar apds n adounistraclio do ER,
sugerindo wma vasodilstagfo pa arteriola aferente. Com 850, esses dados propdem a
interferéneia de mecanismos tobulares na conservagdo de sddio e dgua, o gue resultana
e resposta anti-natricrétios, cgmpemaiérié dos segmentos distais do nefron em resposta
% dimimicio da pressfio arterial. A p&rsisieﬁte e significativa queda na pressio srterial
produzida pela a@nmmtz@ﬁg de E&, poderia ser compensada pela proeminente retenglio

tubider de s0dio observada. O mecaniss

no precise envolvide na gueda da pressfo artenal
apds administraglio por duas s@m&s de ER, no foi identificado, am‘&m& hais clara
evidénela de que mecanistnos relacionados ac controle sia pressio arterial e o envolvimento
renal na homeostase hidro-saling e pressirica aﬁi&{p possam ser descartadas {G'{}’YTQN et al.,
1974; GUYTON, 1990). |

Nossos resultados sugeremn gue wna aclo natrowdtica pela aclo tubular dos
principios ativos do extrato de Pernenis possarn ser atenuadas pelo efetto concomitante
deste sobre a pressiio arterial associado a um aumento da reabsorglo pds-proximal de sodio.
Westas condiches experimentais como sublivhedo achma, 2 caliurese apds 2 adminstragio
do EBA pode ser explicada comw consequénsia de um aumento de reabsorglo distal de
stdio, através da membrans transhuminal (WRIGHT & GIEBISCH, 1992).

o efeito de extratos da Fernonia sobre a

Estudos anteriorss que examinarmm
excreciio renal de sodio ¢ na resposte pressorica t8m sido contraditdrios, talvez devido &
diferencas nos métodos experimentais adotades, tais como tipo de anestesia, dose ¢ forma
de extracio dos principios ativos da plania e da via de administraciic do extrato escolhida
(SCATENA, 1983; RIBEIRC ef of., 1986; SILVEIRA of of., 2000). Esses fatores podem

o e a resisiéneia vascular renal em resposta

ter grande ioflodneia sobre a pressfio de perfis

av tratamenio com EBA, modificando assim, 2 excrecdio de sédio.

Estudos ftoquimicos qualitativos de extrate hidroaleodlice da Vernore
polvanthes Less., Vernowia cinerascens e Vernowia squormlosa revelaram a presengs. de
Birswtinolides {Egﬂﬁﬁéﬁ) e lactonas (B{}HLMN et al., 1983; K@Tﬁ%ﬁf(ﬁz ef al., 1998;
ABDEL-SATAR ef af;, 2000, Tem-se mostrado gue composios da  Vernonia amydaling

tém atividade miorclazante sobre as oélulas musoudares lsas, do trato respiratdrio esiudados
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em porcos {KASONIA, 1995). Esse efelio demonstrado nas células musculares lisas podem
explicar, pelo menos em parte, a resposta hipotensiva observada apts a administragfio oral

crérica da Vernonia ern nosses estudos,

Algumas lignanas descobertas funcionam como defensoras do  préprio
organismo da planta em que € produzda (WILLIAMSON e al., 1997). Outras ainda
possuern  atividades farmacolégicas om  investigacle, destacando-se por possuirem
atividade antiinflaratéria (BARBOSA-FILHO, 2000). Estas 18m side testadas como anti-
asmatica, cujo possivel mecanismo de agHo seria através de uma indbicce do faior de
agregacio plaguetéria, que eventualmente também tém efeito vasoconstrictor.  Estes estes
foram realizados em misculo liso brénguico isolado e sua aglo broncodilatadora foi
registrada, Este efeito bropcodilatador do  extrato  vegetal tem sido  observado

vvvvv

irflamatérios (WILLIAMSON, 1997}

(b presente estudo permitiu definir algumas agbes dose-dependentes do extrato
de Vernonia polvanthes Less. sobre a excregdo renal de sidio, em resposta & admmistragio
oral por duas semanas em animais ftegros, vigis ¢ sem restriglio de movimentos, através de
estudos da fungio global do rim e gaiolas metabdlicas individaas,

Em conclusfio, o mecanismo preciso pele qual a Vernonia polyanthes Less.
aftta ¢ transporte de sédic pelo tibulo ¢ as possivels causas que modificaram a pressio
arterial no presente frabalho ainda piio pedem ser totalmente elucidadas. Estudos funcionais
¢ ftoguimicos futuros devem ser realizados para que se estabeleca ¢ demtifigue os
principios ativos presenies em diferentes exiratos da Vernonda gue possam interferr no

controle da pressdo arterial ¢ na homeostase funcional renal.

A respeito dos resultados obtidos com a triagem fitoquimica, podemos dizer
gue a Vernonia polyanthes Less. possul compostos guimicos encontrados na maioria de
famnflia de plantas. Em nossc trabalho nfo foram realizados experimentos com as fragfes
sspecificas do extrato bruto ¢ por isso ndo poderiamos afirmar que wm composio especifico
4 identificado & estudado na Iteratura, principahmente em cultivos ou preparagio isolados,
fossem os responsavel pelos efeitos evidenciados apés a admurdstracio destes mesmos em

ardmals i fotum,
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Contudo, trabathos posteriores, tendo como base os dados obtidos no presente
estudo poderfio avaliar as Facdes especificas ¢ desvendar os provévels principios ativos
responsivels pela queda pressdrica significativa ¢ pelas ntrigantes mudangas observadas

sobre a fmclo renal.
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Em conclusiio, os resultados mais relevantes do presente trabaiho mostram que
na dose de 0,5 g/kg/dia o administracio do EBA promoven wm aumento significativo da
FENa assoviada 2 wma elevaclio da FEPPNa, sem modificagSes significativas da filtragfio
glomerular. Por outro lado, a adminis

tracdo de EB de Vernowia polyanthes Less. 1,0
g'kg/din causou ume queda significativa e sustentada da pressfio arterial candal nos

animais; efetto nflo observado nos grupos controles.

Esta queda pressérica foi acompanhada por um aumento significative da
reabsorgdo tubular de sodio nos segmentos pos-proximeis do néfron ¢ de uma elevada
excrecio urindria de potdssio. Estes dades sugerem que possivelmente em doses iguais ou
inferiores 3 0.5 g'ke/dia o extrato hidroaleadlico vegetal de Vernenia polyanthes tenha uma
acho tubular direta sobre o néfion, enguanto em doses supeciores (1.0 glkg/dia) o efeito

natriurético ¢ minfmizado peln wceptuada aglio hipotemsora que afiva mecanismos

contrareguladores na temtativa de restabelecer a homeostase hidro-saling ¢ pressérica.
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The present study had how objective, evaluate the effect of crude Fernonia
polyanthes Less, heating extract on arterial blood pressure and renal function. Grinded
powder of Vernonia polyanthes Less. dried leaves were submitted to reflux with 70%
ethano! for two howrs. The material was filtered and the solution reduzed under vacuum
resulting the crude hydroalooholic extract {CHE) in 35% yield. We compared the blood
pressure and renal function In two animal groups of unanesthetized male Wistar-Hanmover
rats weighing approximatily 300 to 400 g after one busal period: 1) control and 2) CHE-
treated rats. Arterial pressure was measwred weekly n conscious rats by tail-colf method
and renal function tests were performed v individual metabolic cages through of the

Behium and creatining clearance.

The results was obtained after oral administration of the CHE: 0,5; LG and 1,5
g7 kg™t 100 g body weight™' on different doses through cold extraction post-reflow, or over
direct extraction for reflow just e:mé dose of the 1,0 g"'? kg™ 100 g body weight™ . On 0,5
dose g kg™ 100 g body weight™ @md one significant fooreased of the lthinm
clearance from 56,72 + 5,27 pl min ™' 100 g body weight™ to 92,26 + 18,26 plmin ™ 100 ¢
body weight™; the increased oo occurred on the fractional urinary sodium excretion from
6,19 + 0,03 % to 0,35 + (0,04 % after two weeks of the treatment. The sodium clearance
mereased from 0,58 £ 0,08 plmin ™ 100 g body weight” fo 1,4 £ 0,36 plmin™ 100 g body
weight™ , after two weeks of treatment. However, the arterial blood pressure not shown

changes.

