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INTRODUGAD



E essencial para o bom funcionamento das células a manutencio de um am-
biente com caracteristicas constantes de uma. série de parametros fisicos e guimicos,
tais como temperatura; pH; concentragio de solutos; volume. Especificamenie, a
manutencao da constdncia, dentro de certos limites, do volume e da composigio
dos fluidos do organismo, é tarefa das mais complexas porque néo sé ocorrem tro-
cas substanciais de soluto e solvente entre os diversos compartimentos hidricos do
organismo, como fambém entre o organismo e o ambiente que o cerca. Uma vez
que tais trocas sdo realizadas e reguladas por mecanismos de transporte através das
membranas que limitam os referidos compartimentos ou que constituem uma inter-
face com o meio ambiente, o estudo dos processos de transporte de dgua e solutos
através de membranas bioldgicas representa peca fundamental para o entendimento
da biolegia celular e do organismo.

O estudo de um organismo vivo - como um todo - esbarra na dificuldade
de se padronizar situagGes experimentais. Dado o papel do rim na homeostase, o
estudo da funcdo renal “in vivo™ € muito dificultado porque as varidveis envolvidas
330 muitas, o que obstaculiza bastante a padronizagao de condigbes experimentais.
Em adigao, essas dificuldades tornam-se maiores em funcio do pequeno tamanho do
rim nas espécies animais.

Em vertebrados inferiores, dados a incapacidade do rim em proporcio-
nar-lhes (a exemplo do que ocorre nos mamiferos} ¢ maximo de reabsor¢io de
agua e eletrélitos, outras estruturas colaboram nessa tarefa. Assim, nos anfibios,
a bexiga urinaria constitui-se uma extensdo funcional do tibulo renal (PEACHEY,
RASMUSSEN, 1961); seu epitélio reabsorve dgua, s6dio e uréia da urina e secreta
proténs para a mesma (LEAF, 1982; SILVEIRA et al., 1989). Do ponto de vista
da homeostasia hidrica, essa estrutura funciona como um reservatorio do gual a
dgua pode ser reabsorvida em perfodos de privaglo hidrica, ou resposta & presenga
de hormdnio antidiurético na corrente sanguinea (HAYS, LEAF, 1962; CIRNE et
al., 1881; DE ROUFFIGNAC, BANKIR, 1990).

Dadas, a facilidade de montagem de preparaghes de bexiga urinaria de
sapo, a possibilidade de controle de uma série de variaveis nos experimentos “in
vitro”, e a analogia morfoldgica, filogenética e funcional dessa estrutura com o ducto
coletor de mamiferos, a preparagio isolada desse epitélio tornou-se usualmente uma

importante ferramenta para o estudo dos fendmenos de transporte de agua e solutos



através de membranas e dos mecanismos de ag¢ho de hormonios e outros agentes
sobre o transporte (STEINMETZ, 1974; SILVEIRA et al., 1875).

MORFOLOGIA DA BEXIGA DE SAPU

A bexiga de sapo é uma estrutura bilobada que fica solta na cavidade
abdominal e, no animal bem hidratado, ocupa porgao considerdvel dessa cavidade
com um conteiido de 15-30 (ou até mais) ml de urina hipotdnica em relagio ao
plasma.

A membrana € fina e transparente, consistindo de uma simples camada
de células epiteliais forrando a sua superficie mucosa, de uma por¢io intermedidria
formada por tecido frouxo de fibras colagenas, musculatura lisa e vasos e, interna-
mente, de uma membrana serosa voltada para a cavidade abdominal e que também
recobre a superficie das visceras (HERRERA, 1871).

Em condigbes normais a membrana apresenta baixa permeabilidade 2 dgua
de forma que o fluxo de dgua € pequeno, a despeito do enorme gradiente osmético
(da ordem de 4 atm)} normalmente existente entre o meio interno (face serosa) e o
meio externo (face mucosa) (HAYS, LEAF, 1962).

A bexiga urindria de sapo é caracterizada, morfoldgica e funcionalmente
como um epitélio “tight”. Ao contrario dos epitélios “leaky”, os “tight” possuem alta
resisténcia elétrica {de 5 a 20 kohms.cm?) e desenvolvem altas diferengas de potencial
elétrico transepitelial (de 50 a 100 mV). O epitélio da bexiga urinaria de sapo pode,
portanto, transportar seletivamente fons e dgua, sem que ambos 0s processos sejam
acoplados, podendo assim criar diferengas de potencial eletroquimico para as espécies
quimicas, entre as solugdes banhantes (FROMTER, DIAMOND, 1972).

HORMONIOS F O BALANGO HIDRICG

Peptideos neuro-hipofisirios, tais como a Vasopressina {Hormonio Antidiu-



rético - ADH} desempenham papel fundamental na homeostasia hidrica nos vertebra-
dos (HAYS, LEAF, 1962). Esse hormédnio, produzido pelo sistema nervoso central
(nticleos supra-opticos e para-ventriculares do hipotaldmo), promove extraordinirio
aumento da permeabilidade & dgua, s6dio e uréia no ducto coletor renal de mamiferos
€ ua pele e bexiga urindria de anfibios (CIRNE et al., 1981; LEAF, 1982).

A interag@o entre aminas biogénicas e seus derivados, via receptores adre-
nérgicos e peptideos neurofisiolégicos (Vasopressina) foi demonsirada em células
glandulares, em epitélio, e em fibras musculares (ORLOFF, HANDLER, 1962; JARD,
1871; HAYS, 1983), e no controle da homeostasia hidrica em vertebrados, através
da modificacdo do fluxo plasmdtico renal em fungio da variagio do ténus muscu-
lar das arterfolas do glomérulo (WATLINGTON, HUF, 1971), do fluxo sanguineo na
regiao cutanea (CHRISTENSEN, 1974), ou ainda no transporte de dgua e eletrélitos
através das membranas biologicas (CIRNE et al., 1981).

Os hormoénios esterdides, principalmente a aldosterona e seus derivados
atuam no sentido de reter liquido no organismo em fungdo de um maior reaproveita-
mento do sal que seria eliminado na urina. Além dessa agio, esses agentes também
interferem com o mecanismo celular de acio do hormdnio antidiurético {HAYS,
1883).

RECEPTURES PARA A VASUPRESSINA

Em preparacies isoladas, a Vasopressina s6 € afiva quando adicionada do
lado da irrigagio sanguinea, isto &, do lado seroso {meio interno) o que levou HAYS,
LEAF, 1962, a sugerir a existéncia de receptores para o hormonio nessa membrana.

Atualmente é conhecida a existéncia de dois receptores {V; e V; - isore-
ceptores) celulares diferentes para a Vasopressina. Esta subdivisdo fol introduzida
por MICHELL et al., 1979, baseados em efeitos produzidos por esses recepiores
quando acoplados ao hormonio.

Receptores Vq - desempenham um papel importante na regulagao da pressio
sanguinea, atuando a nivel dos vasos, (COWLEY et al., 1980). Sio também im-



portanies na estimulagio da glicogendlise e da neoglicogénese, principalmente em
células hepaticas (KEFPENS, DE WULF, 1879). Esses efeitos decorrem da ativacio
desse receptor através do sistema fosfoinositidol-cascata, ou seja, através da hidrélise
de fosfolipideos da membrana celular séo formados dois tipos de mensageiros: Trifos-
fato Inositol (IP3} que atua abrindo canais de cdlcio de varias organelas celulares, al-
terando portanio os niveis deste ion, 0 qual participa de varias fungdes bioquimicas,
como por exemplo, contracdo muscular, cofator-enzimatico e através de diversos
mecanismos pode interferir no transporte de dgua e eletrélitos, e Diacilglicerol que
estimula a proteina Kinase C, a qual por sua vez, ativa um conjunto de enzimas que
irdo atuar sobre a degradacdo ou sintese do glicogénio ao nivel das células hepdticas
(BERRIDGE, 1987).

Receptores Vy - participam da acdo de neurohormonios hipofisirios (Vaso-
pressina e Ocitocina) sobre o transporte de dgua e solutos em membranas isoladas,
nos tibulos coletores e no transporte de eletrolitos na porgio espessa do ramo as-
cendente da alga de Henle dos mamiferos {MOREL, 1981), via sistema adenilciclase-
cascata-AMPc-dependente (JARD, 1983). Estudos anteriores, em nosso laboratério,
em que foi feita manipulagdo dos receptores alfa e befa-adrenérgicos, levaram-nos a
sugerir também a presenca de receptores dopaminérgicos nessa estrufura (FRANCD
et al., 1991). Além disso, existem evidéncias da existéncia de ouiro sistema
{complexo}, funcionalmente distinto do anferior, j& que concentragdes elevadas de
calcie ou magnésio eliminam a resposta do fluxo hidrosmdtico & Vasopressina sem
afetar o {ransporte de sédio {ARGY et al., 1967). Quiros estudos tém mostrado
que a Prostaglandina E;, que apresenta efeito inibitdrio sobre o fluxo osmdtico de
agua gerado pela Vasopressina em bexiga de sapo, € capaz de estimular o transporte
de sédio neste epitélio (LIPSON, SHARP, 1971). Esses dados sugerem a presenca
de pelo menos dois receptores {V,, V) - isorecepiores) na bexiga uriniria de sapo
(FLORES et al., 1974; HAYS, 1976; 1983).

MECANISMO DE AGAD DA VASOPRESSINA (AVP)

Como foi mencionado anteriormente, o horménio antidiurético promaove

aumento do transporte de dgua e solutos através da bexiga de sapo, via sistema



adenilciclase-cascata-AMPc-dependente (JARD, 1983). Portanto, a ativagio desses
receptores especificos, para o horménio nesta estrutura apresenta semelhanca com
a estimulacdo dos receptores beta-adrenérgicos (LEFKOWITZ, et al., 1984). A
contribuicdo desses autores focalizou um problema considerado inicialmente simples
e que se tornou, na verdade, o inicio do conhecimento de uma sequéncia de reacoes
extremamente precisa e complexa.

Atualmente estd bem estabelecido que os receptores dos horménios sio
proteinas bem individualizadas, distintas do sistema adenilciclase e relativamente
livres para difundirem e interagirem ao nivel da membrana celular (LEFKOWITZ, et
al., 1884),

O sistema ou complexo adenilciclase é composto de pelo menos trés pro-
teinas: ¢ profeina catalitica, que € relativamente inativa; uma proteina ligadora de
guanina-nucleotidee (Proteina G), que é a mediadora de vérios ligantes reguladores
e um ou mais receplores hormonais (GILMAN, 1984).

Pouco ainda é conhbecido sobre as propriedades fisicas da enzima adenilci-
clase. Aparentemente, assemelha-se & uma proteina glicolizada com peso molecular
da ordem de 115 KDa, apresentando uma unidade catalitica (a qual tem um sitio
de substrato para ATP), associada pelo menos a um sitio regulador desta unidade
(HOWELETT, GILMAN, 1980; PFEUFFER et al., 1985).

Nos sistemas bioldgicos sio encontrados varios tipos de Proteina G de-
sempenhando atividade especifica , como por exemplo, G, (estimuladora); G; (in-
ibidora); G, (transducina; 2}, a qual participa no acoplamento do estimulo luminoso
nos bastdes da retina, e G encontrada em grande quantidade no cérebro, a qual,
provavelmente, participa da regula¢io de canais de potéssio, comn atividade tipo mus-
carinica (STRYER, BOURNE, 1986). A proteina (7é formada por trés (sub-unidades)
n, B ey (GILMAN, 1987). |

Na auséncia do horménio (AVP) ligado ao receptor, quase toda proteina
(7 estd na forma GDP inativa (G,a.Gfy — GDP). A ligagho do horménio com o
receptor especifico ligado & Proteina G induz 3 liberagdo da ligagdo GDP e permite
a entrada de GTP. A subunidade « unida & GTP ((G,a-GTP) dissocia-se de fv. Esse
complexo na forma ativa, rapidamente se desloca em dire¢do a enzima adenilciclase,
a qual é ativada para catalizar a conversio ATP em AMPc (RODBELL, 1980; GILMAN,



1987}, O ponto chave é que muitos complexos G,a-GTP sdo formados para cada
ligacdo do horménio, dando uma resposta amplificada. A proteina G possui ainda
outra propriedade que permite o transporte de informagdes intermediarias entre o
receptor-hormonio € a enzima. A ligagio o-GTP € lentamente hidrolizada para GDP.
Em outras palavras, a proteina G, especificamente a subunidade & € uma GTPase,
e a atividade da enzima adenilciclase aos poucos val sendo interrompida. Assim,
essa proteina reguladora tem um dispositivo interno para desativacdo (MASTERS et
al., 1988).

