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INTRODUÇÃO 



A manutenção de um ambiente com características 

constantes de uma série de parâmetros físicos e químicos, 

tais corno temperatura; pH; concentração de solutos; volume, 

é essencial para o bom funcionamento das células. Especifica 

mente, a manutenção da constância - dentro de certos limites 

- do volume e da composição dos fluídos do organismo, é uma 

tarefa muito mais complexa porque não só ocorrem trocas subs 

tanciais de soluto e solvente entre os diversos compartime~ 

tos hídricos do organismo, mas principalmente entre o erga 

nismo e o ambiente que o cerca. Uma vez que tais trocas são 

realizadas e reguladas por mecanismos de transporte através 

das membranas que limitam os referidos compartirneritos ou que 

constituem uma interface com o meio ambiente, o estudo dos 

processos de transporte de água e solutos através de membra 

nas biológicas representa uma peça fundamental para o enten 

dimento da biologia celular e do organismo como um todo. 

A padronização e a modificação de situações experi 

mentais nem sempre são possíveis.quando se estuda um organí~ 
' 
mo vivo como um todo. No caso do estudo da função renal, es 

pecificamente, dado o papel do órgão na homeostase, as variá 

veis envolvidas são muitas, o que dificulta bastante a padro 

nização de condições experimentais. De um modo geral, essas 

dificuldades tornam-se maiores em função do pequeno tamanho 

do rim nas espécies animais. 

Em vertebrados inferiores, dada a incapacidade do 

rim de assegurar aos animais (a exemplo dos mamíferos) a ho 

meostasia hidro-mineral, outras estruturas colaboram nessa 

tarefa. Assim, nos anfíbios, a bexiga urinária é uma exten 
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são funcional do túbulo renal {PEACHEY & RASMUSSEN, 1961) 

(41}; seu epitélio reabsorve água, sódio e uréia, da urina e 

secreta prótons para a mesma (STEINMETZ & colab., 1967) (48}; 

(STEINMETZ, 1974) (49). Do ponto de vista do balanço hídrí 

co, essa estrutura funciona como um reservatório do qual a 

água pode ser reabsorvida em períodos de privação hídrica, 

ou em resposta a presença de hormônio antidiurético na cor 

rente sangüínea {HAYS & LEAF, 1962) (19); (CIRNE & colab., 

1981) (9). 

Dada a facilidade de montagem de preparaçoes de b~ 

xiga urinária de sapo, dada a possibilidade de controle de 

uma série de variáveis nos experimentos "in vitro" e dada a 

analogia morfológica, filogenética e funcional dessa estrutu 

ra com o duto coletor do rim de mamíferos, a preparação iso 

lada desse epitélio tornou-se uma importante ferramenta para 

o estudo dos fenômenos de transporte de água e solutos atra 

vês de membranas e dos mecanismos de ação de hormônios e ou 

tros agentes sobre o transporte {CIRNE & colab., 

(STEINMETZ ,& colab., 1967) (48); (STEINMETZ, 1974) 

MORFOLOGIA DA BEXIGA DE SAPO 

1981) {9); 

( 4 9) • 

A bexiga de sapo é uma estrutura bilobada que fica 

solta na cavidade abdominal e, no animal bem hidratado, ocu 

pa porção considerável dessa cavi9ade com um conteúdo de 

15-30 (ou até mais) mi de urina hipotônica em relação ao 

plasma. 
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A membrana é fina e transparente, consistindo de 

uma simples camada de células epiteliais forrando a sua su 

perfície mucosa; de uma porção intermediária formada por te 

cido frouxo de fibras colágenas, musculatura lisa e vasos e, 

internamente, de uma membrana serosa voltada para a cavidade 

abdominal e que também recobre a superfície das vísceras 

(PEACHEY & RASMUSSEN, 1961) (41); (HERRERA, 1971) (27). 