The study of the 1,0 dose evidenced on persistent and sigpificative fall on the
arterial blood pressure after two weeks of the treatment from 115 = 2,19 rumitig to 94 &
4,29 mmHg. In relation of the 1,5 dose administration, this promoted one significant fall
after first week on the 90 minutes of the treatment on the sodium cleavance from 0,7 £ 0,04
0 0,27 + 0.04 and after 120 minutes on the same wesk from 0.5 + 0,08 to 6,22 £ 0,04,

The dose of the 1,0 CHET promoted progressively decreased artenal pressure
from 134 +2.88 memHg to 118 1+ 3,85 mmblg (P<0.05) during the first week of treatment,
also a significant rise in creatindne clearance from 348,57 & 1584 ul min “H 100 g body

weight™ 10 544,81 + 84.87 ul min ~ 100 g body weight™ (P<0.05), a fall in fractional
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urinary sodium excretion from 0,23 £ 4,02 to 4,19 + 0,01 % (P<0.05) and sodium post-
proximal fractional excretion from 18,09 £ 1,250 17,96 £ 2.3 % (P<0.03), was observed
when compared 1o the control group. These results were accompanied by a striting hcrease
in fractional renal potassivm excretion from 0,09 + 0,01 % to 0,18 £ 0,03 % and from 0,09
0,01 % to §,16 £ 0,02 % during the first and second week of treatment when compared 1o
the control group.

A sigmficant antmatrinretic differences occurred during the first week of
tregtment despite an increased sodinm filiered load in the CHET group. These results
suggestted thet CHE decreased significantly blood presswre but attermated the CHET-
induced hypotension by promoting an additional decrease in tubule sodium excretion in
post-proxiral segments of nephrons. In conclusion, it was shown that Versonia extract at a
dose of 1,0 g/kgfday of the both extracts, is a potential vasodilatation agent in normotensive
rats without any changes of renal autoregulation mechanisms.

However, the dose of 0,5 will be one direct influence on the tubular Ruwtion,
proximal individually, increased the sodium refection on the segment.
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Tabela 1- Clegrance de Creatinina
1a semans de tratamento

CCr (ul/min/100g) EBA 0,5 p/ke

Tempo BASAL co EBA

(min) ® X EPM n X EFM n X EPM
19 9 8

30 31589 27,7 289,58 27,68 355,97 29,18

60 30042 29,35 282,39 3802 362,42 32,68

90 252,89 21,83 335,26 38,10 311,09 2547

120 34647 32,89 290,91 4895 337,77 36,04

CCr (uVmin/100g) . EBA 1.0g/kg

Tempo BASAL co EBA

(miny) n X EPM n X EPM n X EPM
8 g 10

30 205,18 25,83 235,12 23,16 230,69 29,38

60 175,91 23,84 23828 2546 21506 21,09

90 211,61 3282 208,31 3185 22074 25,36

120 20061 25,73 223,94 23,08 29,47 22,00

CCr {plmin/100g) EBA 15 g/

Tempo BASAL CO EBA

{miny n X FPM n X FPM o X EPM
12 8 10

30 424,73 40,68 348,08 59,11 382,96 30,76

60 35828 38,09 305,54 21,5 340,63 31,15

90 360,75 3909 260,36 263 226,7 2717

120 334,8 30,3 214,07 574 20232 2291

CCr (uVmin/100g) EBAT 1,0 g/ko

mpo BASAL CO EBA

(min) n X EPM n X EPM  n X EPM
18 7 9

30 348,57 1584 402,02 3993 5448 84,87

60 292,08 2898 30569 26,16 442,58 60,8

90 269,39 13,99 176,68 1573 347,64 55,202

120 298,96 15,37 236,89 13,37 327,15 5404
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Tabely 2- Clearance de ereatining
2a semana de tratamento

CCr (ui/oin/100g) EBA 0.5 o/kg

Tempo BASAL co EBA
(mim) n X EPM n X EPM n X  EPM
19 7 6
30 315,89 2770 36477 41,79 392,57 $6,13
60 300,42 29,35 334,37 70,73 240,52 23,26
90 252,89 2183 24842 2938 326,04 50,93
120 346,47 32,80 353,83 61,60 259,13 30,58
CCr (u/min/100g)  EBA 1,0 gkg
Tempo BABAL CO EBA
(min) n X EPM n X EPM n X  EPM
8 10 7
30 205,18 25,83 268,39 40,51 22247 45,52
80 175,91 23,84 225,50 31,46 186,23 28,93
90 211,61 32,82 230,16 36,95 196,28 31,12
120 200,61 25,73 744,19 41,08 181,18 32,32
CCr (ul/min/100g) EBA 1,5 gikg
Tempo BASAL o } EBA
(min) n X EPM 1 X EPM 0o X  EPM
12 8 9
30 42473 40,68 351,17 3995 43425 36,10
60 358,28 38,00 357,26 3203 391,28 33,89
90 360,75 39,00 233,70 4142 251,84 14,93
120 334,80 30,30 238,87 41,30 270,69 24,46
CCr (ul/min/100g) EBAT 1,0 g/kg
terapo BASAL o o EBA
{miny =n X EPM n X EPM n X EPM
18 7 16
30 348,57 15,84 2904 234 426,92 31,28
60 292,08 28,98 323,93 45,62 409,06 29,42
90 269,39 13,99 23146 3223 324,93 38,07
120 29896 1537 23220 31,98 351,37 36,61
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Tabela 1' - Cleorance de Creatining
ia e 28 semanas de ralanmenio

CCr (ul/min/100g) EBA 0,5 g/kg

ARC RASAL 0 ERA
7 X 28 Y| 53 b4 LA 7 X jE %)
ia 19 g £
10485 1413 14126 12380 15685 28909
Za 19 7 6
10485 14158 10704 19306 17113 4330.1
CCr (ulmi100g) EBA 1.0g/kg
ASC BASAL | ) EBA
n X EPM el X EPM I = EPM
ia 18 9 10
80443 13263 0374 17510 97287 13BL7
2 18 10 7
9044,2 13265 10733 14087 gu9s.d 20103
CCr (/min/100g) EBA 15 gkg
ASC BASAL o EBA
n x EPM n x PPM n h-4 EPht
ia 12 8 10
19247 27914 15212 35909 19404 17404
ia iz 8 9
19247 27914 17515 1680,3 20140 24727
CCr (plmin/100g) EBAT 1.0 g/ko _
ASC BASAL CO EBA
n X EPM n X RPM n X BPM
Ia 1€ 7 g
44048 11788 14972 219707 25330 37034
2a 18 7 10

14405 11788 14925 19374

19016 19638
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Tabela 3- Clearance de litio

1a semang de tratamento
CLi (nVmin/100g) EBA 0.5 g/kg
termpo BASAL O ) EBA
fmin) n X EPM n X EPM o X EPM
19 9 S
3% 36,72 5,27 64,93 6,49 7839 9.3
60 51,06 5,37 64,08 6,29 78,52 6,75
90 44,10 4,10 72,18 7.92 65,23 4,02
120 51,26 5,41 63,16 6,72 63,28 6,48
CLi (ul/min/100g) EBA 1.0 ok
fempo BASAL o EBA
(miny © X EPM n X EPM n X EPM
i8 9 10
3h 47,68 4,72 50,20 3,80 54,87 6,19
50 40,98 4,11 51,97 6,90 48,15 332
a0 42,52 4,78 38,78 6,70 44,87 4,20
120 3844 3,90 42,00 3,71 4425 342
CLi (pV/min/100g) EBA 1,5 g/kg
{empo BABAL CO ¥BA
{fmin} ©n X EPM n * EPM n X EPM
12 g 10
30 78,33 7,86 63,78 983 64,38 548
60 72,23 4,73 54,23 2,82 60,37 3,71
90 68,35 6,16 46,23 4,743 35,57 394
120 63,32 4,96 53,88 11,12 26,91 2,63
CLA (ui/min/100g) EBAT 1,0 gy
termpo BASAL COo EBA
(miny =©n X EPM 5 X EPM 0 X  EPM
i8 7 9
30 63,37 3,594 To71 12,41 9442 17,26
60 56,37 6,74 60,76 8,29 9298 1976
9 45,44 4,17 30,77 3,18 64,70 14,12
120 47,29 3.80 39,89 3,7 65,00 1243
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Tabels 4 Clearance de Hitio
2% semana de tratamento