Na auséncia da formacgio do complexo hormdnio-receptor, algumas subs-
tincias tem a propriedade de ativar a unidade catalitica da enzima adenilciclase,
mesmo na auséncia da unidade GTP reguladora, como por exemplo, as toxinas
" da cdlera, coqueluche {pertusis] e o alcaldide Forscolina (KAHN, GILMAN, 1984;
KACHADORIAN et al., 1987),
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O nivel intracelular do AMPc¢ é regulado pela enzima fosfodiesterase-nucleo-
tideos; Ca*? e a proteina intracelular Calmodulina sio alguns dos fatores reguladores
de sua ativagdo (CHEUNG, 1982), a qual transforma-o na forma inativa (HAYS,
1883).

A hipStese mais aceita atualmente é a de que o AMPc formado, ao ligar-se &
sub-unidade de uma proteina-quinase induz a uma fosforilagio de proteinas de mi-
crotiibulos e microfilamentos a qual é traduzida em ordens para a sintese, {ransporte
e Incorporacao de matrizes proteicas (poros) na estrutura lipidica da membrana lu-
minal {exocitose) (TAYLOR et al., 1975; DE SOUZA, GROSSO, 1981; HANDLER,
1988).

Para a resposta do tecido a Vasopressina, sabe-se que tanto os microfila-
mentos como os microtGbulos sdo independentemente necessdrios para a iniciacio da
agregacho de particulas e do concomitante aumento da permeabilidade & dgua. En-
tretanto, somente os microfilamentos sdo necessirios para a manutengio da resposta
do tecido & Vasopressina (HAYS, 1983; HARDY, 1985).

Estudos de AL~ZAHID et al., 1977 e de HEBERT, ANDREOLI, 1880 basea-
dos em calculos da energia de ativagho, a partir das variagbes da permeabilidade &
agua erm varias temperaturas, apontaram para a conciusao de que a Vasopressina an-
menta a permeabilidade & Agua por aumentar o ndmere de poros (e ndo por aumentar
o diametro dos poros, como tinha side proposto inicialmente por KOEFOED~ JOHNSEN,
USSING, 1953) envolvidos no transporte de agua airavés da membrana.

Considerando-se que a AVP eleva em varios epitélios, a permeabilidade &
agua e solutos hidrofilicos de baixo peso molecular (por exemplo, a uréia) levantou-
se a hipbiese de que esses solutos atravessariam a membrana servindo-se do mesmo
poro de permeagio 3 agua. Entretanto, a verificagio de que a estimulacio pela
Vasopressina podia ser bloqueada para cada espécie transportada (por exemplo, a
Floretina inibe a estimulagio pela AVP do transporte de uréia mas nio o de agua),
indicou a existéncia de vias de permeagio diferentes para a dgua e para esses solutos
(LEVINE et al., 1873).



AGENTES FARMACOLUGICUS QUE INTERFEREM NA AGAD HIDRODSMOTICA DA
VASOPRESSINA

Nos dltimos anos tem sido descrita a interferéncia de um grande nimero
de drogas com as mais diversas caracterfsticas quimicas e farmacoldgicas, que a-
tuam em diferentes pontos da cadeia de eventos desencadeada pela interacio da
Vasopressina com os receptores na membrana baso-lateral da bexiga de sapo, como
por exemplo, prostaglandinas (FORREST, GOUDMAN, 1981); agentes antimitdticos
(BURCH, HALUSHKA, 1981); metais pesados (GAGLIARDI et al., 1985); agentes
colinérgicos (ARRUDA, SABATINI, 1980); catecolaminas (HANDLER et al., 1968 :
FRANCD et al., 1991); anestésicos gerais (LEVINE et al. ,1879); oubaina (FINN,
1975); calcio (PETERSEN, EDELMAN, 1864; HARDY, DIBCONA, 1882);amrinona (LE-
VINE et al., 1981) e floretina (LEVINE et al., 1973). A Figural esquematiza
os possiveis locais de agdo das drogas citadas anteriormente, ao nivel celular da be-
xiga do sapo (adaptado de HAYS, R.M., 1976),
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Como pode ser observado, muitos trabalhos foram realizados com a fina-
lidade de se verificar a interferéncia de agentes quimicos e farmacolégicos sobre o
transporte de dgua e eletrélitos em bexiga de sapo, na presenca do hormdnio anti-
diurético (AVP). Entretanto, a interferéncia de agentes fisicos sobre esses transportes
¢ ainda pouco conhecida e, ndo raras vezes, sequer identificada na literatura. Entre
esses agentes fisicos, pode-se citar a radiagdo Laser, que, apesar de sua utilizagdo
no tratamento de vdrias patologias estar se tornando uma rotina didria, pouco se
conhece a respeito dos seus efeitos a nivel celular e bioquimico, que normalmente
dao suporte aos resultados clinicos.

Visando a utilizagdo da radiagio Laser como uma nova ferramenta para
o estudo do transporte de agua e solutos através de membranas bioldgicas, sio

descritos a seguir alguns tépicos sobre esse tipo de radiagdo.

BREVE HISTORICO DA RADIAGAC LASER

A radiagdo Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radia-
tion}, cujo principio fisico de emissao estimulada foi enunciado por ALBERT EINSTEIN
em 1917, tem sido muito estudada, nos gitimos anos, inclusive em tentalivas de se
verificar alguma eficacia terapéutica.

Somente em 1960, fol que MAIMAR e seus colaboradores construiram o
primeiro Laser solido de alta poténcia constituido basicamente de Rubi. PATEL
e sua equipe desenvolveram em 1963 e 1964, respectivamente, o Laser He-Ne e o
Laser (Gds-Carbénico (CO;) (citado por GOLDMAN, 1881).

Atualmente os aparethos de radiagéo Laser utilizados em pesquisas biolégi-
cas e areas correlatas, s3o do tipo gasosos, como por exemplo, os Lasers de COy,
Nd-Yag e Arseneto de Gélio (JURI, 1930).

GOLDMAN e seus colaboradores em 1961, realizaram nos EUA as primeiras
experiéncias visando 1dentificar os efeitos da radiagdo Laser em animais. A partir
dessa data, abriu-se um leque de perspectivas de pesquisas em Biofisica e Medicina,
quando entio o Laser passou a ser utilizado em cirurgia. A primeira intervengio

cirdrgica ocular ao nivel de retina, obtendo-se pleno éxito, foi realizada nessa época
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erm Nova York. A pariir desse passo inicial incrementou-se a utilizacio desse agente
fisico em cirurgia e fatos interessantes foram notados, como por exemplo, que a
cicatrizacdo e a epitelizaciio, em alguns casos, ocorriam de forma mais acelerada.
Portanto, esse foi o embrido que serviu de orientacao para o desenvolvimento cada
vez maior de pesquisas voltadas aos efeitos da radiagio Laser (citado por GOLDMAN,
1981a).

ASPECTOS FISICOS DA RADIAGAD LASER

A radiagdo Laser é uma forma de energia que se propaga no espago através
de ondas eletromagnéticas e se diferencia das outras formas de luz por possuir alta
concentragdo de energia, a qual é a base para o seu uso como instrumento terapéutico
e cirdrgico. Trés propriedades fisicas fundamentais conferem-lhe essa caracteristica:
Monocromaticidede: devido & uma emissio de ondas de comprimento dnico, a ra-
diacdo Laser produz apenas uma cor; Coeréncia: consiste no alinhamento de ondas
eletromagnéticas no tempo e no espago; e Unidirecionalidade: caracteriza-se por
emissio de foldns em um sd sentido.

Essas propriedades conferem a radiacio Laser uma outra caracteristica
fisica, o Brilhe, que indica uma concentragio de energia muito superior a luz comum.
Essa elevada concentragio de energia {Brilho] e a monocromaticidade constituem-se
na base para seus efeifos fotobiologicos (KARU, 1985). O tipo de efeito produzido
pelo Laser é dependente do comprimento de onda fornecido pelo aparelho emissor,
que, por sua vez, é determinado pelo tipo de material com o qual é construido. Por
exemplo, o Laser de CO,, emite comprimento de onda da ordem de 10.600 nm (alta
poténcia), o qual lhe confere um efeito ablativo sobre o material biolégico, sendo por-
tanto utilizado em cirurgias; enquanto que o Laser de Arseneto de Gilio, que emite
comprimento de onda de 904 nm (baixa poténcia), possui um efeito bicestimulante
sobre 0s mesmos tecidos (COLLS et al., 1884).

Por outro lado, efeitos que a radiacdo Laser produz nos tecidos bioldgicos,
sio dependentes das caracteristicas de cada tecido. Deve, também, ser levado em
consideracio o fendmeno de reflezde, que ocorre sempre que um feixe de luz incide
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sobre uma superficie qualquer e que varia em fungio do angulo de incidéncia do
mesmo. Quanto maior o Angulo, maior € a reflexdo (por isso a aplicagio da radiacio
Laser deve ser sempre perpendicular a superficie tratada). Ainda, ao penetrar nesses
tecidos, a radiacio Laser atravessa substancias de diferentes densidades, resultando
em alteragGes no trajeto da luz (refragdo). Em adi¢do, substancias dos tecidos ao
entrarem em contato com o feixe de Juz interagem com o mesmo e absorvem certa
quantidade de energia, produzindo o fendmeno de absor¢do (KARU, 1987).

A penetracio da radiagio bicestimulante (baixa densidade} nos tecidos
bioldgicos é bastante pequena. Estudos realizados em 1983 por ANDERSON e PARRICH,
em tecido epitelial humano, mostraram que a penetragéo nio € maior do que 15 mum,

Como sera objeto deste trabalho o estudo de possiveis efeitos do agente
farmacolégico {Dobutamina) e da radiagio Laser de baixa poténcia sobre o efeito
hidrosmético da Vasopressina em bexiga de sapo, serdo descritos na revista da h-
teratura os principais efeitos (fisioldgicos e farmacologicos) desses agentes ao nivel
celular, de forma a subsidiar a discussdo dos resultados obtidos.
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DDBUTAMINA

A Dobutamina que é derivada da Isoprenalina (TUTTLE, MILS, 1975), é
a mais recente catecolamina de uso clinico atuante ao nivel cdrdio-vascular, apre-
sentando efeito cronotrépico e inotrépico positivo e baixa alteragio da resisténcia
vascular periférica, (JARDIN et al., 198%1; RUFFOLO, 1987; VINCENT et al.,
1988); possui seletividade para receptores do tipo beta- adrenérgicos e alfa,-adrenér-
gico (SONNENBLICK et al., 1979; MACCARRONE, et al., 1984). Paralelamente
a atividade cardioativa, a Dobutamina aumenta a excregao renal da dgua e solutos
{LEIR, UNVERFERTH, 1983; RUFFQOLO, 1887; RAMIRES et al., 1891).

Nio fol observada nenhuma referéncia nestes trabalhos, tanto “in vivo”
como “in vitro”, quanto i sua atividade ac nivel de receptor alfap-adrenérgico, o
qual desempenha importante papel no controle da homeostasia hidrica por modular
a atividade do hormoénio anti-diuretico ac nivel renal (INSEL, SNAVELY, 1981;
GELLAI, EDWARDS, 1988).

RADIAGAD LASER

Sao varios os efeitos atribuidos & radiagio Laser de baixa poténcia. Entre-
tanto, os de interesse para este estudo sio os efeitos anti-inflamatério, anti-dlgico,
bem como 0s mecanismos de acdo ao nivel molecular propriamente dito.

- EFEITO ANTI-INFLAMATORIO

PALMIERI, 1983: S0TO, 1988, desenvolveram método para quantificar os
possiveis efeitos do Laser, por meio do processo inflamatério que se segue a in-
troducdo intradérmica, na regido dorsal de cobaias, de substancias flogisticas, tais

como bradicinina, histamina e prostaglandinas. Egse método utiliza como parametros
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a diminui¢do do halo inflamatdrio e da temperatura local, tanto no processo agudo
como no cronico {citado por TRELLES, 1890)., KOVACS, 1974; MIRD, et. al.,
1984, verificaram que esse tipo de radiagao tambeém estimula a microcirculacio e pro-
move regeneragio parcial dos vasos linfiticos em tecidos com processo inflamatério,
promovendo melhor drenagem da regido inflamada. Provavelmente esses efeitos
decorrem de alterages na pressio hidrosmética capilar ¢ da eliminacao de acimulo
de catabdlitos intermediarios, como o acido pirtvico € o dcido lactico.