Em condições normais a membrana apresenta uma bai 

xa permeabilidade a água, de forma que o fluxo é pequeno, a 

despeito do enorme gradiente osmótico {da ordem de 4 atm.) 

normalmente existente entre o meio interno {face serosa} e o 

meio externo (face mucosa) (HAYS & LEAF, 1962) (19). 

O epitélio. é considerado "tight" já que apresenta 

alta resistência a passagem de solutos (e água) pelas vias 

paracelulares (DIAMOND, 1978) (14). 

HORMÔNIOS E O BALANÇO HfDRICO 

A vasopressina {Hormônio Antidiurético - ADH} de 

sempenha papel fundamental na manutenção da horneostasia hí 

drica nos vertebrados (HAYS & LEAF, 1962} (19). Esse horrnô 

nio de natureza protéica, produzido pelo sistema nervoso cen 

tral (núcleos supra-ópticos e para-ventriculares do hipotála 

mo) e armazenado na hipófise posterior, promove um aumento 

extraordinário da permeabilidade a água, sódio e uréia no du 

to coletor renal de mamíferos e da pele e bexiga urinária de 

anfíbios (BENTLEY, 1964) (4); (CIRNE & co1ab., 1981) (9). 
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As aminas biogênicas e seus derivados participam 

do controle da homeostasia hídrica em anfÍbios através da mo 

dificação do fluxo plasmático renal, em função da variação 

do tônus muscular das arteríolas do glomêrulo {DEYRUP, 1964) 

(13) 1 (WATLINGTON & HUF, 1971) (53); ou do fluxo sangÜÍneo 

na região cutânea (CHRISTENSEN 1 1974) (lO); ou por intermé 

dia de efeitos exercidos diretamente sobre a permeabilidade 

das membranas (BENTLEY, 1971) (5}, ou, ainda, por meio de 

uma modulação do efeito hemodinâmico e da resposta da vaso 

pressina ao nível de membranas {CIRNE & colab., 1981) (9); 

(HAYS, 1976) (20); (SMYTHE & colab., 1952) (47). 

Os hormônios esteróides, principalmente os minera 

locorticóides atuam no sentido de reter líquido no organismo 

em função de um reaproveitamento maior do sal que seria per 

dido na urina~ Além dessa ação sobejamente conhecida, esses 

agentes também interferem com o mecanismo celular de ação do 

hormônio antidiurético (BENTLEY, 1971) (5}. 

MECANISMO DE AÇÃO DO ADH EM BEXIGA DE SAPO 

Como já foi mencionado anteriormente, o hormônio 

antidiurético promove aumento notável do transporte de água 

através dessa membrana. 

Na análise do mecanismo· de ação do ADH sobre a be 

xiga de sapo, podemos considerar essa membrana como sendo 

constituída por duas barreiras em série: a primeira "bar 

reira densa" - é formada pela membrana celular luminal da ce 
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lula epitelial e a segunda - "barreira porosa" - e represen 

tada em conjunto pelas camadas estacionárias da solução adja 

cente à membrana luminal; pelo citoplasma e organelas celula 

res; pelos espaços intercelulares e pela camada de colágeno 

e fibras musculares que apeiam as células epiteliais. 

A Vasopressina só é ativa quando adicionadas do la 

do da irrigação sangüínea, isto é, do lado seroso (meio in 

terno) da bexiga, e que a ligação do hormônio a receptores 

(dois, pelo menos) provoca a ativação da enzima adenil-cicla 

se, a qual está incluída em forma inativa na membrana basola 

teral da célula epitelial (ORLOFF & HANDLER, 1962) ( 3 8) ; 