CLi (W/min/100g) EBA 0.5 ghkg

Tempo BASAL Co EBA
{min} =n X EPM B X EFM n X EPM
19 7 B
30 56,72 527 64,53 8,20 92,26 1826
60 51,06 5,37 66,84 907 60,85 723
G0 44,10 4,10 50,81 5,30 61,79 BOT
120 51,26 541 72,94 11,42 3405 700
CLi {pVmin/100g) EBA 1,0 g/ke
tempo BASAL 0 EBA
{min} =n X EPM o X EPM n X EPM
18 10 7
30 47,68 4,72 58,70 4,86 52,68 893
60 40,98 4,11 48,68 4,94 4541 6,89
Ly 42,52 4,78 40,45 3,66 41,07 734
120 38,44 3,94 48,63 548 3760 696
CLi (ul/min/100g) EBA 1.3 p/kg
iempo BaASAL CO EBA
{min} n b4 EPM n X EPM n X FPM
12 8 o
30 78.33 7,86 7239 7.60 77,80 748
60 72,23 4,73 68,57 4,04 65,80 707
90 68,35 6,16 43,72 3,79 3a84 3,69
120 63,32 4,56 35,84 5,25 4084 4,13
CLi {umin/100g) EBAT 1,0 g/ke
Eemno BASAL Co EDBA
{(min) » X EPM 1 X EPM n X EPM
18 7 10
30 63,37 5,94 54,40 4,34 6991 12,85
64 56,37 6,74 6,31 8,05 68,26 11,49
84 49,44 4,17 36,82 6,87 §7,16 11,03
120 47,29 3,80 35,86 6,49 60,11 998
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Tabels 2' - Clegrance de litio
12 e 22 semana de tratamento

CLi (W/min/100g) EBA 0,5 g/kg

ARC BASAL CO EBA
e X EPM n X EPM n X EPM
la 19 9 &
22495 27245 31034 39540 38169 574,20
2a 19 7 &
22485 272,45 2183,2 448,18 4194,8 956,92
CLi (u/min/100g) EBA 1,0 g/kg
ASC BASAL CG ERA
i X EPM n X EPM ] X EPM
ia 18 g 10
22057 238,72 2338,5 347,93 24453 258,73
28 18 16 7
22057 238,72 23814 296,06 2482,9 419,79
CLi (W/min/100g} EBA 1,5 o/ke
ASC BABAL 0 EBA
n X EPM n X EPM n X EPM
la 12 g 10
3T17.9 563,81 2502.8 690,37 jens.6 222,21
2a 12 g g
37179 563,81 37598 33043 3668.3 434,75
CLi (plmin/100g) EBAT 1,0 g/e
ASC BASAL Cor EBA
4 x £PM n X EPM n X EPM
ia 18 7 9
29472 280,73 33419 631,91 46378 99322
2a 18 7 10
20472 390,71 2832,5 29697 31549 771,88
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Tabela 5~ Cleqgronce de sdddio
1a semana de tratamento

CNa (pl/min/100g) EBA 0,5 g/k

tempo BASAL ) EBA
(miny n X EPM n X EPM n K EPM
5 ) 8
30 0,58 0,08 044 0,07 0,65 0,12
60 049 008 0,49 0,10 0,45 006
90 0,42 006 061 0,17 041 0,13
120 049 0,08 0,61 007 036 0,07

CNa (u/min/100g) EBA_ 1,0 kg

ternpo BASAL CO - EBA
{min) o b4 EPM n X EPM 3 A EPM
i3 9 16
30 0,63 4,06 8,44 3,04 068 411
60 0,47 0,04 046 0,07 040 0,03
90 0,44 0,06 0,34 0,03 832 006
120 0,40 0,05 4,43 0,06 6,37 005

CNa (plmin/100g) EBA 1.5 gkg

CIOpO BASAL O EBA
{min} =n X EPM n X EPM n X EPM
12 & 10
30 0,82 0,16 0,62 0,047 a68 0,13
64 0,62 8,11 0,53 0,18 059 010
a4 0,70 0,09 0,44 0,13 0,27 0,04
120 0,50 8,08 0,46 417 0,22 004

Cha (ui/min/100g) EBAT 1.0 g'kg

tempo  BASAL co EBA
(min) n X EPM n X EPM 0 X EPM
18 7 3
30 0,83 o 0,64 0,09 0,95 011
60 0,68 0,12 0,33 004 058 014
90 047 0,06 0,14 001 038 0,07

126 0,40 0,05 0,27 0,01 3,44 (12
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Tabela & Clegrance de sédio
Za semana Jde tratamerdo

CNa (u/min/100g) EBA 0.5 g/kg

tempo BASAL Co EBA
{miny =n X EPM n X EPM n 4 EPM
19 7 6
30 0,58 6,08 0,687 ¢,11 40 056
50 3,49 4,08 6,67 8,10 8,77 4,18
90 0,42 0,06 0,46 4,08 0,62 0,16
120 (0,49 0,08 0,67 0,16 8,41 0,07
CNa (W/min/1002) EBA 1,0 o/kg
fempo BASAL o EBA
{mimy n X EPM n X EPM n X EPM
18 10 7
30 0,63 0,00 0,63 0,07 0,68 0,09
&0 3,47 0,04 0,47 0,09 042 0,05
&0 0,44 0,06 0,41 0,08 0,33 0,06
120 0,40 0,05 0,60 6,14 040 009
CNa (u/min/1002) EBA 1.5 g/kg
tempo BASAL CO EBA
{min} =n X EPM n X EPM n X EPM
12 & S
30 0,82 9,16 0,94 0,13 6,80 .16
&0 0,62 0,11 0,76 0,16 0,74 0,18
90 0,70 4,09 0,48 0,12 0,38 007
126 8,50 0,08 0,41 6,10 8,37 0,06
Cha (uh/min/100g) EBAT 1,0g/kp
iempo BASAL CO EBA
{fminy n X EPM n X EPM n X EPM
18 7 10
36 8,83 0,11 0,39 0,10 0,86 0,23
&0 0,68 0,12 0.43 0,08 0,56 0,10
20 0,47 0,06 0,26 0,06 0,46 0,10
120 0,40 0,05 0,25 4,08 4,56 0,10
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Tabela 3~ Clearance de sddio
1a ¢ 2a semanas de tratamenio

CNa (uWmin/100g) EBA 0,5 g/kg

ASC BASAL 0 EBA
n X EPM i} X EPM 3] X EPM
ia 14 9 8
2434 449 21,70 R47 2005 584
Za iy ¥ S
2434 449 23,7 6,50 65,18 20,92
CNa (il/min/100g) EBA 1.0 g/kg
ASC BASAL - O EBA
n X EPM B X HPM 4] ot EPM
ia 18 9 10
2821 294 172,73 3,68 2508 4,52
28 13 18 7
2821 2,94 18,64 348 24,96 6,93
CNa (ul/min/100g) EBA 1,5 g/ke
ASC BASAL O EBA
1 X EPM ) b4 P n X Eend
ia 12 8 0
41,68 709 26,87 4,33 36,15 7,00
2a 12 8 £
41,68 7,09 4688 6,57 41,25 981
Cha (ul/mon/100g) EBAT 1,0 gkg
ABC BASAL 0 ¥BA
n ® EPM 7t X P 1 X EP®
la ig 7 G
41,13 5,68 2147 387 38,68 5321
Za 1% 7 i0
41,13 568 20,87 3,87 44,37 946
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Tabela 7- Fracfio de excreqio de potassio

1a semana de tratamento
{%) EBA 4.5 glkg
tempo BASAL CO EBA
{(miny n X EPM N X EPM n K EPM
18 g &
36 3,07 8,01 0,09 4,01 008 0,01
60 0,07 0,01 0,11 4,02 009 0,01
B0 (.08 4,01 4,09 0,02 007 0.4
120 0,06 (.01 0,09 .01 0,067 0.0
FEK. (%) EBA 1L,0ghks
tempo BASAL CO EBA
{mig) n X EPM n X EPM n X EPM
18 L id
30 0,17 8,02 0,13 (4,01 015 00
i 0,19 .04 0,11 0,01 0,15 002
90 0,14 0,02 6,09 0,01 812 001
126 0,12 001 4,08 0,01 g,.11 0,01
FEK (%) EBA 135g/kg
tempo BASAL o EBA
{min} n X EPM N X EPM 3] x EPM
12 8 10
30 3,06 3,01 0,11 0,01 0,08 001
60 0,06 0,01 0,11 0,02 0,10 001
50 0,06 8.0 6.09 0,01 008 001
120 0,06 0,01 6,08 0,01 006 001
FEK (%) EBAT 10g/ikg
tempo BASAL O EBA
{min) B 4 EPM n X EPM n X EPM
18 7 9
30 0,09 0,01 6,18 0.02 6,18 002
6( 3,10 0,01 £,16 0,01 8,21 0,02
90 06,08 0,01 0,13 0,02 .20 0,03
120 .66 i 0.0% 0,01 0,18 0,03
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Tabelz 8 Fracio de exereciio de potdssio
2a sermans de tratamento