MESTER et al., em 1985, investigando o efeito do Laser sobre os niveis
enddgenos de varias substancias, em tecido epitelial de ratos com processo infla-
matério agudo, verificaram aumento nos niveis de Prostaglandinas E e F no ex-
sudato nos periodos iniciais da aplicagdo, enguanto que nos perfodos subseguentes
diminuiram significativamente os niveis de PgE, mantendo-se inalterados os niveis
de PgF. Essa diminui¢do da concentragdo de PgE seria um dos fatores responséveis
pela regressio dos sinals cardeais dos processos inflamatérios.

- EFEITO ANTI-ALGICO

DLSON et al., 1981, verificaram que a radiagio Laser, quando aplicada
em pontos pré-estabelecidos sobre os tecidos biologicos, atuaria inibindo a trans-
missao de estimulos dolorosos, promovendo elevagdo do limiar da excitabilidade
dos recepiores para dor nas membranas celulares, BENEDICENTI et al., em 1884,
aventaram a hipdtese de a irradiacdo Laser elevar os niveis de endorfinas {peptideos
opidceos endégenos) no mecanismo analgésico central. A justificativa para tal efeito
fundamenta-se em estudos sobre a aplicagio de Laser em pacientes com crises de
neuralgia do trighmeo. Apés a radiagio, esses autores notaram aumento dos niveis
de beta-endorfinas no liquor quando comparados aos niveis anteriores a estimulagio.
Depois de alguns minutos da administragéo de Naloxone (antagonista de opiaceos},
aos pacientes ainda sob analgesia, observaram o retorno do quadro algico.
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- MECANISMOS DE AGAC A0 NIVEL MOLECULAR

LABAJOS et al., em 1986, investigaram a absorcdo da radiacio Laser em
intestino delgado de cobalas, tanto “in vive” como “in vitro”, e observaram tanto
diminuigio como inibigao do transporte de fluidos e eletrdlitos, as quais poderiam
estar relacionadas a um aumento dos niveis de cdlcio celular e/ou da estimulacio
colinérgica consequente 2 irradiagho. MATLLET, em 1887, sugeriu a possibilidade da
ocorréncia de eventos tais como: destrui¢do de estruturas moleculares, jonizacio e
rupturas de ligagoes quimicas em tecidos biologicos quando submetidos & radiacdo

{.aser.

BENEDICENTI, 1982; LAM et al., em 1985, observaram que, mediante
o emprego da radiagao Laser em cultura de linfécitos, onde foram utilizados per-
cursores radioativos, houve incremento, em termos quantitativos, da sintese de ATP

pela mitocondrias, RNA e DNA,

VELEZ, COLLS, em 1988, {rabalhando com radiagio Laser de baixa po-
téncia em tecidos biologicos, especificamente com substancias enddgenas, por exem-
plo, mensageiros hormonais, verificaram por meio de ensaios bioguimicos, altera-
coes quantitativas pos miveis de AMPc. Entretanto, em algumas situacdes houve

diminuicdo e em outras aumento, da taxa desse nucleotideo.
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PROPOSIGAD



Como citado anteriormente, a Dobutamina tem seus efeitos farmacoldgicos
bem explorados ao nivel de receptores adrenérgicos no sistema cardio-vascular, mas
sua interferéncia sobre os mecanismos de transporte de dgua através de membranas
ndo estido totalmente esclarecidos. Fato semelhante ocorre com a radiagio Laser,
pois, apesar de todo seu desenvolvimento nessas iltimas décadas, é praticamente
desconhecida a natureza da interagao entre esse agente fisico € o material bioldgico,
principalmente em relagio ao transporte de agua e solutos através de membranas.

E proposto neste trabalho, mediante a utilizacio de técnicas gravimétricas
(BENTLEY, 1958 e PROCOPIO, LACAZ VIEIRA, 1877), o estudo em bexiga isolada

de sapo do transporte de dgua, verificando:

- o efeito da Dobutamina na cadeia de eventos que se seguem & interagio
da Vasopressina com os receptores da membrana e que sdo relacionadas
4 sintese e inativacdo do AMPc-dependente e também, comparar os resul-
tados obtidos com os de outros agentes farmacoldgicos j& conhecidos, em
especial as catecolaminas beta- adrenérgicas;

~ o efeito da radiacdo Laser de baixa poténcia sobre o transporte de dgua

em condigoes padronizadas com ou sem Vasopressina.

Além do estude “de per si” desses agentes, pretendemos contribuir para a
melhor compreensio dos fendmenos de transporte através de membranas.
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MATERIAL



ANIMAL

Foram utilizados 263 (duzentos e sessenta e trés) sapos Bufo marinus parac-
nis, adultos, sadios, de ambos os sexos, pesando em média 190 gramas. Os sapos
eram mantidos num sapério, com agua e alimento em abundincia, & temperatura
ambiente, de onde eram remetidos para o laboratdrio para a sua utilizacio.

APARELHO - RADIAGAC LASER

O equipamento utilizado foi o Laser diédico de Arseneto de Galio (AsGa),
com poténcia de pico de 18 Watts e poténcia média de 12 mW, pulsando com
frequéncia de 2.000 Hz, comprimento de onda de 904 nm {faixa infra-vermelho do
espectro), modelo LIV-854, KLD Biosistemas.

SOLUGOES E DROGAS

1*. Solucio iscténica de Ringer Fosfato com osmolaridade de 250 mQsm/i, con-
tendo {mM): NaCl= 110,0; KCl= 3,5, MgClL.6H,0=05; NagHP0,.12H,0=
2.0; CaCl,. 2H,0= 1,8; CgH,,06. Hal= 10,05 com pH final da solugio 7.4.

2%. Solucho de Ringer Fosfato (1%} diluida {1:5) em dgua destilada, com osmolari-
dade de 50 mQOsm/}.

3 - Vasopressina {Pitressin}® - Parke-Davis (U.K.); Sigma (USA).
4 - Dobutamina (Dobutrex}? - Eli Lilly, (Brasil).

5 - Propranolol - Ayerst, {Brasil).

6 - Fentolamina (Regitina)? - Ciba Pharm.Co. {USA).

7 - Rauwolscina - Boehringer - Mannhein Bioch. (USA).

8 - 3'5" AMPc - Sigma (USA).

g - Teofilina - Calbiochem. {USA).

10 - Indometacina (Indocid)® - M.S.D. (Brasil).
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METODOS



MONTAGEM DA PFREPARAGAD NA FORMA DE LOBDS

Foi utilizada basicamente a téenica desenvolvida por BENTLEY, 1958 para
a determinagao do fluxo de dgua.

Apds a destruigao do encéfalo e da medula por meio de um estilete, procedia-
se a exposicdo da bexiga bilobada, através de inciso no abdémem e retirada da
mesma para lavagem em solugio de Ringer Fosfato (1*). (A manipulagio da be-
xiga requer certos cuidados, tais como: a ponta dos dedos do experimentador e o
fio de algodao que vai ser utilizado devern ser umedecidos previamente em solucéo
fisiologica para ndo lesar a bexiga). A seguir eram separados os dois lobos € in-
troduzido em cada um deles um tubo de polietileno rigido, com 4 mm de didmetro
externo, amarrando-se firmemente o tecido em volta do tubo, de modo a formar um
saquinbo na extremidade do tubo.

Esse saquinho, em cujo interior fica a face mucosa do epitélio {correspon-
dente ao compartimento urinario), era separado do resto da bexiga, tendo-se o
cuidade de deixar o minimo possivel de tecido remanescente {a fim de facilitar a
secagem €, consequentemente, a pesagem). O conjunto, tubo de polietileno e hemi-
bexiga era, entdo, submetido a lavagem.

A lavagemn da face serosa {exterior do saquinho e que corresponde a face de
contato com o mejo interno) era feita com solugdo de Ringer Fosfato (1¥), enquanto
o interior {face mucosa ou meio externo) era lavado com solugio de Ringer Fosfato
diluida (2*), introduzindo-se através do tubo uma cinula de polietileno (P.E. - 90)
ligada a uma seringa; era injetado em média, 2mi em cada hemi-bexiga.

A membrana era, entdo, merguthada em um béquer que continha 40 m! de
solucio de Ringer Fosfato (1*), ficando totalmente coberta pelo liquido, de forma
a coincidir o nfvel da solucio externa com o menisco da solugdo interna {Ringer
Fosfate diluido (2#)), para que nio se criasse um gradiente de pressio hidrostatica

entre as duas solugbes.

As diferencas ocasionais entre o nivel da solugao externa e o menisco da
solucao interna no tubo, provocadas pela variagko do ténus da musculatura lisa da
bexiga, nio desempenham qualquer papel significativo sobre o fluxo de dgua nessa
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estrutura.

Os experimentos foram conduzides em banho-maria com temperatura con-
trolada através de um termostato e um termdémetro, a fim de que a temperatura do
sistermna fosse mantida em torno de (23 4+ 1)°C.

Durante todo o periodo experimental o compartimento seroso foi mantido
sob borbulhamento de ar saturado com vapor de dgua {bomba de aquario), a fim de
oxigenar o melo e proporcionar nma agita¢io constante das solugdes.

Essa mesma técnica foi por nds adaptada para aplicagéo da radiagio Laser
na face serosa da membrana com a preparagao mantida fora do banho durante o
tempo de exposigdo da irradiagio (Fig.2).
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Figura 2 - ESQUEMA DA MONTAGEM PARA MEDIDA DO FLUXO DE AGUA ATRAVES
DA BEXIGA DE SAPD (TECNICA DE BENTLEY, 1958)
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MONTAGEM DA PREPARAGAD NA FORMA DE LAMINA

As preparagdes na forma de lobos, além de ndo permitirem a determinacio
correta da area da membrana, impossibilitam a aplicacdo da radiacio Laser na
face mucosa do epitélio. Assim, implantamos no nosso laboratério a técnica desen-
volvida por PROCOPI0, LACAZ VIEIRA, 1977 para determinagio do fluxo de dgua,
em preparagoes nas quais a membrana € colocada como uma limina entre duas
camaras de acrilico.

Essa técnica para medida do fluxo de dgua fol desenvolvida por aqueles
pesquisadores para a pele de sapo. Uma vez que a bexiga € uma membrana mais
fina, fragil e delicada que a pele do sapo, {oi necessirio desenvolver-se um suporte
para adaptar a bexiga entre as camaras. Esse suporte, construido previamente aos
experimentos, era feita de duas arruelas de papel de filtro contendo uma tela de
nailon entre si. Estas arruelas possuiam diametros interno e externo iguais aos das
camaras, de forma que somente a tela suportava a membrana apds a montagem.

O papel de filtro, além de servir como moldura para a tela de nailon, tinha
a finalidade de permitir que a bexiga fosse esticada quando da sua retirada do animal

(Fig.3).

A cAmara era fixada a um suporte ligado a um motor (adaptado de limpador
de para-brisas}, com objetivo que as cdmaras fossem mantidas em movimento ro-
tatdrio constanie, € com 1ss0 as solugdes nos compartimentos {mucoso e seroso) se
mantinham sob agitagio permanente e no mesmo nivel. O compartimento seroso
era preenchido até a metade de sua capacidade por 10 ml de solugo Ringer Fosfato
(1%}, enquanto o mucoso com capacidade para 4ml recebia 2ml de Ringer Fosfato
(2*). Estes volumes foram determinados de forma a permitir que os niveis das
soluches ficassem exatamente iguais evitando-se, dessa forma, o estabelecimento de

gradiente de pressdo hidrostdtica entre os compartimentos.
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Os resultados obtidos com as variagbes de peso {mg), pelas técnicas gravi-
métricas utilizadas, foram expressos como variagbes de volume (pl), o que torna
mais facil a compreensdo dos mesmos.

APLICACAD DA RADIAGEO LASER

A fim de permitir a exposi¢ao de toda a drea da membrana a radiagao Laser,
congiderou-se como sendo de 9 a 15 graus o angulo de dispersio e, a partir disso, a
distancia da fonte emissora & membrana foi calculada em 12 cm. Dessa forma, para
se obter os diferentes niveis de energia, variou-se simplesmente o tempo de exposigio
da membrana, sendo que o periodo de maior duracéo foi de 90 segundos.