(VIEIRA & MALNIC, 1981) (31)~ Essa enzima, urna vez ativada 

pela vasopressina, cataliza a conversão de ATP em AMPc no in 

terior da célula. O nível intracelular desse nucleotídeo e 

regulado pela enzima fosfodiesterase, a qual transforma o 

AMP cíclico em uma forma inativa (HAYS,.l976) (20); cada mo 

lécula do hormônio anti-diurético leva à formação de cerca 

de 100 moléculas de AMP cíclico (MALNIC & MARCONDES, 1983} 

( 35) • 

Após a produção de AMPcr os eventos nao estão ain 

da totalmente esclarecidos (GOLDEBERG, 1975} (17). Sabe-se 

que o AMPc ao ligar-se a sub-unidade de uma proteína-quina 

se, torna-a ativa e esta, por sua vez, ativa uma fosforila 

se-quinase, a qual atua sobre proteínas de microtúbulos e rni 

crofilamentos induzindo a urna agregação de partículas na roem 

brana luminal. A hipótese mais aceita atualmente e a de que 

a fosforilação ou a desfosforilação de proteínas de microtú 

bules e microfilamentos é traduzida em ordens para a sinte 
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se, transporte e incorporação de matrizes proteicas (poros} 

na_estrutura lipídica da membrana (exocitose) (CHEVALIER & 

HUGON, 1974) (8); (HARMANCI & co1ab., 1980) (25); (MULLER & 

colab., 1980) (37); (WADE & co1ab., 1981) (52); (De SOUZA & 

GROSSO, 1981) (12). 

Para a resposta do tecido à vasopressina, sabe-se 

que tanto os microfilamentos como os microtúbulos sao inde 

pendentemente necessários para a iniciação da agregaçao de 

partículas e do concomitante aumento da permeabilidade a 

águae Entretanto, somente os microfilamentos são necessários 

para a manutenção da resposta do tecido à vasopressina (TAY 

LOR & colab., 1973) (50); (TAYLOR & colab., 1975) (51) ; 

(HAYS, 1983) (21). 

KOEFOED-JOHNSEN & USSING, 1953 (30) propuseram que 

o efeito do hormônio antidiurético era no sentido de aumen 

tar o diâmetro dos poros da membrana, de forma que o fluxo 

de massa de água a favor de um gradiente de pressão (osmóti 

ca ou hidrostática} seria enormemente aumentado pela ação do 

hormônio (o fluxo de massa de água segue a equação de Poi 

seuille e, portanto, é proporcional a 4ª potência do raio), 

enquanto o fluxo difusional de água não seria tão aumentado 

(o fluxo difusional de moléculas de agua -e proporcional a 

área disponível e, portanto, a 2ª potência do raio) (MALNIC 

& MARCONDES, 1983} (35). Essa interpretação foi questionada 

por HAYS & LEAF, 1962 (19), que trabalharam com bexiga de s~ 

po e por SCHAFER & ANDREOLI, 1972. (44) em epitélio tubular 

renal, que demonstraram que a agitação das soluções adjace~ 

tes à membrana (e a conseqüente redução das camadas estacio 
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nárias) permitia a observação de valores próximos a 1 (um) 

para a razão entre a permeabilidade obtida em fluxo de massa 

e a permeabilidade difusional da água. Esses dados invali 

dam, portanto, a hipótese de que o hormônio antidiurético 

atuaria no sentido de aumentar o diâmetro dos poros. 

Posteriormente, os estudos de AL-ZAHID & colab., 

1977 (1) e de HEBERT & ANDREOLI, 1980 (26) baseados em cá1cu 

los da energia de ativação, a partir das variações da perrne~ 

bilidade a água em várias temperaturas, apontaram para a con 

clusão de que o hormônio antidiurético aumenta a perrneabili 

dade a água por aumentar o número de poros {e não por aumen -
tar o diâmetro dos poros) envolvidos no transporte de água 

através da membrana. 