FEK (%) EBA 0,5 o/kg
teImpo BASAL co EBA
(min}) »n .4 EPM 1 X EPM n X  EPM
19 7 £
30 0,07 0.01 0,07 0,01 0,07 o0
60 0,07 0,01 0,07 0.01 0,08 0O
90 0,06 0,01 0,06 3,01 005 001
120 0,06 4,01 0,06 0,01 0,06 001
FEK (%) EBA 1.0gke
termpo BASAL CO EBA
(winy =n X EPM n X EPM n X EPM
18 10 T
30 0,17 0,02 0,13 0,02 0,13 0,02
B0 0,19 1,04 0,12 0,01 0,13 0
90 0,14 0,02 0,09 0,01 0,10 001
120 0,12 401 0,10 8,02 0,13 003
FRE (%) FRA 1,5g/kg
1empo BABAL L0 EBA
{min} =n X EPM 1 X EPM  n X FPM
12 & : 10
30 0,06 0,01 0,12 0,01 0,00 001
60 0,06 0,01 0,12 0,02 009 0,01
90 0,06 0.01 0,09 0.01 0,07 0,01
120 0,06 8,01 0,07 0,01 0,06 0,01
FEK (%) EBAT 18gkg
tenmpo BASAL co EBA
(min} n e EPM n X EPM 1 ¥  EPM
18 7 10
30 0,09 4,01 0,16 0,01 0,16 0,02
60 0,10 0,01 0,18 0,02 0,20 0,03
90 0,08 0,01 0,12 6,02 020 003
120 0,06 0 0,09 0,01 0,14 02
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Tabela 4' - Fragdo de excregdo de

potassio
ia ¢ 2a semanas de tratmmento
FEK (%) EBA 0,5 kg
ASC BABAL CO EBRA
ey X EPM n X EpM n X EPn
19 9 4
3,52 043 4,23 (.89 3,84 0,50
19 7 6
3,352 3,43 312 0,41 3,20 0,92
FEK (%) EBA 1,0 g/kg
ASC BASAL O EBA
n X FPM n X EPM n X EPM
18 g ip
9,74 1,48 539 0,60 760 096
18 1G 7
4,74 1,48 5,81 1,08 5,15 0,64
FEK (%) EBA 15g/kg
ASC BASAL CO EBA
n X EPM n X EPM n X0 FPM
iz ] 14
2,54 0,3 5,83 1,18 516 0,90
12 g i0
2.54 4,5 6,77 0,98 4,60 .94
FEK (%) EBAT 1,0 g/kg
ASC RASAL O ERA
n X B n x EPM 1 X EPM
18 7 9
323 0,58 9.96 1,61 9,38 1,11
i8 7 14
523 4,358 9,43 1,25 10,52 1,53
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Tabela 9- Fracfio de exerecdo de sodio

i semana de frafamento

FENa (%) EBA 03 g/hkg

tempo BASAL CO EBA
{min} = X EPM B X EPM n X EPM
19 | 9 3
30 8,19 0,03 0,17 0,03 0,18 003
60 0,17 0,02 0,24 0,09 0,13 0,03
G0 0,17 0,02 0,22 .09 0,14 406
120 0,16 0,02 0,33 3,09 3,12 005
FEMa (%) EBA 1,0 ghkg
teIpo BASBAL Co EBA
(min n x EPM n X EPM A EPM
i8 Ei 10
30 (3,36 4,03 8,20 0,02 4,29 (4,03
60 0,34 8,06 0,21 0,03 6,19 0,02
90 0,28 0,04 0,21 0,03 0,15 402
120 0,22 0,02 0,20 0,02 017 0,02
Fina (%) EBA 1,5 glig
BABAL Co EBA
] X EPM n X EPM n b4 EPM
12 13 i0 '
30 §,42 B,06 0,22 0,04 8,20 0,05
60 0,19 6,04 0,18 0,05 8,18 003
G0 0,22 0,04 (.16 4,03 0,13 0,02
120 0,17 3,04 0,16 .03 0,12 (.02
FENa {3) EBAT 1.0 g/kg
tempo BASAL CO EBA
(miy © X EPM 1 X EPM 1 bt ErM
i8 7 2
3G 0,23 4,02 4,17 0,03 19 001
&0 (4,22 0,03 8,11 0,01 012 o0
90 0,18 0,02 {,08 3,01 9,11 oM
120 0,13 0,02 0,10 6,01 0,14 002
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Tabeln 10- Fraclio de excrecio de sédio

Za sexang de tratamento
FEMa (%) EBA 0.5 g/kg
ternpo BASAL coO EBA
{min} =n X EPM n X EPM n X EPM
19 7 6
3G 3,19 0,03 0,23 0,03 0,35 .04
60 0,17 0,62 0,24 0,03 834 4,10
90 6,17 0,02 0,21 0,04 6,19 0,03
120 0,16 0,02 0,20 8,02 0,19 4,06
FEMa (%) EBA L0ghks
tempo BABAL CO FBA
{man} n X EPM n X EPM n X EPM
I8 10 7
30 {136 .03 0,28 03,04 034 003
i .34 0,06 0,23 0,03 6,25 .03
a4 0,28 8,04 .21 0,04 017 0,02
120 0.22 3,02 8,29 6,08 0,24 004
FENa (%) EBA 1.5g/ks
tempo BASAL CO EBA
{min} = X EPM n X EPM o X EPM
12 8 9
30 $,22 006 0,28 .03 g,1¢ 0,03
60 0,19 0,04 0,23 0,05 N2 0,04
80 0,22 4,04 4,20 6,03 8,16 0,03
120 0,17 0,04 0,18 0,03 4,14 0,02
FENa (%) EBAT 1.0g/ke
termpo BASAL O EBA
fmin} =0 X EPM n X EPM n X EPM
18 7 10
30 0,23 0,02 4,15 8,08 0,19 406
&0 0,22 4,03 3,19 0.06 13 0,02
90 0,18 0.2 0,12 4,04 3,14 0,03
120 $,13 0,02 0,12 0.04 15 0,03
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Tabela 5' - Fracfo de exereciio de sodio

12 & 22 semanas de fralamento

FENa (%) EBA 0,5 gke

ASC BASAL O EBA
o X EPM 3 x EPRA N X HEM
19 9 g
9,96 1.43 9.67 4,31 8,17 1.62
19 7 &
9.96 1,43 11,08 2,33 17,98 3,52
FENa (%) EBA 1,09/
ARC BABAL O EBA
n X 2851 n A EPM n X EPM
i8 9 10
19,31 257 8,49 1,88 11,51 1,45
18 10 7
1231 2,57 9,71 2,00 12,10 224
FENa (9%) EBA 1.5 gikg
AL BABAL CO EBA
5l A EPM 0 X EPM 3] X 2PM
iZ2 & 10
11,32 24,13 298 2,92 10,02 2,35
12 8 9
11,32 2.13 13,09 2,59 10,43 4,39
FENa (%) EBAT 1,0 gkg
ASC BARAL ) EBA
n X EPM 1) h.4 EPM 1 X EPM
18 7 B
1288 143 6,43 1,253 6,53 i1t
i8 7 iG
12,98 143 846 2,88 745 1,92
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Tabela 11- Fraciio de excrecio proximal de sédio