ANALISE ESTATISTICA DOS DADUS

(s resultados sdc apresentados em termos de Média + Erro Padrio da
Média (EPH) e a Significancia (P] foi verificada a partir da aplicacio do Teste T
(Student) para amostras pareadas e nio pareadas (SNEDECOR, COCHRAN, 1978).
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PROCEDIMENTD EXPERIMENTAL



TECNICA DE BENTLEY: DOBUTAMINA E RADIAGADC LASER

As hemi-bexigas com solugio isoténica de Ringer Fosfato (1%*), na face
serosa, & com solugdo de Ringer Fosfato dilulda (2¥), na face mucosa, foram deixadas
em repouso pelo menos por 60 minutos (periodo de incubagio), a fim de se adaptarem
as condigbes “in vitro”, enquanto que os periodos experimentais tiveram a duragao
de 30 minutos cada.

Apds o periodo de incubagdo das hemi-bexigas, iniciava-se o periodo expe-
rimental: as mesmas eram esvaziadas, lavadas e preenchidas com solucio de Ringer
Fosfato diluida (2%). As hemi-bexigas eram entdo enxugadas rapidamente com papel
de filtro, com cuidado especial na parte em que estava amarrada ao tuba.

O conjunto (bexiga e tubo) era entdo pesado em uma balanga de precisdo
{Mettler H-35-AR) e colocado no bequer (40ml), Fig.2, cuja solugio nao diluida
também havia sido trocada (pesagem inicial).

Apds 30 minutos, retirava-se o conjunto {tubo e bexiga) do banho e procedia-
se a secagem e pesagem (final), A diferenca entre as duas pesagens € devido ao fluxo
de &gua, movido pelo gradiente osmético entre as duas faces da membrana (1%
periodo experimental).

Em seguida foram realizados 0s oufros periodos experimentais, introduzin-
do-se entdo os agentes farmacoldgicos ou irradiando Laser na face serosa da mem-
brana.

Em alguns protocolos experimentais ({iltimo periodo) foram realizados testes
de “contra-prova”. A finalidade desses testes foi o de verificar se as hemi-bexigas es-
tavam ainda mantendo sua integridade funcional e também respondendo aos agentes
guimicos e fisico.

Uma observacio importante que deve ser destacada, ainda dentro do pro-
cedimento experimental, diz respeito a utilizagdo dos agentes farmacolégicos. Esses
agentes com excecio da Vasopressina, 3'5'AMPc¢ e da Teofilina, foram adicionados na
solucao serosa {banho), 30 minutos antes do perfodo subsequente. Neste periodo

as hemi-bexigas nao foram lavadas e as solugdes, tanto no meio interno como no
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externo, nao foram substituidas, pois o objetivo era fornecer um espago de tempo
suficiente para que ocorresse a difusdo desses agentes pelas estruturas {comjutivo,
vasos, fibras musculares) a fim de atingir o interior celular. Como o fluxo de dgua
foi determinado a cada 30 minutos, o peso inicial do conjunto (tubo e bexiga) do
periodo subsequente coincidia com o peso final do periodo precedente.

TECNICA DE PROCOPIC - LACAZ VIEIRA ADAPTADA: RADIAGAD LASER

As hemi-bexigas {forma de lamina}, j4 montadas nas hemi-cimaras per-
maneceram banhadas em solugdo de Ringer Fosfato (1*) na face serosa e solucio
de Ringer Fosfato {2*) na face mucosa, por um periodo de 60 minutos, a fim de se
adaptarem as condigbes “in vitro” (periodo de incubagio). Os periodos experimen-
tals em nimero de 5 (cinco) foram de 30 minutos cada.

0 fluxo da dgua era determinado gravimetricamente, comparando-se o peso
de 2 m! da solugdo colocada no compartimento mucoso (Ringer Fosfato (2*)) no
ternpo zero, com o peso da solugio remanescente nesse compartimento apos 30 mi-
nutos. Entretanto, a adogao desse método suscitava um problema: nem todo o
liguido contido no compartimento era passivel de ser retirado por aspiracio ao fi-
nal do periodo experimental, permanecendo sempre um pequeno residuo de liquido.
Esse problema foi resolvido da seguinte forma: um pequeno volume (2 ml)} de solucéo
de Ringer Fosfato (2*) era adicionado ao compartimento mucoso e imediatamente
retirado, de forma a deixar ne local um filme de liquido na membrana e nas pare-
des da camara. Dessa maneira, iniclava-se sempre o periodo experimental com um
volume residual de lguido no compartimento mucoso. A seguir, por meio de outra
seringa com a mesma solugao € cujo volume havia sido determinado gravimetrica-
mente, colocava-se o liquido neste compartimento. Apds 30 minutos retirava-se o
volume restante do compartimenio com a mesma seringa que fora utilizada para
preenché-lo, e pesava-se novamente. A diferenca entre os pesos inicial e final dessa
seringa correspondia ao volume transportado de dgua entre os meios seroso e mucoso.
Assumia-se que o volume de solucido remanescente ao final do periodo experimental
de 30 minutos era igual ao volume pré-existente no compartimento por ocasido do

urnedecirpento do mesmo.
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Decorrido esse periodo as cAmaras eram abertas e na face mucosa ou serosa,
dependendo das condigbes experimentais foi irradiado Laser, sendo 2 outra hemi-
bexiga utilizada como controle. Feito isso, as hemi-cAmaras eram fechadas e recons-
titufdas as condi¢bes experimentais. Dependendo do periodo experimental, ocorria
a adigao ou nio de Vasopressina no lado seroso.

Deve ser ressaltado que todos os protocolos experimentais selecionados per-
mitiram sempre a utilizagdo de experimentos pareados, os quais foram conduzidos
em hemi-bexigas oriundas do mesmo animal. Desse modo, era possivel a comparagio
entre os valores obtidos no perfodo inicial {controle) com os do periodo experimental
realizado posteriormente na mesma hemi-bexiga, ou entdo a comparagio entre as
hemi-bexigas gémeas, onde uma delas servin como controle e a outra como expe-
rimental. Dessa forma, as compara¢oes puderam ser feitas no sentido “horizontal”
{entre os periodos realizados na mesma hemi-bexiga) ou no sentido “vertical” {entre
os periodos realizados concomitantemente na hemi-bexiga controle e na hemi-bexiga

experimental).
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RESULTADOUS



DOBUTAMINA

~ Efeito da Dobutamina sobre ¢ fluxc de 4gua na presenga © na auséncia
de Vasopressina.

Com o intuito de se verificar o efeito da Dobutamina sobre a agio hidrosmé-
tica da Vasopressina, experimentos foram conduzidos em hemi-bexigas gémeas (pro-
venientes do mesmo animal}. O grupo “controle” recebeu Vasopressina (10mU/ml
de banho} e ¢ “experimental”, Vasopressina em associagido com Dobutamina em
vérias concentragoes. Os resultados, mostrados na Tabela 1, foram obtidos conforme
Protocolo Experimental descrito no Quadre 1, e demonstram expressivo bloqueio
(65%; P<0,01} da acio do hormonio com dose maximal 107°M, Esse efeito persistin
com concentragbes menores, observando-se relagdo dose dependente na faixa de 1073
a 107", A concentragio de 8x107*M de Dobutamina corresponde 3 dose experimental
capaz de provocar 30% de inibigdo da dose maximal, de forma que essa concentragio
de Dobutamina foi selecionada como padréo em todas as preparagdes.

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos com varias concentracées de Do-
butamina adicionadas ao banho de Ringer Fosfato (1*) na auséneie da Vasopressina,
conforme Protocolo Experimental descrito no Quadro 1. Pode ser verificado que as
diferengas entre as médias nao sao significantes em todas as concentragbes utihizadas
de Dobutamina.

0O Grafico 1 ilustra os resultados apresentados nas Tabelas I e I1, referentes
a adigao da Dobutamina ao banho na auséncia € na presenga da Vasopressina. Esse
mesmo grafico mostra a total reversibilidade do efeito bloqueador da Dobutamina
sobre a acdo hidrosmotica da Vasopressina: os valores observados para o fluxo de
4gua em presenga do hormoénio antidiurético, apds a hemi-bexiga ter sido submetida
i lavagem posterior ao tratamento por Dobutamina associada & Vasopressina foram
de 16,30-++1,15 (N=6) pl/min, enquante que em outras hemi-bexigas o fluxo de dgua
estimulado pela Vasopressina foi de 16,904+0,80 (N=6) pl/min, sendo essa diferenca
estatisticamente ndo significante ( P>0,05, teste T, amostras néo pareadas).
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TABELA

Comparagdo entre os efeitos da associagio de Dobutamina (D0) em véarias con-
centragoes, e da Vasopressina (AVP) (10mU/ml de banho} sobre o fluxo osmético de
dgua (pl/min) em bexiga de sapo, isolada do mesmo animal.

CONTROLE  EXPERIMENTAL

N Do) AVP AVP+D{ P % INIB

g 107  19,00+1,65 6,80+1,35 <0,01 65,30

)]

8x10"* 16,90+0,80 11,70+1,20 <0,01 30,80

6 107% 20,50+1,80 18,70+1,75 <0,05 8,50

6 107%  15,70%#1,20 14,6041,30 N.§, —-=wwe-

6 10~% 20,5042,60 30,2042,50 N.§. —me—eem

- N = Nidmero de Experimentos.
- N.S. = Néo Significante.

Quadro 1
HEMI-BEXIGAS PERfODOS DE 30 MINUTOS
12 e 3% 48 59
Controle BASAL | BASAL AVP DO | BASAL

Experimental | BASAL | DU AVP + DD} AVP | BASAL

BASAL = Ringer Fosfato (250 mOsm/l)
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TABELA 11

Eleito da Dobutamina (D0) em varias concentragdes sobre o fluxo osmético de
dgua {ul/min) na auséncia de Vasopressina (AVP) em bexiga de sapo, isolada do
mesmo animal.

CONTROLE EXPERIMENTAL

¥ DO(W BASAL DOBUTAMINA P % INIB

$ 107  1,6540,20 1,3540,20 H.S. —e-mw-

& 8x10™! 1,5040,20  2,0040,20 N.§, ~-=---

6 1071 1,1040,10  1,10#0,20 N.3. ---emme

6 10™°  1,30+40,20  1,3040,20 N.§. ----—--

6 10™%  1,6040,15  1,2540,15 N.3., =~-——e-

~ N = Niimero de Experimentos.

Quadro 1
HEMI~BEXIGAS PERIODOS DE 30 MINUTODS
19 9% 39 49 59
Controle BASAL ;| BASAL AVP DO | BASAL

Experimental ; BASAL | D0 | AVP + DO | AVP | BASAL
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20— B = BASAL
DO = DOBUTAMINA
AVP = VASOPRESSINA
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O ] Do AVF O+ DO Avgs
"5

Grafico 1 - Efeito da Dobutamina {8x107%M) sobre o fluxo de dgua na auséncia e
na presenca da Vasopressina (10mU/ml de banho} em experimentos pareados
conduzidos em hemi-bexigas provenientes do mesmo anirnal.

*(P <0,01} em relagio ao controle (AVP)
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- Efeito da Dobutamina sobre a agfio hidrosmética da Vasopressina na pre-
senga de bloqueadores alfa ou beta adrenérgicos.

A fim de se avaliar com mais profundidade os eventos que poderiam estar
ocorrendo mediante a ativagao dos receptores alfa e beta adrenérgicos, foram uti-

Hzados blogueadores especificos para esses receplores, em associacio & Dobutamina.

A Tabela 1T e o Grafico 2 construidos a partir de resultados obtidos com o
Protocolo Experimental descrito no Quadro 2, ilustram o efeito do agente bloguea-
dor beta adrenérgico Propranoclol (107%M) sobre o efeito da Dobutamina na agio
da Vasopressina, em experimentos pareados, conduzidos em preparagoes de hemi-
bexigas gémeas. Pode ser observado, que a adi¢do de Propranolo} ac banho (grupo
de hemi-bexigas experimentais) nao provocon alteragio do fluxo de dgua em relacio
ao observado no outro grupo de hemi-bexigas (controle} nas mesmas condigdes (Va-
sopressina associada & Dobutamina), sendo os valores observados de 17,0041,50
{N=T7) p#1/min na situagao controle, para 16,80-+1,40 (N=7) u!/min na experimental.