Considerando-se que o ADH eleva, em vários epit~ 

lios, a permeabilidade a água e também eleva a permeabilid~ 

de a solutos hidrofílicos de baixo peso molecular (ex.: 

uréia) levantou-se a hipótese de que esses solutos atravessa 

riam a membrana servindo-se do mesmo poro de perrneaçao a 

água. Entretanto, a verificação de que a estimulação pelo 

ADH podia ser bloqueada especificamente (por ex.: a floreti 

na inibe a estimulação pelo ADH do transporte de uréia mas 

não o de água), indica a existência de vias de permeação di 

ferentes para a água e para esses solutos {LEVINE & colab., 

1973) (32). 
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AGENTES FARMACOLÓGICOS QUE INTERFEREM NO ESTABELECIMENTO DA 
AÇÃO HIDROSMÓT!CA DA VASOPRESS!NA 

- CÁLCIO 

Esse íon é extremamente importante para manter a 

permeabilidade normal da bexiga de sapo a agua. Nos epité 

lias em geral e na bexiga de sapo, uma diminuição da concen 

tração de íons cálcio do Ringer leva a um aumento da perme~ 

bilidade a água (HARDY & DiBONA, 1982) (24). Tal modificação 

de permeabilidade é irreversível, pelo menos quando a concen 

tração de íons ca+ 2 é drasticamente reduzida (cerca de 100 

vezes), não sendo retomada a condição normal quando esse íon 

é adicionado novamente a preparação. Por outro lado, para 

que se processe o efeito da vasopressina de aumentar o fluxo 

de água, é necessária a presença de concentração ótima de 

~cálcio. 

Entretanto, o aumento da concentração desse íon 

inibe a ação da vasopressina, alterando de urna maneira signi 

ficativa a permeabilidade osmótica da água (PETERSON & EDEL 

MAN, 1964) (42). 

Na bexiga urinária de sapo está bem estabelecido 

que o íon cálcio atua em duas etapas diferentes do processo 

de aumento da permeabilidade a água induzida pela vasopressi 

na (HAYS, 1976) (20): 

1ª) Ao nível de receptor para a vasopressina ini 

bindo a ligação desta ao receptor; 
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2i) Ao nivel do sítio da enzima adenilciclase, blo 

queando a ação dessa enzima e, portanto, impedindo a trans 

formação de ATP em 3'5' AMPc• 

- METIL-XANTINAS 

As observações indicam que esse tipo de agente far 

rnacológico atua numa etapa posterior à síntese do 3'5' AMPc, 

bloqueando a atividade da enzima fosfodiesterase, a qual re 

gula o nível intra-celular do 3' 5' AMPc, por promover a trans 

formação desse nucleotideo em sua forma inativa (5' AMP). 

Portanto, pela atuação das Metil-Xantinas vai ocorrer um au 

mente da permeabilidade osmótica exercida pela vasopressina, 

o que foi comprovado por meio de uma série de dados experi 

mentais obtidos principalmente, através de preparações "in 

vitro" de bexiga urinária de sapo (ORLOFF & HANDLER, 1962} 

(38); (HANDLER & colab., 1969) (23). 

- ANESTéSICOS GERAIS (Metoxifluorano, Halotane) 

A atuação característica de certos anestésicos ge 

rais (voláteis) é no sentido de bloquear a estimulação do 

fluxo de água pela vasopressina, sem interferir com- a estirou 

lação dos transportes de uréia e sódio em bexiga de sapo (LE 

VINE & colab., 1975) (33). 

A inibição provocada por esses agentes nao se veri 

fica quando se usa 3'5' AMPc ao invés de vasopressina. Por 

tanto, esses agentes atuam numa etapa anterior à da síntese 
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de 3'5' AMPc; ou ao nível do sítio da enzima adenilciclase 

(bloqueando a ação catalítica dessa enzima), ou ao nível do 

receptor horrnona1 (LEVINE & co1ab., 1975) (33); (FAHRENHOLZ 

& co1ab., 1984) (15). 

- PROSTAGLANDINAS (PgE,, PgEz) 

Em bexiga urinária de sapo, as prostaglandinas an 

tagonizam a açao hidrosmótica da vasopressina (ORLOFF & 

co1ab., 1965) (39). 

A utilização de drogas do tipo {Indornetacina, AAS), 

inibidoras da enzima ciclo-oxigenase - que participa da sin 

tese de protaglandinas - potencia a ação hidrosmótica da va 

sopressina {SATO & DUNN MICHAEL, 1984) (43). 