1a semang de tratamento

FEPNa (%) EBA 0,5 gikg

ternpo BASAL CO EBA
{min} n X EPM a X EPM n X EPM
19 9 3
30 18,25 1,20 22,77 1,67 22,08 186
60 17,2 0,82 24,68 2,02 22,13 L351
96 18,00 1.76 22,23 1,98 21,398 1,11
120 15,09 0,95 2818 4,67 1938 1,56
FEPNa (%) EBA 1,0 g/kg
tempo BASAL CO EBA
{(mm} o 4 EPM n X EPM n X BEPFM
i8 g 10
30 25,63 2,35 22,62 1,98 24,61 1,38
60 2846 5,01 21,33 1,38 2390 14
4G 23,43 2,02 12,26 203 2110 128
120 20,51 1,356 18,41 1,07 20,18 1,43
FEPNa (%) EBA 1,5 g/kg
tempo BASAL CO EBA
{#min) n X EPM n X EPM 2} X HPM
12 8 10
30 19,64 240 19,67 1,66 17,28 1,24
60 22,35 2,14 18,45 1,45 18,58 1,34
9G 2043 2,01 i847 1,93 1643 1,64
120 20,51 2,30 22,05 4,61 1424 147
FEPNa (%) EBAT 1,0 gkg
tempo BASAL CO EBA
{min} =n X EpPM n X EPM 1 X EPM
ig 7 9
30 18,089 1,25 19,22 1,20 17,96 2,30
50 19,35 1,18 19,67 1,81 1922 204
GO 18,35 1,10 17,78 1,66 851 1,74
120 15,59 1,13 15,60 1,38 19,52 1,38
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Tabels 12+ Fracho de excrecdo prozimal de sodie

23 semana de ratameto

FEPNa (%) EBA 05 g/kg

ternpo BASAL £0 EBA
{min} n X EPM ! X EPM il X EPM
1% 7 G
30 18,25 1,20 21,60 1,33 23,67 2,13
B 17,2 0,82 22,70 2,10 35,52 2,50
S0 18,060 1,76 21,88 241 21,73 146
120 15,09 0,95 21,73 1,51 21,10 1,37
FEPNa (%) EBA 1.0g%sg
TEInpo BABAL ' Co EBA
(miny 0 x EPM n X EPM n X EPM
' i8 19 7
30 2563 2,38 24,28 1,90 2533 197
64 28,46 5.01 23,30 185 24,74 1,84
90 23,43 2,02 20,10 2,03 20590 L7
120 20,51 1,36 22,41 2,40 21,24 1,29
FEPMa (%) EBA 1,5g/kg
fempo BASAL ' Co EBA
{mén} n X EPM n X EPM 1 X EPM
12 8 9
30 19.64 2,40 21,22 1.59 1828 1.5
650 22,35 2,14 20,11 1,55 17,19 1,52
o0 20,43 2. 19,940 1,93 16,08 1,22
120 20,51 2,30 17,89 1,57 1825 1,19
FEPNa (%) EBAT 1,0gkg
tempo BASAL - CO EBA
{min} =n X EPM n X EPM n X EPm
18 ' 7 ' 10
30 18,09 1,25 18,89 087 1541 1,93
60 19,35 1,18 19,26 1.41 16,17 1,96
a0 18,35 1,10 15,47 1,15 1736 2,01
120 1599 1,13 15,09 1,29 17,31 1,78
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Tabels 6' - Fraclo de excreciio proximal de sédio
13 e 24 semanas de {ratamento

FEPNa (%) EBA 0,5 gikg

tempo BASAL Co EBA
ASC n X EPM 0 & EPM n X EPM
19 g g
924,31 771,35 969,27 7944 10960 81,63
19 7 6
924,31 77.35 1007,2 121,33 1177.8 106,41
FEPNa{%} EBA 1,0gkg
ABC BASAL CO EBA
i) X EPM 1 X EPM n X EPM
18 9 16
14024 2004 10676 11326 11803 71,85
18 10 7
4024 2004 10221 92,39 11737 118,86
FEPNa (%) EBA 15g/ke
ASBC BASAL o EBA
n p.4 EPM n X EPM n X EPM
12 8§ 10
040,66 9939 71096 12103 925,74 61,58
12 8 9
949,66 9939 103160 85,68 85997 74,83
FEFNa (%) EBAT LOgks
ASC BASAL O EBA
B X EPM 1 X EPM n X EPM
18 7 9
954,17 786 998,19 109,63 792,55 139,00
ig 7 10

854,17 78456 92929 4721 689,42 102,66
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Tabels 13- Fragho de exereclio pés-proximal de sédio

1a semana de fratamento
FEPPMa (%) EBAOS glhp
Tempe BASBAL o EBA
{fminy =n X EPst n X EPM I X EPM
19 2 B
30 1,01 0,00 08,72 0,10 0,80 o1
60 0,98 0,11 3,87 027 0,38 008
o} 1,05 0,15 (4,91 0,30 4,61 0,2¢
120 1,04 0,13 1,02 8,14 0,58 0,10
FEPPNaz (% EBA 1 0gkg
ternpo BASAL Co FBA
{min} n X EPM n X EPM 1 X EPM
18 g 10
30 1,46 €,13 4,93 0,12 1,18 008
60 1,22 0,12 1,01 4,17 081 007
G0 1,14 8,13 1,12 0,19 068 0,08
120 1,05 8,08 1,10 12 6,81 009
FEPPNa (%) EBA 15g/ke
fempo BASAL CO EBA
(min} » X EPM o X EFM n X EPM
12 g 10
30 1,05 8,13 1,07 8,13 L1522
60 0,54 0,11 8,93 0,22 896 (15
9 .04 0,13 (3,90 0,18 0,78 0,09
126 0,76 4,09 4,83 3,18 3,83 4,15
FEDPPNa (%) EBAT 1.0 gkg
tempo BASAL i CO EBA
{min} =n X EPM B 4 EPM B X Erm
i§ 7 G
30 1,27 0,08 0,92 0,17 1,18 0,17
60 1,22 0,18 {,59 3,08 0,70 0,069
90 1,01 0,12 (.48 3,06 4,61 3,06
120 0,86 0,10 8,70 3,06 072 0,11
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Tabela 14- Fraclio de excregdo pos-proximal de sédio
2 a serana de tratemento

FEPPNa (%) EBA 0.5 g/kg

tempo BASAL CO EBA
{min} =0 X EPM n X EPM n X EPM
19 7 6
30 1,01 0,09 1,08 0,11 .60 027
60 (4,98 0,11 1,03 04,07 .37 0,31
90 1,05 0,15 0,89 0,13 085 016
126 1,04 0,13 0,95 0,08 0,90 0,23
FEPPNa (%) EBA 1,0 g/kg
feImpo BASAL CO EBA
{miny n X EPM 1 X EPM n X EPM
18 10 7
30 1,46 0,13 1,09 8,69 1,34 008
50 1.22 0,12 {,95 0,11 099 D08
30 1,14 0,13 1,06 0,22 0,85 Q11
120 108 0,08 1,23 04,26 1,08 0,17
FEPPNa (%) EBA 1.5g /kg
tempo BASAL Co EBA
{min) =n X EPM n X EPM il X EPM
12 8 9
30 1,63 0,15 1,35 0,17 L2 018
o 0,84 8,11 1,11 0,20 1,ig 6,21
a0 1,04 0,13 1,02 0,12 897 0,16
120 0,76 0,09 1,00 6,14 088 0,09
FEPPNa (%) EBAT 1.0g/kg
tempoe BASAL 0 EBA
{min} =@ X EPM o X EPM n X EPM
18 7 10
30 1,27 0,08 0,78 0,25 L1 822
&( 1,22 0,18 0.92 0,28 880 0,11
90 1,01 0,12 0,75 0,20 081 0.1
120 0,86 0,10 0,76 (3,23 087 0,13
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Tahela 7° ~ Fraclo de excregiio phe-proxbmal de

siidio
1z e Ja sevpanas de tratamenic
FEPPNa (%) ERA 0,5 g/ke
ARC BASAL O ERA

1 .4 EPM i X EPM i x EPM
19 G 8

45,8% 575 32,27 16,58 3367 591
19 7 &

45,83 575 46,34 .30 75,43 16,40

FEPPNa (%) E BA 1,0 g/kg

ABC BASAL £0 EBA
n X EEM n A EPM o X EPM
ig @ i0
67,3 7.9 42,30 999 4391 483
31 10 7
67,3 7.9 L7 6,26 46,52 9,50

FEPPNa (%) EBA 1,5 g /kg

ASC BASAL Co EBA
n A EPM I X EPM 5 X EPM
il 8 10
53,35  b64 49,76 11.56 48,33 991
12 % 9
53,39 6,64 jued 1250 5332 13,03