A tabela IV e o mesmo Gréfico 2 mostram o efeito do agente bloquea-
dor alfa adrenérgico (Fentolamina 107°M) sobre o efeito da Dobutamina associada
a Vasopressina, também em experimentos pareados, conduzidos em preparagoes de
hemi-bexigas gémeas. Observe-se que no grupo das hemi-bexigas controles {Va-
sopressina associada 3 Dobutamina) o fluxo foi de 16,9041,30 (N=7) xl/min, en-
quanto que nas hemi-bexigas experimentais (Vasopressina associada 2 Dobutamina
e a Fentolamina), o fluxo foi de 21,00+1,00 (N=7) pl/min, sendo a diferenca entre as
médias estatisticamente significante {(P<{,01), indicanco um aumento da atividade
hidrosmotica da Vasopressina nessas condiges.

Considerando que a Fentolamina é caracterizada como sendo uma droga
bloqueadora de receptores alfa; e alfa; adrenérgicos, portanto de acio inespecifica,
resolvemnos investigar em qual desses receptores a Dobutamina estaria atuando no
blogueio da atividade hidrosmdtica da Vasopressina. Como pode ser observade
na tabela V e ainda no Gréafico 2, o efeito do agente bloqueador alfas-adrenérgico
Bauwolscina (10‘”5H) sobre o efeitc da Dobutamina associada & Vasopressina, em ex-
perimentos também pareados, conduzidos em preparagtes de hemi-bexigas gémeas,
foi o de aumentar o fluxo de agua: de 21,5041,15 (N=6} pl/min no experimental,
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para 17,70-£1,10 (N=6) ul/min no grupo das hemi-bexigas controles (Vasopressina
associada & Dobutamina), sendo a diferenga entre as médias também estatistica-
mente significante (P<0,01}, mostrando uma diminuigic do efeito da Dobutamina
sobre a atividade hidrosmdtica da Vasopressina.
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TABELA I

Efeito da adigdo de Propranolol (PROP) {107*H) sobre o bloqueio produzido pela
Dobutamina (DD) (8x107%M) na agéo hidrosmdtica da Vasopressina (AVP) (10mU/mi
de banho), em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenientes do
mesmo animal. Fluxo de dgua expresso em pl/min.

HEMI~BEXIGA  CONTROLE EXPERIMENTAL

N AVP+DD AVP+D04+PROP
1 13,50 13,80
2 16,90 16,30
3 20,10 19,60
4 17,90 18,50
5 23,70 23,00
6 13,50 14,00
7 13,00 12,50
X+EPH 17,00+1,50 16,80+1,40(N.S.)

— N = Nimero do Animal.

Quadro 2
HEMI-BEXIGAS PERIODOS DE 30 MINUTOS
18 22 3° 42 59
Controle BASAL Do AVP4DD BASAL AVP
DG AVP + DO
Experimental | BASAL + + BG | AVP + DO
AG. BLDQ. { AG. BLOR.

AG. BLOG. = Agentes Bloqueadores
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TABELA IV

Efeito da adi¢io da Fentolamina (FENT) (107°M) sobre o blogueio produzide pela
Dobutamina (D8) (8x107%H) na agho hidrosmética da Vasopressina (AVP) (10mU/ml
de banho}, em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenientes do
mesmo animal. Fluxo de dgua foi expresso em pl/fmin.

HEMI-BEXIGA  CONTROLE  EXPERIMENTAL

N AVP+DU AVP+DOFENT

i 21,00 23,40

2 20,00 26,10

3 13,80 17 .60

4 10,35 20,00

5 18,90 21,80

€ 17,20 19,30

7 16,70 18,70
X+EPM 16,80+1,30 21,00%1,00°

- a = P<0,01 (% ESTIM. = 19,50, (AVP+DD+FENT)
em relagio (AVP+D0)).
— ¥ = Ndmero do Animal.

Quadro 2
HEMI-BEXIGAS PERICDDS DE 30 MINUTOS
12 2¥ 32 4% 52
Controle BASAL Bo AVP+DD | BASAL AVP
Do AVP + DO
Experimental | BASAL + + DG | AVP + DO
AG. BLOGQ. | AG. BLDQ.
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TABELA YV

Efeito da adigdo de Rauwolscina (RAU) (1073M) sobre o bloqueio produzido pela
Dobutamina (D) (8x107*M) na agio hidrosmdtica da Vasopressina (AVP) {10mU/mi
de banho), em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenientes do
mesmo animal. Fluxo de dgua expresso em ul/min.

BEMI-BEXIGA CONTROLE EXPERIMENTAL

N AVP+DO AVP+DO+RAU
1 17,00 18,60
2 13,30 19,30
3 20,30 22,60
4 21,00 26,80
b 17,70 22,10
8 16,90 19,40

X+EPM 17,70 # 1,10 21,50 #1,158°

~ g = P<0,01 (% ESTIM. = 17,70, (AVP+DO+RAU)
em relagao (AVP4D0) ).
~ ¥ = Nimero do Animal.

Quadro 2
HEMI-BEXIGAS PERIODOS DE 30 MINUTOS
1¥ 29 3¢ 4% 52
Controle BASAL Do AVP+DO | BASAL AVP
Do AVP + DO
Experimental | BASAL + + PO | AVP + DO
AG. BLDQ. ; AG. BLDQ.
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Grafico 2 - Comparagao entre os efeitos do Propranolo! (10~*4), Fentolamina (107°¥)
e da Rauwolscina (10~*M) sobre o efeito produzido pela Dobutamina (8x107*M)
na agao hidrosmética da Vasopressina (10mU/ml de banho) em hemi-bexigas
de sapo, isoladas do mesmo animal.

*(P < 0,01} em relagio ao controle (AVP + DD).

**(P < 0,01) em relagao ao controle (AVF).

(P « 0,05) em relagio ao controle (AVP).

N.5. - Néo significante em relacao ao controle (AVP + DQ).
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- Efeito da Dobutamina sobre a agfo hidrosmética do 3°5'AMPc e da Teo-
filina

Objetivando obter maiores detalhes sobre o efeito bloqueador da Dobutami-
na, na cadeia de eventos que se segue a interagio da Vasopressina com os receptores
da membrana baso-lateral da bexiga, foram realizados os experimentos, conforme
Protocolo Experimental do Quadro 3, nos quais a Dobutamina foi associada ao
3'5°aMPc ou & Teofilina, que sdo drogas que mimetizam o efeito hidrosmdético da
Vasopressina.

Pode ser observado na Tabela VI e no Gréfico 3, que em presenga do
3'5°AMPc (1mM) o fluxo de dgua foi de 7,5540,50 (N=6) ul/min nas hemi-bexigas
controles, enquanto que nas hemi-bexigas experimentais (Dobutamina associada ao
3'5'aMPc), o fluxo foi de 7,354-0,40 (N=6) pl/min sendo a diferenga entre as médias
ndo estatisticamente significante. Esses dados sugerem que a Dobutamina estaria
bloqueando o efeito hidrosmético da Vasopressina em passo anterior da formagio
do nucleotideo. Esta mesma Tabela & Grafico lustram novamente os resultados
mediante a adi¢do isolada da catecolamina ao banho.

Utilizando-se de Protocolo Experimental semelhante, verificou-se a ocor-
réncia de bloqueio da ordem de 54% do efeito hidrosmético da Teofilina pela Do-
butamina, sendo os valores observados de 5,70+0,45 (N==8) pl/min, em presenca de
Teofilina nas hemi-bexigas controles e de 2,60--0,40 (N=6) ul/min quando da as-
sociagdo de Dobutamina com Teofilina no grupo das hemi-bexigas experimentais.

Vide Tabela VIl e Grafico 4.

O Protocolo utilizado nesses experimentos (Quadro 4} permitiu uma inves-
tigacdo mais profunda das causas de tal bloqueio: o fluxo de dgua foi determinado
em presenca de Dobutamina e Teofilina no grupo das hemi-bexigas controles, e em
presenca de Dobutamina, Teofilina e Fentolamina (107°M) no grupo das experimen-
tais. Os resultados sio também apresentados na Tabela VII e Grafico 4. Nessas
condigdes experimentais verificou-se estimulacio da ordem de 59% do fluxo de dgua,
evidenciando o blogueio pela Fentolamina do efeito inibitdrio da Dobutamina.
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TABELA VI

Comparagéo entre os efeitos da Dobutamina (8x107*M) e do 3'5'AMPc {(1mM), e
associagac desses agentes farmacolégicos sobre o fluxo osmético da agua (ul/min),
em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenientes do mesmo a-
nimal.

HEMI-BEXIGA CONTROLE EXPERIMENTAL CONTROLE EXPERIMENTAL

N BASAL DG 3’5 AMPc DO+3'57 AMPc
1 1,40 0,90 9,40 9,00
2 1,00 1,15 7,70 7,00
3 0,90 1,60 7,90 8,30
4 1,30 0,90 5,40 7,10
1> 2,00 1,00 8,00 6,50
& 1,10 1,25 €,80 6,10

X+EPM 1,3040,15 1,1540,10(N.S.) 7,55+0,50 7,35+0,40(N.S.)

— N = Ntmero do Animal,

Quadro 3
HEMI-BEXIGAS PERIODOS DE 30 MINUTOS
1€ 7Y 32 48
Controle BASAL i BASAL 3757 AMPc BASAL

Experimental | BASAL Do DO + 3*5°AMPc | BASAL
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TABELA VI

Efeito da Dobutamina (D0) (8x10~*M) sobre a a¢io hidrosmética da Teofilina
(TEOF) (107*M) e associagio desses agentes farmacoldgicos com a Fentolamina (FENT)
(107°M) em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenientes do
mesmo animal. Fluxo de igua expresso em pl/min.

HEMI-BEXTGA CONTROLE EXPERIMENTAL CONTROLE EXPERIMENTAL

N TECF DO+TEQF DO+TEOF  DU+TEOF+FENT
1 5,10 3,40 3,10 5,90
2 6,70 2,80 2,70 7,10
3 5,00 2,10 3,00 3,40
4 4,10 1,10 2,20 8,40
5 6,10 2,20 3,50 5,30
6 7,10 4,00 1,80 3,70

X +EPM 5,7040,45  2,60+0,40° 2,70+0,25  §,60+0,80°

—a= P<0,01 (%INIB. = 54,40, (DO+TEOF) em relagio a (TEOF)).
~ b = P<0,01 (%ESTIM. = 59,10, (DO+TEOF+FENT) em rela¢do a (DO+TEDF)).
- N = Ndmero do Animal. '

Quadro 4
HEMI-BEXIGAS PERICDOS DE 30 MIKUTOS
19 ] 2¢ , 32 ] 49] 52
Controle BASAL | BASAL TEQOF DO (DO + TEQF
DO + TEOF
Experimental | BASAL DO PO + TEQF | DO +
| FENT
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Grafico 3 - Comparacio entre os efeitos da Dobutamina (8x107*M} e do 3'5'AMPc
(1mM} e & associagdo desses agentes farmacoldgicos sobre o fluxo hidrosmético
em bexigas de sapo, 1soladas do mesmo animal.

N.S. - Nao significante em relagio ao controle (3°5°AMPc).
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Gréfico 4 - Efeito da acio isolada da Teofilina (107*M) e associacio desse agente
farmacolégico com Dobutamina (8x10~*M) e Fentolamina {10-%M) sobre o fluxo
hidrosmdtico em bexigas de sapo, iscladas do mesmo animal,
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RADIAGAD LASER

~ Efeito da radiagfo Laser sobre o fluxo de dgua na presenca e na au-
séncia de Vasopressina

Utilizando-se o Protocolo Experimental descrito no Quadro 5, a Tabela
VHI apresenta os resultados de experimentos conduzidos em hemi-bexigas gémeas
{provenientes do mesmo animal) e realizados quando da aplicagio da radiagio Laser
{10J/cm?) na face serosa do epitélio associada & Vasopressina (10mU/mi de banho).

O fluxo de dgua em presenga de Vasopressina {32 periodo das hemi-bexigas
do grupo experimental) foi de: 12,9041,00 (8=6) ul/min e, apds a aplicagho do
Laser no periodo subsequente {49),verificou-se significante bloqueio, da ordem de
33% quando a Vasopressina foi novamente adicionada & preparagio {59 perfodo).