Os mecanismos específicos de interação entre Pros 

taglandinas e vasopressina não estão totalmente esclarecidos 

ao nível bioquímica; a hipótese mais favorável é a de que as 

Prostaglandinas, de um modo geral, produza um bloqueio da in 

teração da vasopressina com a enzima adenilciclase (FORREST 

& GOODMAN, 1981) (16). 

Entretanto, a vasopressina, além do seu efeito de 

aumentar a permeabilidade a água sódio e uréia na bexiga de 

sapo, também provoca um aumento da liberação de ácido araqui 

dônico de seus sítios de armazenamento, tendo como resultado 

um aumento da sintese de Prostaglandinas nessa estrutura 

(ZUSMAN & HANDLER, 1977) (54); (BURCH & HALUSHKA, 1981) (6). 
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- DROGAS ANTIMITÓTICAS (Co1chicina, Vimb1astina, Citocha1asi 
na) 

Na bexiga urinária de sapo estes agentes farrnacoló 

gicos atuam em vários locais e por mecanismos diferentes, i~ 

terferindo direta ou indiretamente sobre a ação hidrosmótica 

gerada pela vasopressina sobre essa estrutura, resultando, 

como conseqüencia, uma diminuição sensível da estimulação da 

permeabilidade a água induzida pela vasopressina. 

Os vários mecanismos propostos para a atuação des 

tes agentes farmacológicos (BURCH & HALUSHKA, 1981) (7); 

(PALMER & LORENZEN, 1983) (40), são os seguintes: 

- Bloqueio da formação e indução de efeito desorg~ 

nizador sobre os rnicrotúbulos. Esse efeito é característico 

da Colchicina e da Vimblastina. 

- Indução de efeito desorganizador funcional e es 

trutural sobre microfilamentos~ Este efeito é característico 

da Citochalasina B. 

~ Interferência com a ação do 3'5' AMPc, de modo a 

não permitir que o nucleotídeo estimule urna proteína-quin~ 

se, a qual, por sua vez, estaria atuando indiretamente atra 

vés de microtúbulos e microfilamentos ao nível da membrana 

luminal, induzindo ao aumento da permeabilidade a agua. 

- Estimulação da síntese de Prostaglandinas. As 

drogas antimitóticas induzem a um aumento da liberação de 

ácido araquidônico celular, que, por sua vez, irá produzir 

um bloqueio na formação do complexo vasopressina e adenilci 

- 12 -



clase .. 

A Figura 1 esquematiza os poSsíveis locais de ação 

das drogas citadas nesta revisão 1 ao nível celular da bexiga 

de sapoe 
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FIGURA 1 - Esquema dos locais em que as drogas atuam ao nível celular de bexiga de sapo, interferindo sobre o 

efeito hidrosmótico da Vasopressina (adaptado de Hays, R.M., The New Eng1and Journa1 of Medicine, 295: 

661-665, 1976) 



REVISTA DA LITERATURA 



A interação entre agentes adrenérgicos (catecolami 

nas) e peptídeos neurofísiológicos (vasopressina) foi dernon~ 

trada em células glandulares, em epitélios e em fibras museu 

ladas (ORLOFF, 1962) (37); (JARD, 1971) (28); (HAYS, 1983) 

(21)~ As catecolaminas, principalmente as alfa adrenérgicas, 

tem sido referidas como inibidoras do aumento da perrneabilí 

dade a água na bexiga urinária de sapo induzida pela vaso 

pressina (ORLOFF, 1962) (37); (HANDLER & colab., 1968) (22). 

De uma maneira geral, a ordem de potência das dife 

rentes catecolaminas é variável conforme a estrutura que es 

tá sendo estudada, especificamente ao nível da bexiga uriná 

ria de sapo, temos que o efeito inibidor da Adrenalina e 

maior que da Isoprenalina (AMBALAVANAR & colab., 1972) (2). 