FEPPNa (%) EBAT 1,0 g/ke

ARC BASAL 0 EBA
1t x EPM n X EPM 1 X EPM
1% 7 9
66,13 8,38 31,722 5,33 4230 724
i8 7 10

66,13 838 39,51 12,19 46,58  7.5%
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Tabely 15 Volume nrinsric

YU (ubmin/100g) EBA 0.5 g/ke

tempo BASAL CO EBA
{dias} =n b4 EPM n X EPM = X EPM
Basal 24 322 8.2
1 i4 3,17 §30 12 324 035
! i1 3,08 0,28 10 3,80 043
VU (u¥/min/100g) EBA 1.0g/ke
teropo BASAL 0 EBA
{dias} =n )4 EPM n X EPM n X EPM
basal 17 563 061
i 9 4,36 0,25 7 499 (.85
8 8 468 0,47 10 4060 040
VU (pV/min/100g) EBA 1.5 o/ke
tempo BASAL Co EBA
{das) =n X EPM n X EPM n X EPM
basal 20 396 0,34
i it 3,08 049 13 4,17 (42
& 16 3,67 097 12 450 0,5
VU (ulfmin/100g) EBAT 1.0 gkp
tenpo BASAL CO EBA
{dias} n X EPM n X EPM n X EPM
basal 21 4,84 047
H i2 422 043 11 3% 041
8 it 4,11 042 12 361 044
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Tabels 16- Cargs excretada de potdssio

UKV (mBg/min/100g) EBA 0,5 g/kg

tempo BASAL <o EBA
{dias} =n X EPM  n X EPM o X EPM
basal 24 365,14 17,29
1 14 378,06 36,30 12 315,70 46,51
8 i1 334,61 2814 10 33838 4143
UKV (mBg/min/100g) EBA 1.0 gkg
tempo BASAL O EBA
{dins} =n X EPM X EPM n X EPM
basal 17 36334 38,79
i 9 401,27 3528 7 2B587 3593
& 8 394,15 38,30 10 38344 2330
UKV (mBo/min/100g) EBA 1,5 g/kg
tempo BASAL Co EBA
{diag} =n X EPM = X HM = X EPM
basal 20 410,19 1994 )
i it 386,00 24,16 13 35L1 1684
g 10 388,55 3021 12 4015 2694
UKV (mEg/min/100g) EBAT 1,0 ¢/kg
tempo BASAL {0 EBA
{disg) = X EPM  » X EFMd n X EPM
basal 21 37593 1226
1 12 492,53 28,76 11 47373 39,80

8

i1 473,46 21,99 12 46279

25,05
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Tabela 17- Carga excretada de sédio

UNaV (mEq/mi/100g) EBA 0,5 g/kg

tempo BASAL Co EBA
{diasy =n *x EPM = X EPM =n X EPM
basal 24 141,16 1125
1 14 145,79 17,54 12 137,18 2450
8 i1 134,35 20,08 10 141,34 2396
UNa¥ (mEg/min/100g) EBA 1.0 g/kg
tempo BASAL CO EBA
{dias} =u X EPM =n X EPM n X EPM
basal 17 1836 22,04
1 g 158,85 3521 7 4,53 21,12
g g 209,85 3245 10 18278 22,61
UNaV (mBEg/man/100g) EBA 1,5 g/kg
empo BASAL CO EBA
[dias} =n X EFM =n X EPM n X EPM
basal 20 183,37 14,79
1 i1 176,73 2928 13 220,36 1793
8 10 232,67 22,33 12 230,10 26384
UNaV (mEg/min/100g) EBAT 1,0g/ke
fernpo BASAL CO EBA
{dias} n X EPM X EPM = X EPM
basat 2! 189,12 13,24
I 12 27132 2669 11 241,22 3599
g it 258,15 1964 12 193,83 26,36
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Tabels 18- Proteing exerstads

UPrV (me//min/100g) BEBA 0.5 g/ke

tempo Basal 0O EBA
(dias) = X EPM n X EFM X EPM
basal 24 448 0,35
1 14 336 049 12 3,13 049
8 it 3,24 G40 10 273 0,34
UPrV (mgfmin/100g) EBA 10 g/kg
tempo BASAL - €O EBA
{dias} =n .4 EPM X EPM n X EPM
basal 17 42 081
i 9 2,99 0,58 7 218 055
& 8 2,78 6,41 W0 L7 037
UPYV (mg/min/100g) EBA 1.5 ke
st BASAL Co EBA
(dins) w X EPM n X EPM  n X EPM
basal 20 409 034
i 11 2,18 027 13 288 0.4
8 10 1,44 020 12 296 05
UPrv (mg/min/100g) EBAT 1,0 gikg
tempo BASAL Y EBA
(disg) = X EPM  n X EPM n X EPM
basal 21 322 039
i 12 2,68 0,33 11 304 039
8 i1 1,91 022 12 191 032
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Tabela 19 Presso arterial caudsal

PAC (mmbg) EBA 0,3g/kg

fempo BASAL CO EBA
{dias} =n X EPM f X EFM n X EPM
basal 24 134 2,6
1 14 137 268 12 126 3,13
g 11 130 3.5 10 125 344
PAC (mmHg) EBA 10 ghke
TeTmpo BASAL Co EBA
{dias} =n X EPM n X EFPM =n X EPM
basal 17 113 2,19
i 9 110 366 7 W 2.65
Y 8 113 2,16 10 94 4,29
PAC (mmHg) EBA 1,5 g/kg
terpo BASAL CO EBA
(dias) =n X EPM n X EPFM = X EPM
basal 20 138 2,75
1 il 136 433 13 130 347
8 i0 146 3,62 12 128 527
PAC (smmHg) EBAT 1,0g/kg
tempo HASAL CO EBA
{diasy n X EPM =n X EPM =n X EPM
basal 21 134 2,88
i 12 139 454 11 18 385
8 11 132 338 12 120 4,19
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Tabela 20 - Variacko didria do peso corperal

Variacio didira do peso corporal EBA 0.5 g/ky/peso corporal

tempo BASAL O EBA
(dias) 7 X EPM 1 X EPM o X EPM
25
i -4, 70 1.79
2 6,70 1,33
3 ~4,88 1.27
4 -2, 78 1,25
5 13 -1L8S 7,60 13 1342 297
6 =16,00 2,21 -12,54 233
7 -15,46 157 -12.84 222
8 ~13,81 1,36 ~14,08 1,99
9 ~15,00 2,002 1008 172
14 -21,18 1,26 ~18,33 2,83
11 21,11 1,50 4571 152
12 20,39 1,85 -15,04 1,49
13 -15,77 1.77 £10,92 1,84
14 -13,19 2,24 -3 42 2,05
Variagio didria do peso corporal EBA 1,0 g/kg/peso corporal
fempo BASAL ' CO EBA
(das} n % FPM & X EPM 1 ¥ EPM
55 _ :
1 0,55 2,52
2 2,03 2,24
3 -1,38 3,09
4 . 3,36
5 10 12,10 5,58 10 -13,25 3,35
6 -B.65 3,80 ~12,35 3327
7 ~12,80 3,85 14,10 346
8 3,70 2,56 -2 521
G £, 38 4,75 -390 370
10 -17,13 6,72 ~14.40 2,84
i1 -11,20 6,10 -11,5¢ 2,26
12 .03 5.64 8,95 2,57
13 6,75 5,67 8,40 2,68
14 ~&, 73 3.14 5355 2,92
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Tabela 20" - Variaglio didriz do peso corporal

Variacio didria do peso corporal EBA 1,5 g/keg/peso corporal

tempo BASAL cO EBA
(dins) n X EPM @ % EPM n % EPM
25
1 024 1,13
y) 004 1,27
3 1,47 110
4 0,74 1,34
3 i1 -8,50 213 14 218 L2
5 9,32 1,84 296 2,12
7 -8,59 1,79 2,89 2,40
8 4,96 2,10 1,32 2.67
g -3.32 1,84 D18 3,10
10 27,09 2,43 479 236
11 7,00 2,06 3,89 2,05
12 -5,32 2,00 5210 2,10
13 2,73 2,80 1,29 2,08
14 5,82 2,47 5,50 2,08

Vanagfo didia do peso corporal EBAT 1,0 g'kg/peso corporal

tempo BASAL O EBA
(dias) ~ n X EPM  n X EPM 0 X EPM
25

1 217 1,03
2 2,65 1,24
3 1,35 1,10
4 397 122
5 13 -4,63 2,20 12 200 1,34
6 6,82 2,00 021 147
7 1,55 2,26 0 1,51
8 -3,51 2,12 233 178
9 -1,51 2,50 2,96 2,36
10 -5,73 1,51 092 2,51
11 2,77 2,13 -1,33 219
12 -3,65 1,04 3,79 1,36
13 -3,61 1,26 208 1,88
14 8,11 2,07 692 2,03
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Abstract

The effect of crude Vernonio polvanthes Less. hydroalcoholic extract on arterial
blood pressare and renal sodium hundling was evaluated. Grinded powder of Vermonia
polvanthes Less. dried leaves were submifted fo reflux with 70% ethanol for two hours, The
material was filtered and the solution reduzed wnder wvacoum resuliing the orude
hydroaleoholic extract {CHE) in 35% vield, We compared the arterial blood pressure and
renal fonction i two animal groups (p=18 and o=10 each) of unanesthetized male Wistar-
Hannover rats Wa:ighixég approximatily 300 w 400 g 1) control, and 23 CHE-treated rats.