Por outro lado, o fluxo obtido no 59 perfodo no grupo das hemi-bexigas
controles quando da aplicagie da radiagdo Laser associada & Vasopressina sem o
prévio tratamento no 32 perfodo por esse horménio, foi de 12,35+1,30 (N=6) pl/min.
Se este resultado for comparado com o obtido nas hemi-bexigas experimentais, no
mesmo perindo (52) verifica-se que, a diferenca entre as médias € significante (P <

0,05).

0 efeito da radiacio Laser sobre o transporte de agua em bexiga de sapo
fol também estudado na auséncia de Vasopressina. Obedecendo-se ao Protocolo Ex-
perimental constante do Quadro 6, foram realizados os experimentos apresentados
na Tabela IX. Pode ser observado que a aplicagéo de radiagdo Laser de diferentes
intensidades de energia na face serosa do epitélio, ndo provocou alteracbes da per-
meabilidade normal da membrana a dgua.
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TABELA VIII

Influéncia da radiagio Laser de baixa poténcia (10 J/cm?) sobre a agio hidrosmdética
da Vasopressina (AVP) (10mU/ml de banho), ul/min, em bexigas de sapo prove-
nientes do mesmo animal, (N=6).

GRUPD GRUPU
CONTROLE FLUXO EXPERIMENTAL FLUXO P
BASAL 1,300,110 RVP 12,90+1,00 «0,01

BASAL + LASER 1,25#0,25 BASAL + LASER 1,5540,40 N.8.

AVP 12,35+1,30 AVP 8,55+1,10° <«0,08

~ a = P<0,05 (% INIB.= 33,70, (AVP+LASER) em rela¢do ao periodo
precedente (AVE)).
- N = Namero de Experimentos

Quadro 5
HEMI-BEXIGAS PERIDDOS DE 30 MINUTOS

12 22 32 42 52 62

BASAL BASAL
Controle BASAL + BASAL + AVP | BASAL

LASER LASER

_ BASAL
Experimental | BASAL | BASAL | AVP + AVP | BASAL

LASER
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TABELA IX

Comparacio enire os efeitos da radiagio Laser em vérias intensidades (INT)
sobre o fluxo osmético de dgua, {ul/min), em bexiga de sapo isoladas do mesmo
animal.

CONTROLE EXPERIMENTAL

N INT(J/en®) BASAL BASAL+LASER P

8 & 1,2040,10 1,3040,15 N.S.
5 10 1,7540,60 2,50%0,70  N.S8.
8 15 1,7040,60 1,800,506 N.S.
6 20 1,1040,20 1,1540,25  N.S.

~ ¥ = Nimero de Experimentos,

Quadro 6

HEMI~BEXIGAS PERIGDOS DE 30 MIKUTOS

12 28 38 4%
BASAL
Controle BASAL | BASAL + BASAL
LASER
BASAL BASAL
Experimental | BASAL + BASAL +

LASER LASER
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- Efeito da radiagfo Laser sobre o fluxo de 4gua na auséncia e na pre-
senga de Vasopressina - Técnica adaptada de PROCOPIO E LACAZ VIEIRA
{1977).

Para se poder investigar os efeitos da radiagio Laser sobre o transporte de
agua, quando esta era aplicada sobre a face mucosa da membrana, foi necessgrio
desenvolver-se uma preparagio na forma de lamina, j& que, pela utilizagio da técni-
ca de BENTLEY (1958), esta face fica voltada para o interior {meio externo} do lobo
formado pela bexiga. Assim, optou-se por uma adequacio da técnica de PROCOPIG
E LACAZ VIEIRA (1877), originalmente concebida para uso em pele de sapo.

Utilizando-se do Protocole Experimental descrito no Quadro 5, a Tabela
X apresenta os resultados de varias preparagdes realizadas quando da aplicagio da
radiacio Laser (10J/cm?) na face mucose do epitélio na auséncia e na presenca de
Vasopressina {10mU/m! de banho), conduzidos em hemi-bexigas pareadas, montadas
em forma de lamina. Conforme pode ser verificado, as diferencas entre as médias
nos diferentes grupos experimentais foram nio significantes, evidenciando que a
aplicacdo do Laser na face mucosa néo alterou a permeabilidade normal do epitélio
& agua. |

Nessa mesma Tabela {X}, pode também ser notado que a radiagio Laser,
quando aplicada sobre a face mucosa do epitélio, ndo interferiu com a resposta
normal da membrana & Vasopressina: no 32 periodo do grupo das hemi-bexigas

experimentais, verificou-se fluxo de 3,0040,25 (N=6} ul/min.cm?

, em presenga de
Vasopressina. Apos a aplicagéo da radiagao Laser (492 periodo), verificou-se que o
fluxo de dgua (59 periodo) em presenca de Vasopressina foi de 2,85+0,40 (N=6)

pl/min.cm?®, sendo essa diferenca néo estatisticamente significante {P>0,05).

Foi observado ainda que o resultado obtido no 5¢ perfodo nas hemi-bexigas
controles quando da aplicagio do Laser associada com a Vasopressina sem o prévio
tratamento no 39 perfodo com esse horménio foi de 2,904-0,60 (¥=6) ul/min.cm?®. Se
este resultado for comparado com o obtido na hemi-bexiga experimental, no mesmo
periodo {52) a diferenca entre as médias também ¢ nio significante.

Com a finalidade de se estabelecer comparagdo entre os dados obtidos com
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a montagem da bexiga em forma de 1amina, 2 radiagédo Laser foi aplicada na face
serosa do epitélio. A Tabela XI apresenta os resultados obtidos na auséncia e na
presenga de Vasopressina. Confirmando os resultados obtidos com as preparagoes
realizadas pela técnica de BENTLEY (1958), a radiacdo Laser também alterou a
permeabilidade & dgua do epitélio, em presenca do horméaio.
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TABELA X

Influéncia da radiacéo Laser de baixa poténcia (10 J/cm?) sobre o fluxo de 4gua
{#l/min.cm?®), medido por meio de adaptacio da Técnica de PROCOPIC e LACAZ
VIEIRA (1977), em bexigas de sapo provenientes do mesmo animal {(N=6), com ou

sem Vasopressina (10mU/ml de banho}. A radiagio Laser foi aplicada sobre a face
mucosa da membrana.

GRUPO GRUPO
CONTROLE FLUXO EXPERIMENTAL FLUXD P
BASAL+LASER 0,30+0,05 BASAL 0,2640,05 N.5.
BASAL 0,27+0,08° AVP 3,00£0,25 <0,01

BASAL+LASER 0,20+0,03 BASALALASER  0,2540,02 K.S.

AVP 2,50+0,60 AVP 2,85 +0,40* N.S.

— @ = Nio significante em relagdo ao periodo precedente (BASAL + LASER).
~ b = Nao significante em relagio ao periodo precedente (AVP).
~ N = Nimero de Experimentos.

Quadro b
HEMI-BEXIGAS PERIODOS DE 30 MINUTOS

1% 29 3L 4% [ 62

BASAL BASAL
Controle BASAL + BASAL + AVP | BASAL

LASER LASER

RASAL
Experimental | BASAL | BASAL | AVP + AVP | BASAL

LASER
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TABELA X1

Influéncia da radiagao Laser de baixa poténcia {10 J/cm?) sobre o fluxo de dgua,
(p}/min.cm®, medido por meio de adaptagao da Técnica de PROCSPIO e LACAZ
VIEIRA (1977), em bexigas de sapo provenientes do mesmo animal (N=5), com
ou sem Vasopressina (10 mU/ml de banho). A radiagio Laser foi aplicada sobre a
face serosa da membrana.

GRUFO " GRUPG
CONTROLE FLUXO  EXPERIMENTAL  FLUXD P
BASAL+LASER 0,9040,08 BASAL 0,8040,10 N.S.
BASAL 0,850,09 AVP 2,6040,30 <0,01

BASAL+LASER 0,70+40,02 BASAL+LASER 0,95+40,06 N.S.

AVP 2,7040,25 Ve 2,3040,40% <«0,05

~ g= P<0,05 (% INIB. = 11,55, (AVP) em relagdo ao periodo
precedente (RVP}).
~ N = Nimero de Experimentos.

Quadro 5
HEMI-BEXIGAS PERIODOS DE 30 MINUTOS

¢ 2% 3¢ 4% (R4 &9

BASAL BASAL
Controle BASAL + BASAL + AVP | BASAL

LASER LASER

BASAL
Experimental | BASAL | BASAL | AVP + AVF | BASAL

LASER
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- Efeite da radiaglo Laser sobre a agfo hidrosmética do 3’5’AMPc

Visando estabelecer um paralelo entre o efeito da Dobutamina sobre a
atividade hidrosmética do 3'5’AMPc em bexiga de sapo e o efeito da radiaghio Laser,
fot investigado o efeito dessa radiacéo sobre a atividade hidrosmdtica do nucleotideo.

A Tabela XII (Quadro 7) apresenta os resultados obtidos em preparacdes
pareadas nas quais a adigio isolada ao banho de 3'5’AMPc (1mM}, provocou um
fluxo de dgua de 5,1540,35 (N=10) pl/min no grupo das hemi-bexigas controles,
enquanto que a aplicagio da radiacdo Laser (10 J/cm?) na face serosa do epitélic
associada a0 3'5°AMPc resultou num fluxo de 6,6040,60 (N=10) xl/min nas hemi-
bexigas experimentais, ocorrendo portanto, uma estimulagio do efeito hidrosmético
do 3'5'AMPc nessas condigdes da ordem de 28,15%; (P<0,01).
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TABELA X11

Lfeito da radiacio Laser de baixa intensidade (10J/cm?) sobre a agio hidrosmética
do 3°5’AMP¢ (1mM), no fluxo de dgua pl/min, em hemi-bexigas pareadas, isoladas do
mesmo animal,

HEMI-BEXIGA CONTROLE EXPERIMENTAL

N 3'5*AMPc LASER+3°5’AMPc
1 7,00 8,50
2 6,20 8,70
3 5,40 6,50
4 3,80 6,00
5 4,50 4,00
€ 3,50 4,30
7 4,80 5,50
8 5,50 7,50
9 5,10 6,70
10 5,80 6,00

X+EPM 5,1540,35 6,60+0,60

~ P<0,01 (%ESTIM. = 28,15, (LASER+3'5"AMPc)
em relagio ao (3'5’AMPc)).
~ N = Nilmero do Animal.

Quadro 7
HEMI-BEXIGAS PERIODDS DE 30 MINUTOS
12 29 3¢ 4°
Controle BASAL | BASAL BASAL 3’57AMPC

Experimental | BASAL | 3°5’AMPc | BASAL | 3’5 ANPc + LASER
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- Efeito da radiaglo Laser sobre a agfio hidrosmética da Vasopressina
na presenga de Indometacina

Na tentativa de se obter maiores informac@es acerca do efeito da radiacéo
Laser, quando aplicada na face serosa da bexiga sobre os niveis de Prostaglandinas,
e por conseguinte, na sua interferéncia na agio hidrosmética da Vasopressina, nma
série de experimentos foram conduzidas em hemi-bexigas gémeas.

A Tabela X111, mostra os resultados obtidos de acérdo com o Protocolo
Experimental {Quadro 8). Analisando-se inicialmente os resultados obtidos quando
da adigdo isolada ao banho de Vasopressina nas hemi-bexigas controles (39 periodo),
verificou-se fluxo de 17,5041,80 (N=6) ul/min, enquanto que nas hemi-bexigas ex-
perimentais (Vasopressina associada & Indometacina {107%M)), no mesmo periodo o
fluxo foi de 20,8042,30 (N=6) ul/min, sendo a diferenga entre as médias estatistica-
mente significante (P<0,05).

Quando da aplicagio da radiacdo Laser associada & Vasopressina no grupo
das hemi-bexigas controles (59 perfodo), o fluxo foi de 15,204-0,70 (N=6) ul/min.
Se esse valor for comparado com o obtido nas hemi-bexigas experimentais no mesmo
periodo {Vasopressina associada a Indometacina) em que o resultado foi de 18,20+40,90
(=6} ul/min, verifica-se uma estimulacdo do efeito hidrosmético da Vasopressina

da ordem de 19,70%; (P<0,05).

Comparando-se o resultado do 5% perfodo (experimental} obtido com Va-
sopressina associada 4 Indometacina apds a exposicdo da membrana ao Laser, com
o do 32 perfodo {experimental), observa-se que nessas condigdes, mesmo com a pre-
senca da Indometacina no banho, persistin o efeito blogueador do Laser sobre a
Vasopressina da ordem de 14,30%; (P<0,05).