Uma vez que agentes bloqueadores alfa adrenérgicos 

(ex.: fenoxibenzamina, fentolamina), atuam promovendo o efei 

to hidrosrnótico da vasopressina, isto é~ impedem que as cate 

colaminas {Adrenalina} exerÇam o seu efeito inibidor sobre a 

ação da vasopressina, fica evidente a participação de receE 

teres alfa adrenérgicos na instalação do efeito hidrosmótico 

desse hormônio (HANDLER & colab., 1968) (22). 

De outra parte o estudo, sobre o efeito das cateco 

laminas beta adrenérgicas (ex.: Isoprenalina), ainda está em 

aberto, ou seja, nao está bem estabelecido~ HANDLER & 

colab., 1968 (22) utilizando a técnica de BENTLEY, 1958 (3), 

observaram uma inibição muito discreta ou mesmo uma ausência 

de inibição sobre o efeito da vasopressina na promoção do au 

menta da permeabilidade da bexiga a água. 

Em algumas situações experimentais foi observado, 
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paradoxalmente, uma certa potenciação da atividade hidrosmó 

tica da vasopressina pela isoprenalina, essa variabilidade 

de resultados também foram obtidos por AMBALAVANAR & colab., 

1972 (2)~ Os au~ores atribuem essa discrepância de observa 

coes a variações sazonais da permeabilidade normal da bexiga 

e da resposta da estrutura a estimulação pela vasopressína, 

mencionando também, corno fator envolvido nessa variabilida 

de, o fato de os resultados terem sido obtidos com anfíbios 

de diferentes espécies~ Nos períodos nas quais foi observada 

a tendência ao bloqueio pela Isoprenalina na ação da vaso 

pressina, HANDLER & colab., 1968 (22), utilizando-se de agen 

tes beta bloqueadores (ex~: propranolol), observaram o reter 

no do efeito hidrosrnótico do hormônio aos seus valores rnáxi 

mos. 

Torna-se, portanto, necessário um estudo mais apr~ 

fundado do efeito das catecolaminas, principalmente das beta 

adrenérgicas, sobre a ação hidrosrnótica da· vaso~ressina para 

permitir melhor entendimento da interação entre o hormônio e 

as catecolaminas, tanto no aspecto quantitativo como qualit~ 

tivo~ 
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PROPOSIÇÃO 



Em vista da variabilidade dos resultados observa 

dos na literatura com a Isoprenalina sobre a ação hidrosmóti 

ca da vasopressina em bexiga de sapo, objetivamos neste tra 

balho estudar o fluxo de agua, por meio da técnica de 

BENTLEY, 1958 (3), visando caracterizar: 

1) O efeito das catecolaminas com atividade sobre 

receptores beta adrenérgicos: Adrenalina, Dopamina e Isopr~ 

•nalina sobre a ação hidrosmótica da Vasopressina. 

2) O papel dos receptores alfa e beta adrenérgicos 

na cadeia de eventos que se segue a interação da Vasopressi 

na com os receptores da membrana celular~ 
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MATERIAL E MÉTODOS 



Al M A T E R I A L 

1 - ANIMAL 

Utilizou-se 198 (cento e noventa e oito) sapos Bu 

fo marinus, adultos, sadios, de ambos os sexos, pesando em 

média 180 gramas~ Os sapos eram mantidos num sapário, com 

água em abundância, à temperatura ambiente, de onde eram re 

metidos para o laboratório para a sua utilização~ 

2 - SOLUÇÕES E DROGAS UTILIZADAS 

1* - Sol~ção isotônica de Ringer Fosfato com esmo 

laridade de 250 mOsm/t, com pH = 7,8. 

- NaC~ = 110,0 mM 

- KC~ = 3,5 mM 

- MgC~z.6HzO = 0,5 rnM 

- NazHPO~.l2H20 = 2,0 mM 

- cact2.2H20 = 1,8 mM 

CsH120s.HzO = 10,0 mM. 

2* - Solução de Ringer Fosfato (1*) diluída (1:5) 

em agua destilada, com osmolaridade de 50 mOsrn/io 

3* - Vasopressina (Pitr~ssin)R- Laboratório PARKE 

-DAVIS - volume utilizado de 1 ~t/mt de banho. 