Arterial blood pressure was measured weekly 1 conscious rats by taikonff method and
renal function tests were performed In individual metabolic cages 0, § and 12 days after the
beginping of CHE adminis
from 134 + 2,88 mmHg to 118 £ 3.85 mmHg (P<0.05) during the first week of treatment,

tration. CHE progressively decreased avterial blood pressure

also a significant tise in creatinine clearance from 348,57 £ 15,84 u! min 7' 100 g body
weight™ to 544,81 % 84,87 pl min 7' 100 g body weight” (P<0.05), a fall in fractional

ringry sodium excretion  fom 0,23 £ 0,02 0 019 ¢ 0,01 % (P<0.05) and sodium
post-proximal fractionsl excretion from 18,09 + 125 10 1796 & 2,3 % (P<0.05), was
observed when compared to the control group. These resulls were accompanied by a

riking nerease in fractional renal potassium excretion from 0,09 2 0,01 % to0 0,18 £ 0,03
% and Fom 0,09 & 0,01 % 1o 0,16 £ 0,02 %6 during the first and second week of treatment
when compared to the control group. A significant antinatrivretic differences ocenrred
during the first week of treatment despite an increased sodivm fitered load in the CHE
group. These results suggestted that CHE decreased s%.gzziﬁaamiy arterial Blood pressure but
aftermated the CHE-induced hypotension by promoting an additional decrease in tubule
sodivm excretion in post-proximal segments of nephrons. In conclusion, it was shown that

Vernonia extract at s dose of 1,0 ghg/day, is o poltential vasodilstation agent i
vormotensive rats without any changes of renal autoregulation mechanisms.

Key words: Verwonio polventhes Less.plant extract; repal function; wrinary sodium
excretion and arterial blood pressure;
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Introduction

The effect of Vernoria polyvanthes Less. extract on arterial blood pressure and
renal fmction is not conpletely known. In a diversity of plant extracts {flavonona obtained
of Citrus sp. (Galati et al, 1996); Lepidium latifoliin 1. (Navarro et. al, 1994);
Scriophularia frutescens L. (Fermandez et al, 1994); Bredemevera floribunda Wid
{Bevevinoe et al., 1994); Cecropia obtusifolia (Howell and Montero, 1996); Alternanthera
pungens {Calderon et al, 1999); and others {Basualdo ¢t al, 1991; Alliota-(3 et al., 1994}]
have demonstrated diuretics and natrivretic activity. Likewise authors have implied this
plant to have renal calciom and wate lithiasls dissolution activity and for treatment of
uringry mfection and pringry bladder dyscinesia (Van Den Berg, 1980; Alliota<G ¢t al,
19943,

Despite the wide dissermination of Vermonio polvanthes Less., (Asieraceae),
{Gemtchiincov, 1976; Silva et al, 1996) in Brazil and its use in folk medicine, the
chemical and pharmacological properties have not been described (Silva ef al, 1995).

Recently, a few medical properties of Vernonia extracts on urinary infection
and winary flow rate {Adeboye et al, 1997, Costa-Neto and Oliveira, 20003,
gastrointestinal and respiratory symptoms (Campos and Caribé, 1991; Frutuoso et al., 1994;
Costa-Neto and Oliveira, 2000), paindess activity and miorelaxation effect (Friutuoso et al,,
1994 have been sugpested.

A shight but sustained divretic and natrivrectic effect was noted in anesthetized
rats that received orally V.polvarihes Less. leave infusion (Silveira et al, 2000}

Renal labiom clearance (Cr) has been increasingly used as a noninvasive
method to estimate the output of sodium by the proximal renal fubules {(Menegon et al,
1999, Xavier et al, 2000), thus permitting the study of varous factors which could
influence cation delivery fiom proximal tubule, The present study employed this clearance
‘ieci%mgﬁe o evaluate changes of kidoey sodim handbng following chronic oral

inistration of Vernonia polventhes Less extract in normotensive, unanesthetized and

estrained rats. No studies mentioning the blood pressure and renal effect of Vernonia
exiracts have been published to the present day, The present data provide new information
about the potential vascular and renal effect of this plant extract.

Aneza 2
168



BMaterisls and Methods

The experiments were performed on male Wistar-Hammover rats (300 to 400 g)
the effect of oral
gstration of crude Vermonio polvanthes Less, exiracts {CHE) oo arterial blood

allowed free acoess fo water and normal rat chow, To exsmine

pressure and renal sodium haredling the rats were assigned to one of two groups (N = 18
and N = 10 each): 1} control (Co) and 2 animals chronically ~ treated with CHE
(CHE-treated). The general guidelines established by the Dedlaration of Helsinki (1964) for
were followed throughout the study.

iﬁ%}ﬁfﬁtﬁf}r 31 ':' 25
Collection of plant material

Plant material was collected, ont of flowermg period, throughout the months of
may untl december at $&o0 Pando State University (UNESP) in Botueatu, Brazil. A voucher
specimeds as deposited in the herbarium of the Botany Department of Botany (UNESE),
Botocatu. |

Prengration of crude extract of Vernonia leaves.

The fresh leaves of Vernonia polyanthes E,.@ss were dried under air oirculation
{40°C) andd grinded in 9 UM - 40 mill. The powder (1Kg) was extracted with 70% ethanol
under reflux for 1,5 h. Afler filration the residue was re-extracted two more times with the
same solvent. The three filizates were united and reduzed under vacuum, resulting the CHE
{350 o).

Diried extract was dissolved in distillated water and orally adminsstered at daily
doses of 1,0 g/kg body weight to male Wistar-Harmover rats during 14 consecutive days
fwice a day by gavage.

The experiments consisted of one control week followed by two weeks of oral
administration of crude V. polvanthes Less, extrast {coresponding to 1,0 g of dred
leaves/kg/day) or water twice a day by gavage (i the sane dose of the extract). Arterial
blood pressure was estimated weekly in conscious, restrained rats by the tall-cuff nethod
using an elecirosphygmomanometer (Narco Bio-Systems, Austin, TX, USA). Once a wesk
{eontrol week (0, 5, 12 days afler beglming CHE administration), the rats were weighed
and housed in lndivideal metsbolic cages. Renal function tests were also performed.
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Fourteen hours before the renal test, 60 mmolLiCV100 g of body weight was
admmistrated by gavage. The rats were subsequently fasted with free acess to tap water,
housed individually in metabolic cages. The experiment was performed simultancously for
both control and treated group. At 8:00 a.m., each rat received a tap water load (5% of body
weight) by gavage followed by a second load of the same volume 1 h later. Twenty minutes
afer the second load, spontaneously urine was collected at 30-min intervals over a 2-h

period.
The vrine passed through the funnel in the bottom of a cage into a graduated

centrifuge tube. At the end of the experiment, blood samples were drawn by tail vein or by
cardiac punciure,

Biochemical analysis,

Plasma and wrine sodium, potassinm and lithium concentrations were measured
by flame photometry, whereas the creatinine was determined spectrophotorpetrically by the
alicaline picrate.