A Tabela XIV mostra os resultados obtidos quando da utilizagio do Pro-
tocolo Experimental descrito no Quadro 9. Com a aplicagio do Laser no grupo
das hemi-bexigas controles ac inicio do 62 perfodo em presenga de Vasopressina e
Indometacina remanescente do 52 periodo (pois as solugdes nao foram trocadas),
o fluxo foi de: 16,704+1,00 (N=6) pl/min. Por outro lado, a aplicagdo do Laser no

grupo das hemi-bexigas experimentais, também ao inicio do 62 periodo em presenga
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de Vasopressina, remanescente do 52 periodo, resultou num fluxo de 10,2040,80
{(N=6) pl/min, sendo essa diferenga significante (P«0,05). Entretanto, se for com-
parado o resultado obtido no 62 perfodo do grupo das hemi-bexigas controles em
gue a associagho Vasopressina e Indometacina foi testada em presenga do Laser,
com o resultado obtido no 52 periodo desse mesmo grupo de hemi-bexigas, verifica-
se que a diferenca entre as médias (16,70+1,00 e 17,30+1,60, respectivamente} é
estatisticamente ndo significante.
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Comparagio entre os efeitos da Indometacina (INDOCID) {107%M) e da radiacio
Laser (10 J/cm?) sobre a agio hidrosmética da Vasopressina (AVP) (10mU/m} de
banho}, em bexigas de sapo isoladas do mesmo animal (N=6). Fluxo de agua expresso
er ut/min,

Obs:- As tabelas XIII e X1V diferem somente em relagio aos Protocolos Expe-
rimentais,

TABELA XIIl
GRUPO GRUPO
CONTROLE FLUXO EXPERIMENTAL FLUXO P % ESTIM.
AVP 17,50+1,80  AVP+INDOCID 20,80+42,30 <«0,05 19,00

BASAL+LASER  1,40+0,30  BASAL+LASER  1,15#0,15 NS, -

AVP 15,2040,70° AVP+INDDCID 18,20+0,90* <0,05 19,70

~ ¢ = P<0,05 (% INIB. = 15,10, (AVP) em relagio ao periodo precedente
(AVP)).

~ b = P<0,05 (% INIB. == 14,30, (AVP+INDOCID) em relagho ao perfodo prece-
dente (AVP+INDGCID)). '

~ N = Nimero de Experimentos.

Quadro 8
HEMI~BEXIGAS PERIODOS DE 30 MINUTOS
12 2° a® 4° 5°
BASAL
Contrele BASAL | BASAL AVP + AVP
LASER
BASAL
Experimental | BASAL | INDOCID | AVP + INDOCID + AVP + INDOCID
LASER

59



TABELA X1V

GRUPD GRUPO
CONTROLE FLUXO EXPERIMENTAL FLUXO P % INIB,
AVP 15,50+1,30 AVP 14,0041,10 N.§, ------
AVP 14,004+1,10 AVP+LASER 11,70+0,70° <0,05 19,70
AVP+INDOCID 17,30+1,60 AVP 12,0040,90 <«0,01 44,20
AVP+INDOCID+LASER 16,70+1,00° AVP+LASER 10,2040,80° <0,01 63,70

~ g = Nao significante em relacdo ao periodo precedente (AVP+INDOCID).
~ b= P<0,01 (% INIB. = 19,70, (AVP+LASER) em relagio ao perfodo precedente

(AVP))

- ¢ = P<0,05 (% INIB. = 17,70, (AVP+LASER) em relagiio ao periodo precedente

(avP))

Quadro 9

HEMI-BEXIGAS

PERIODOS DE 30 MINUTDS

19 29 3¢ F1 5¢ 6%
AVP AVP + INDOCID |
Controle | BASAL | AvVP AVP BASAL + +
INDDCID LASER
Experimental | BASAL | AVP | AVP + LASER | BASAL | AVP AVP + LASER
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DISCUSSAQ



A analogiz morfolgica, filogenética e funcional existente entre a porcio
distal do néfron dos mamiferos e a bexiga urindria de anfibios, possibilita que esse
epitelio seja utilizado como modelo para o estudo do transporte de 4gua e eletrdlitos
através de membranas (SILVEIRA et al., 1975).

Com relacio a metodologia empregada para determinagio do fluxo de dgua
{técnica de BENTLEY) pode-se afirmar que a mesma, em virtude da sua simplici-
dade e, principalmente, da sua reprodutividade, vem sendo largamente empregada.
Possiveis fontes de erro, tais como a secagem durante as pesagens e as variacdes do
ténus muscular da bexiga, néo levam a alteragdes significantes da medida do fluxo,
j8 que as variages de peso devidas ao transporte de dgua sio bem maiores que aque-
las devidas as citadas interferéncias (HANDLER et al., 1968; HARDY, DIBONA,
1982).

Uma critica que pode ser feita a este sistema € que o gradiente de pressio
osmética ndo é mantido constante, sendo que 0 mesmo poderia ser reduzido durante
o préprio periodo experimental. Entretanto, em experimentos anteriores (SILVEIRA
et al., 1975) foi verificado que nesse intervalo de tempo o gradiente osmético
estabelecido através da membrana ndo se altera significativamente, pois o fluxo
segue sendo proporcional ao periodo de leitura.

A utilizacio de outro método que n&o o de BENTLEY (1958) para a medida
do fluxo de agua se fez necessario para possibilitar o estudo da exposigao da face mu-
cosa da membrana ao Laser, j4 que, pelo método de BENTLEY, esta fica voltada para o
interior do lobo formado pela bexiga. Assim, optou-se pela adaptagio do método de
PROCOPIC e LACAZ VIEIRA (1977), originalmente descrito para a medida da ab-
sorgio de dgua através da pele de sapo. Para tanto, fol necessirio estabelecer uma
maneira capaz de suportar a bexiga de sapo, em forma de lamina, para a montagem
entre as cimaras e, ao mesmo tempo, de evitar a0 maximo a ocorréncia de lesdo da
borda durante o manuseio da preparacio na determinagdo do fluxo de dgua. Estes
problemas foram resolvidos pela utilizagdo de uma tela de nailon emoldurada, nas
suas faces, por arruelas de papel de filiro cujos diametros internos correspondiam

a0 da camara,

Uma vez que a camara era mantida em movimento rotatério constante, as

solugbes nos compartimentos se mantinham sob agitagdo permanente (e no mesmo
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nivel} e, portanto, o acréscimo & camada estaciondria adjacente & membrana, provo-
cado pela presenga da tela de nailon em contato com uma das faces da membrana
{dependendo de qual seria exposta & radiagio Laser), ndo invalida a metodologia
utilizada.

Em adigio, o método descrito por PROCGPID E LACAZ VIEIRA, permite
quantificar com exatidao a érea da membrana disponivel para o transporte, (neste
caso a area era de 7 cm®), possibilitando ento, a obtengio de valores mais precisos
para o coeficiente de permeabilidade osmética da bexiga de sapo, nas condicbes
estudadas. A implantagio dessa metodologia permitiu também comprovar os resul-
tados obtidos pelo método de BENTLEY (1958), o qual sofre criticas por requerer a
utilizagio de bexigas de mesmo porie (e presumivelmente, de mesma 4rea) para fins
de comparagio dos resultados.

DOBUTAMIKA

Em trabalho anterior (FRANCO et al., 1961) foi verificado que as cate-
colaminas beta-adrenérgicas em geral provocam inibicdo da agdo hidrosmdtica da
Vasopressina. No presente trabalho, utilizando-se da Dobutamina, verificou-se que
essa catecolamina produziu efeito similar ao descrito para as demais ja estudadas,
em especial ao da Isoprenalina, cujo o blogueio da agdo da Vasopressina é da ordem
de 16%. Esperar-se-ia resultado semelhante com a Dobutamina, pois a mesma é
derivada da Isoprenalina. Entretanto, contrariando essa hipétese, foi observado que
a inibigdo provocada pela Dobutamina é da ordem de 31%. A justificativa mais
plausivel para essa diferenga ¢ a modificagdo introduzida no Procedimento Experi-
mental, em relagao ao utilizado no caso da Isoprenalina. Tal modificagao consistiu na
adicdo de Dobutamina ao banho no periodo anterior ac experimental propriamente
dito, no qual ocorria a adigio de Vasopressina e/ou de outros agentes farmacolégicos,
como ol descrito no Procedimento Experimental.

O Grafico 5 retrata (em porcentagem de inibi¢do} o bloqueio produzido
pela Dobutamina na agao hidrosmética da Vasopressina em relagdo as outras cate-
colaminas investigadas em trabatho anterior (FRANCO et al., 1891).
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mals catecolaminas beta-adrenérgicas sobre a acdo hidrosmética da Vaso-
pressina em bexigas de sapo.
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Por outro lado, a utilizagio da Dobutamina permitiu evidenciar, em Proto-
colos Experimentais nos quais os receptores alfa e beta adrenérgicos foram seletiva-
mente blogueados, que a inibigio pelas catecolaminas da acéio hidrosmdtica da Vaso-
pressina em bexiga de sapo, envolve a participagdo de receptores alfa-adrenérgicos.

Investigando mais profundamente este assunto, pela utilizagio de Rau-
wolscina - um bloqueador especifico para receptores alfa; adrenérgico (GOLDBRERG,
ROBERSTSON., 1987) - ficou evidenciada a participagio desse tipo de receptor no
bloqueio da estimulagdo pela Vasopressina do fluxo osmético de dgua. Estes dados
podem ser explicados da seguinte maneira: um mesmo sinal molecular pode aumen-
tar ou diminuir a concentragao celular do 3°5'AMPc, dependendo do tipo de receptores
aos quais estd ligado. Receptores beta-adrenérgicos ativam a enzima adenilciclase,
enquanto receptor alfay-adrenérgico a inibem. A diferenca é devido &s proteinas G
que se acoplam & adenilciclase (LEFKOWITZ, et al., 1984).

Os receptores para a Vasopressina que apresentam atividade semelhante
& verificada quando os receptores beta-adrenérgicos sao estimulados (LEFKOWITZ,
et al., 1984), sio funcionalmente acoplados para a adenilciclase pela Proteina
estimuladora G,, enguanto o receptor alfas-adrenérgico € acoplado na mesma enzima
por uma proteina inibitdria G;, sendo que ambas contém o mesmo complexo Gy de
G, mas apresentando diferentes sub-unidades o (GILMAN, 1987).

Quando ativado o receptor alfay-adrenérgico ligado & G;, leva G, & ligacdo
GTP no lugar de GDP. Isto é o que causa a dissociagio de G de Gy e ambos
os produtos liberados contribuem na inibigdo da enzima adenilciclase: G inibe
diretamente a enzima, enquanto Gfy atua indiretamente pela ligagdo da unidade
livre G,a, prevenindo-as, desse modo, da ativagdo da molécula de adenilciclase, ou
seja promove uma associagdo das sub-unidades (LEVITZKI, 1988).
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Para melhor caracterizagio do efeito desse agente adrenérgico sobre a acio
da Vasopressina, o 3'5’AMPc foi adicionado s preparacbes em lugar da Vasopres-
sina. Os resultados obtidos com a Dobutamina confirmam que o efeito desse agente
adrenérgico se verifica em passo anterior a formacio do nucleotideo.

Por outro lado, a presenca de Teofilina - um inibidor da atividade da enzima
fosfodiesterase-pucleotideo no banho, conjuntamentie com a Dobutamina, levou 3
obtencéo de resultados que apontam para um possivel efeito da catecolamina sobre
a geragao {ou mativacao) do 3'5’AMPc. Esta observacdo {foi corroborada nos expe-
rimentos que os recepiores alfa-adrenérgicos foram bloqueados pela Fentolamina, o
que permitiu verificar-se a restauragio da agio hidrosmética da Teofilina, embora a
Dobutamina estivesse presente no meio.

RADIAGAD LASER:

De uma maneira geral, os resultados obtidos indicam que a radiagao Laser
de baixa poténcia nao afeta a permeabilidade normal da bexiga de sapo a dgua. Do
mesmo modo, a resposta do tecido & agdo hidrosmética da Vasopressina no é afetada
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quando a exposicdo & radiacdo Laser & feita previamente & adicio de Vasopressina
& preparagao.