Statistics and calculations

The results are reported as means + SEM per 100 g body weight. Renal
clearance (C) was calculated by a standard formula (C= UV/P) using the plasma creatinine
and Lithinm levels for each period. Creatinine clearance was used to estimate glomerular
filtration rate and lthinm clearance (CLI') was used to assess proximal tubule output.
Fractional sodium (FENz2"} and potassium (FEK") excretions were calenlated as CNa A0Cr
and CK/CCr, respectively, where CNa* and CK* are the ion clearances and CCr is the
creatinine clearance. The fractional proximal (FEPNa") and post-proximal (FEPPNa')
sodium excretions were calculated as CLiT/CCr x 100 and CNa'/CLI" x 100, respectively.
Statistical analysic of the data was performed by one-way analysis of variance for repeated
measurements. When the results were significant, ANOVA and t-test Student was used to
determdne the extent of the differences. A P value < 0,05 was considered fo indicate

significance.
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Reasnlis

Figures 1 and 2 show the effects of crude Vernonia polyanthes Less. extract on
renal function and arterisl blood pressure. All rats survived and were clinfeally healthy up
to the twenty-first day of the study. There were no significant differences between the daily
solid rat chow intake {range: 23 to 20 g}, lguid make, serum sodivm and lithiom levels in
control rats compared to the CHE group (Table 1)

The hasal arterial blood pressore was not significantly different among the two
groups. After 1 week, artertal blood pressure was significantly decreased in CHE-treated
4 with the control group and reached 120 + 4,19 mmblg by week 2 (second
week post-treatment) compared to 134 £ 2,88 mmbg i control rats (p<0.05) (Fig. 2). The

Yais COpar

arterial blood pressure did not change significantly in control group during the three weeks
of the study (Figure 1).

The data from the renal function studies in the control and CHE-treated groups
are shown in Figwre 1 and 2. The urivary flow rates throughout the rensl tubule sodium
handling studies were not sigoificantly different between the oral Vermowia extract
administration and control groups. The glomernlar flration rate estimated by creatinine
clearance (CCr), increase significantly compared to control from 30% min (CCrapm °
from 348,57 + 15,84 glVmin/100 g bow, to 544,81 & 84,87 plom/100 g bow., Clrsomin ©
from 292,08 + 28,98 plmin/100 g b.w. to 442,58 + 60,80 u¥min/100 g bow.) to 90® minute
experimental intervals (CCropumi © from 26939 + 1399 ulmin/100 ¢ bw. to 347,64 &
35,22 ulmin/100 g bow), during the first week of CHEreatment (Figure 2). Creatinine

clearance rose transiently in CHE-treated rats by the 30% min interval { from 348,57 %
15,84 ulmin/100 g bow. to 426,92 £ 31,28 p¥min/100 g bow.) after two wecks of CHE
trestment. Creatiine clearance m the control rats did not change throughout the

__ wid amd significant decrease In
fractional renal sodiam (FENa™Y excretion throughout the renal sodivm handling studies hy
the 7% day after the CHE oral tregiment (Figure 1). The decreased factional urinary sodimn

experiment. Crude Vermonia extract caused a2 susiaw

excretion was accompanied by significant decrease by the 7" day post-ireatment, in the
to-controd rats {Figure 1), This decrease occurred

post-proximal sodium exerstion compared
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despite  significant rise in CCr (Fig. 2). However, the proximal sodium excretion did not
change significantly in control or CHE-treated groups throughout the three weeks study
(Figure 1),

These results were accompanied by a striking increase in fractional renal
potassium excretion from 8,09 £ 0,061 %10 0,18 £ 0,03 % and from 0,09 £ 0,01 % 10 0,16 %
0,02 % in the first and second week of treatment when coropared to control group.

Discnssion and Conclusions

The salient findings of the present study suggested that the crude
hydroaicoholic Fernonia polvanthes Less. extract (CHE) caused throughout two weeks of
study a sustained decrease in arterial blood pressure and a striking rise in glomerular
fiiltration rate estimated by creatinine clearance. Additionally, CHE treatment promoted 2
transient decrease in renal fractional sodium and incresse in potassium exeretion
sccompanied by a full in the fractional post-proximal urinary sodium excretion despite
unchanged proximal sodium handling and increased glomerular filiration rate and in the
proportion of the sodinum load filtered (Figure 1).

The dose of Vernowia extract used In the present study was similar to that
employed in popular therapies for respiratory diseases and renal abnormalities (Campos
and Caribé, 1991; Albiota-G et al, 1994). The present results demonstrated that chronic
treatment of rats with a concentrated Vernonia polyanthes Less. hydroaleoholic extract did
not interfere with animal food and water intake as well as body growth rate.

The crude Vermomia extract may influence tubular reabsorption by a direct
effect on tubular sodium transport or by hemodynarically-mediated mechanisms involving
a reduction in medullary blood flow. The neplwron mechanism and the site of the renal
sodium bandling changes have not been identified. In the present study a decreased
fractional sodiurn excretion followed by an ephanced fractional post-prowimal sodium
reabsorption between the seventh and fourteenth days after CHE administrati
observed despite an increased filtered sodium load. Although neither RBF nor renal
vascular resistance was measured in the present study, the GFR increased following
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CHE-administration, suggesting an afferent arteriole vasodilatation. Taken together, these
data support a role for tubular mechanisms
suggested an antinatriuretic response resulting fom a compensatory natriferric tubular
action rather than from a modified glomeralar fliration i response to decreased arierial
tlood pressure. That persistent fall in wrinary sodiwm excretion produced by CHE

in the conservation of sodium and water

administration may override the initial hypotemsive effect. The precise mechanism
wnderlving the arferial blood pressure flls imduced by CHE-treatment bas not been
identificd. The long-term control of arterial blood pressure is thought 1o be dominated by
the renal cordrol of fhuid and electrolyie balance (Guyton et al, 1974; Guyton, 1999,

findings show thst renal pstriuretic responses possibly attermated the
CHE-induced decrease in arterial blood pressure (Figure 2} associated with an additions]
rise of post-proximal sodiwn reabsorption Under our experimental conditions, the
kaliresis of CHE- treated arsmal can be explined ss 8 consequence of a markedly
mcreased distal sodium reabsortion and potential acress Juminal
(iebisch, 1992}

menbrane {Wright and

However, we cannot rule out the participation of several neural and humoral
factors contributing divectly or indirectly fo remal sodfun refention after oral CHE

Previoux stidies which examined the effects of Vernonio extracts on sodiom
excretion or arterial blood pressure response have yielded ambigunos results, perhaps
bevause of differences in the experimental methods and animals, type of anesthesia, dose of
extract and the vig of Vernomia exiract administration (Ribeiwo ot al., 1986; Silveira ot &l,,
2000%. Such faotors could mfluence the extent to which renal perfusion pressure and renal

anie vesponded to the CHE-treatmend, thus affecting sodium exeretory,

Qualitative phyviochendeal studies of Vernenio polyonthes Less. hydroslooholic
extract, Vermonia cinerascens and Fernonia sguomulosa revealed the presence of
hirsutinolides (lignans) and lactones (Rohlmann et al, 1983; Kotowicz et al, 1998;
Abdel-Satar g1 al, 2000). It has been shown that a compounds from Verwonia amydaling
has smooth musele cell relaxation activity in respiratory tract (Kasonia, 1995), This effect

on smooth musele cell could explain the hypotensive response observed afler chrosic

Versonia extract oral administration in our study.
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While the present study provides fresh insights on renal sodium excretion in
response to chronic oral Vernonia extracts administration, it should be borne in mind that
the experiments examined whole kidney function in metabolic cages using unanesthetized,

strained rats,

In conclusion, the precise mechanism by which Vernonia extract affects sodiom
tubule transports and arterial blood pressure in the present experiments continues unknown.
Further fimctional and phytochemical studies are required to establish the effect of
ynidentified Vernonio compounds on arterial blood pressure and renal function.
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Table 1: Effect of two weeks oral admindstration of Vernowia polvanthes Less, extract on
body weight, food weight, liquid intake and serum sodiom, potassiwn and lithium levels
compared to oral water administration In unrestrained, unanesthetized rats. The data are
reported as the mean, = BEM, for 10 rats per group. {t Student test).

Body weight Food weight Liquid intake  Na' K Li
(& (&) (mb) (mM) {mM) {uM)
£20 324 +£3.6 23+ 1.0 44 4 3.5 136+1,2 3,701 0,19x601
CHE 330+ 44 20+0.8 41413 136415 524+£03% 0192000
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Figure 2: Effect of oral CHE admunistration on creatinine clearance, fractional potassium
excretion (FEK) and arterial blood pressure in control rats (Co) and CHE treatment. The

data are reporied as the mean, + SEM, *P<(,05 (t-Student test).
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