Em contraste, foi observado que a aplicagio de Laser & face serosa do
epitélic apds a estimulagdo do fluxo de dgua por Vasopressina, levou a bloguelo
significativo da ordem de 34% (P<0,05) da resposta do tecido a uma nova dose
de Vasopressina. Esses dados sugerem que a transducio do efeito da interagio da
Vasopressina aos seus receptores na membrana, ou a translagdo desse efeito, podem
ter sido alteradas pela exposigéo & radiagho Laser, ja que o efeito inibitério do Laser
n&o foi observado quando a radiagio foi aplicada sobre a face mucosa da membrana.

Por outro lado, foram utilizados experimentos nas quais o efeito da ra-
diacao Laser foi somado ao da presenga de 3’5’AMPc na soluggo. O resultado mostra
claramente (P<0,01) uma estimulagio pelo Laser do efeito do 3'5’AMPc, embora a
dispersio dos dados (Tabela XIII) tivesse sido elevada. Esses efeitos antagdnicos da
radiacio Laser sobre a agdo hidrosmdtica da Vasopressina ou do 3'5'AMPc poderiam
ser explicados da seguinte maneira: a radiacao Laser apresentaria efeito negativo
sobre a producdo de 3'5’AMPc (e portanto, inibindo a agdo da Vasopressina por
interferir com a transducdo de sinais gerados ao nivel do complexo adenilciclase-
dependente) € apresentaria efeito positivo sobre a agdo do 3'5’AMPc (e portanto, sua
atuacdo seria a de inibir a atividade da enzima fosfodiesterase-nucleotideo).

A Vasopressina, além do seu efeito de aumentar a permeabilidade & aguna
e eletrdlitos na bexiga de sapo, também provoca um aumento da liberacio de 4cido
araquiddnico de seus sitios de armazenamento, tendo como resultado um aumento
da sintese de Prostaglandinas nessa estrutura (BURCH, HALUSHKA, 1981).

Resultados semelhantes a estes foram obtidos por MESTER, et al, 1985,
quando da aplicagdo da radiagBo Laser em tecidos epiteliais. Esses autores ob-
servaram que nos periodos iniciais da aplicagdo ocorria um aumento dos niveis de
Prostaglandinas e que nos periodos subsequentes da aplicacdo ocorre uma diminuigio

significativa dessa substéncia.

Os mecanismos especificos da interagio entre Prostaglandinas e Vasopres-
sina N30 estio totalmente esclarecidos ao nivel bioguimico. A hipdtese mais aceita
atualmente é que as Prostaglandinas, de um modo geral, produzem um blogueio
da interacdo da Vasopressina com o complexo adenilciclase-dependente (FORREST,
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GOODHAN, 1881).

A utilizacio de droga do tipo {Indometacina), inibidora por exceléncia
da enzima (ciclo-oxigenase), que participa da sintese de Prostaglandinas, leva 3
potenciacao da agdo hidrosmética da Vasopressina (SATO, DUNN MICHAEL, 1984).

Os resultados das Tabelas X1IT e XIV, convalidam de uma maneira geral,
essas observagoes.

A aplicacdo do Laser nos grupos das hemi-bexigas (controles ou experi-
mentais), em periodo precedente ou conjuntamente com a Vasopressina associada
a Indometacina, mostram que a radiagdo Laser estimula a sintese de Prostaglandi-
nas neste tipo de epitélio, Assim, pela utilizagido de Indometacina, verificou-se uma
liberagao do efeito hidrosmdtico da Vasopressina.
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CORCLUSHES



DOBUTAMIRA

1. A adigao isolada da Dobut.amina no banho njo altera a permeabilidade normal
da membrana & &dgua, evidenciando neste epitélio a independéncia entre os

receptores para a Vasopressina e para a Dobutamina.

2. Isoladamente a adicio de 3’5’AMPc no banho aumenta o fluxo hidrosmético
na bexiga urinaria de sapo. Uma vez que a associagio desse nucleotideo com
Dobutamina nao provoca alteracio desse fluxo, fica evidente o efeito da cate-

colamina antes da formagio do nucleotideo.

3. A associagdo da Dobutamina, Vasopressina e de um agente bloqueador beta-
adrenérgico (Propranolol), ndo restaura o efeito do horménio anti-diurético.
Entretanto, como a associagio de agentes bloqueadores alfa-adrenérgicos (Fen-
tolamina ou Rauwolscina) & Dobutamina e 3 Vasopressina, leva & restauragio
parcial do efeito do hormdnio, fica evidente a participacido de receptores alfa-
adrenérgico (principalmente do tipo alfaj-adrenérgico) no fendmeno de blo-
queio da acao permeabilizante da Vasopressina pela Dobutamina,

4. A sssociagio da Dobutamina com Teofilina, promove decréscimo significativo
da atividade hidrosmdtica da metil-xantina, sendo essa agdo regenerada quase
que na totalidade mediante a adigio desses agentes farmacoldgicos a Fento-
lamina. Esses resultados sugerem que a Teofilina atua nido sé bloqueando a
atividade da enzima fosfodiesterase-nucleotideo como também estimulando a
enzima adenilciclase; na conversado do ATP em 3'5’AMPc.
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RADIAGAD LASER

1. A radiagio Laser néo afeta a permeabilidade normal da bexiga de sapo & 4dgua,
quer quando aplicada sobre a face mucosa ou sobre a face serosa do epitélio.

2. A exposiglo de ambas as faces (serosa e mucosa), individualmente, da bexiga
& radiagho Laser ndo afeta a agdo hidrosmotica da Vasopressina. Entretanto,
uma vez estabelecida esta agio da Vasopressina, a radiacio Laser, provoca,
provavelmente uma pertubagio molecular ao nivel do complexo adenilciclase-
dependente, produzindo como consequéncia uma diminunigio significativa da
reabsor¢ao de dgua pela bexiga.

3. Na vigéncia da agho da Vasopressina, a radiagio Laser pode ter dois efeitos
antagdnicos, com agdo negativa sobre a produgio do 3’5'AMPc, induzida pela
Vasopressina e efeito positivo sobre a acdo do nucleotideo sobre a permeabili-
dade & 4gua, por inibi¢io da atividade da enzima fosfodiesterase-nucleotideo.

4. Os resultados obtidos da aplicagéo da radiagdo Laser associada a Indometacina
gntes e depois do fluxo de dgua ter sido estimulado pela Vasopressina, eviden-
ciam que a radiacdo Laser estimula, neste epitélio, a producdo de Prostaglan-

dinas.
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SUMARID



No presente trabalho ¢ descrito e caracterizado o efeito de diversos agentes
farmacolégicos, em especial a Dobutamina e de um agente fisico-radiacio Laser
- nos eventos que se seguem & interacio da Vasopressina com os receptores da
membrana de bexiga de sapo, e que sdo relacionados & sintese e inativagio
do 3’5’AMPc. O fluxo de agua entre as duas faces da membrana foi medido
gravimetricamente por meio da técnica de BENTLEY (1958) para preparagdes
em formas de lobos e da técnica de PROCOPIO e LACAZ-VIEIRA (1977), para
preparagdes em forma de limina. Na auséncia de Vasopressina, a Dobuta-
mina ou aplicagdo de radiagio Laser nio provocou alteragio da permeabi-
lidade normal do epitélio & dgua. Em contraste, a ativacio dos receptores
adrenérgicos por Dobutamina (8x10%M} provocou bloqueio significativo (da
ordem de 31%) da agdo hidrosmética da Vasopressina (10mU/ml de banho).
De maneira semethante, a aplicagio do Laser (10J/cm?) na face serosa blo-
queou significativamente (da ordem de 34%) a resposta do tecido a uma nova
dose de Vasopressina. Esse efeito nao fol verificado quando a face mucosa da

membrana fol exposta & radiagao.

Por outro lado, a associagdo do 3'5’AMP¢ com a radiagio Laser promoveu
aumento do fluxe de dgua, sugerindo que o agente fisico pode ter apresentado
efeitos antagbnicos sobre o transporte de agua, com efeito negativo sobre a
produgio de 3'5’AMPc, pelo complexo adenilciclase e com efeito positivo sobre
a agio do nucleotideo por inibigho da enzima fosfodiesterase-nucleotideo.

Foi verificado também que o inibidor da fosfodiesterase, Teofilina, pro-
movey aumento significative do fluxo hidrosmético, por provocar aumento
da concentragio de ¥'5’AMPc. Quando foi associada Dobutamina & Teofilina,
observou-se diminuigdo da atividade hidrosmética da metil-xantina, sendo essa
agio regenerada, quase que na sua totalidade, pela adigio ao banho do antago-
nista alfa-adrenérgico, Fentolamina. Esses resultados sugerem que a Teofilina
atua nio somente bloqueando a atividade da fosfodiesterase, como também
estimulando o complexo adenilciclase-dependente, na conversio do ATP em
35’AMPc.

Em contraste, quando da associagao de Dobutamina, Vasopressina e um
agente beta bloqueador, Propranolol, nio ocorreu a restauracio do efeito do
hormoénic anti-diurético. Por outro lado, a associagao de agentes bloqueadores
alfa-adrenérgicos, Fentolamina ou Rauwolscina ao meio contendo Dobutamina
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e Vasopressina, levou a observacao do pleno restabelecimento da acfo da Vaso-
pressina, evidenciando a participagdo de receptor alfag-adrenérgico no bloqueio
da acdo hidrosmdtica do hormoénio, caracterizando esse receptor como sendo
um agonista da diurese.

Os resultados obtidos quando da associagdo de Indometacina com a ra-
diagdo Laser antes e depois do fluxo de dgua ter sido estimulado pela Vaso-
pressina, apontam para a possibilidade de que o Laser estimularia a producio
de Prostaglandinas neste tipo de epitélio, que por sua vez interferiria sobre a
atividade hidrosmética da Vasopressina.
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SUMMARY



In the present work the effects of several pharmacological agents in spe-
cial Dobutamine and a physical ageni-Laser radiation - on the events that
follow the interaction of Vasopressin with membrane receptors related to syn-
thesis and inactivation of cychic-AMP in the toad bladder, are described and
characterized.

Water flow across the membrane was measured gravimetrically by the
technique of BENTLEY(1958) in sac preparations of the membrane, and by
the technique of PROCOPIO & LACAZ VIEIRA (1977) in sheet preparations of
the bladder. Dobutamine or the application of Laser radiation did not al-
ter the normal water permeability of the epithelium in the absence of Vaso-
pressin. In contrast, adrenocepiors activation by Dobutamine (8x107%M) led to
a significant {about 31%) blockage of the hydrosmotic action of Vasopressin.
Similarly, low-energy Laser radiation {10/Jcm?) blocked the tissue response
to Vasopressin after the previously treatment of the membrane with the hor-
mone. This inhibitory effect was not observed when the mucosal face of the
membrane was exposed to the Laser radiation.

On the other hand, association of cyclic-AMP with Laser radiation pro-
moted an increase in the water flow suggesting that the physical agent may
present dual effects on the water transport, one being negative on the cyclic-
AMP production by the adenylate-cyclase complex and the other being positive
on the nucleotide action by phosphodiesterase - nucleotide inhibition.

It was also seen that Theophylline - the phosphodiesterase inhibitor -
stimulated water transport by increasing cyclic-AMP concentration in the tis-
sue. The association of Dobutamine with Theophylline led to a decrease in the
methyl-xanthine hydrosmotic activity, being this effect restored almost com-
pletely by the presence in the serosal bathing solution of an alpha-adrenergic
antagonist, Phentolamine. These results suggest that Theophylline acts not
only by blocking phosphodiesterase activity, but also by stimulating adenylate-
cyclase-dependent complex in the conversion mechanism of ATP to cyclic-AMP.

In constrast, when Dobutamine, Vasopressin and an beta-adrenergic an-
tagonist, Propranolol were associated, the hydrosmotic response of the tissue
to Vasopressin was not restored. On the other hand, the association of alfa-
adrenergic agent Phentolamine or Rauwolscine to the Dobutamine and Vaso-

pressin serosal bathing solution restored the action of Vasopressin, evidencing
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alphaj-adrenergic receptor participation on the blockage of the hydrosmotic
action of the hormone, further characterizing this receptor as one diuresis ag-
onist.

The results obtained by the association of Indomethacin with Laser ra-
diation before and after the stimulation of water flow by Vasopressin point
to the possibility that Laser radiation would stimulate Prostaglandins syn-
thesls in this tissue, interfering in this way with the hydrosmotic activity of

Vasopressin.
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