4* - Dopamina (Revivan}R- Laboratório Zambom- vo 
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lume utilizado de 25 ~i/m~ de banho. 

5* - Isoprenalina (Isoproterenol)R- 1:5.000- Labo 

ratório Santisa - volume utilizado de 10 ~~/rn~ de banho. 

6* -Adrenalina - 1:1.000 -Laboratório Hipolabor 

- volume utilizado de 2 ~t/mi de banho. 

7* - Propranolol - Laboratório Ayerst - volume uti 

lizado de 28 ~i/mi de banho. 

8* - Fentolamina (Regitina)R- Ciba Pharrnaceutícal 

Co~ - volume utilizado de 0 1 3 ~i/mt de banho. 

' Bl M E T o D o 

MONTAGEM DA PREPARAÇÃO 

Foi utilizada basicamente a técnica desenvolvida 

por BENTLEY, 1958 (3) para a determinação do fluxo de agua. 

Após a destruição do encéfalo e da medula por meio 

de um estilete, procedia-se a exposição da bexiga bilobada, 

através de incisão no abdômem e retirada da mesma para lava 

gemem solução de Ringer Fosfato (1*). (A manipulação da be 

xiga requer certos cuidados, tais como: a ponta dos dedos do 

experimentador e o fio de algodão que vai ser utilizado de 

vem ser umedecidos previamente em solução fisiológica para 

não lesar a bexiga). A seguir eram separados os dois lobos e 

- 22 -



introduzido em cada um deles um tubo de polietileno rígido, 

com 4 mm de diâmetro externo, amarrando-se firmemente o teci 

do em volta do tubo, de forma a formar um saquinho na extre 

midade do tubo. 

Esse saquinho, em cujo interior fica a face mucosa 

do epitélio (correspondente ao compartimento urinário), era 

separado do resto da bexiga, tendo-se o cuidado de deixar o 

mínimo possível de tecido remanescente (a fim de facilitar a 

secagem e, conseqüentemente, a pesagem}. O conjunto, tubo de 

polietileno e hemi-bexiga era, então, submetido a lavagem. 

A lavagem da face serosa (exterior do saquinho e 

que corresponde a face de contato com o meio interno) era 

feita com solução de Ringer Fosfato (1*}, enquanto o inte 

rior (face mucosa ou meio externo) era lavado com solução de 

.Ringer Fosfato diluída (2*), introduzindo-se através do tubo 

uma cânula de polietileno (P.E. - 90) ligada a uma seringa; 

era injetado em média, 2 mt em cada hemi-bexiga. 

A membrana era, então, me~gulhada em um béquer que 

continha 40 m~ de solução de Ringer Fosfato (1*), ficando to 

talmente coberta pelo líquido, de forma a coincidir o nível 

da solução externa com o menisco da solução interna (Ringer 

Fosfato diluído (2*)), para que não se criasse um gradiente 

de pressão hidrostática entre as duas soluções. 

As diferenças ocasionais entre o nível da solução 

externa e o menisco da solução interna no tubo, provocadas 

pela variação do tônus da musculatura lisa da bexiga, não de 

sempenham qualquer papel significativo sobre o fluxo de água 

nessa estrutura. 
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Os experimentos foram conduzidos em banho-maria 

com temperatura controlada através de um termostato e um ter 

mômetro, a fim de que a temperatura do sistema fosse mantida 

em torno de (23±1)°C. 

Durante todo o período experimental o compartimen 

to seroso foi mantido sob borbulhamento de ar saturado com 

vapor de água {bomba de aquário), a fim de· oxigenar o meio e 

proporcionar urna agitação constante das soluções {Fig. 2). 

Os resultados obtidos com as variações de peso 

(mg) da bexiga, foram expressos como variações de volume 

(~t), o que torna mais f~cil a compreensão dos me?mos. 

ANÁLISE ESTATfSTICA DOS DADOS 

Os resultados sao apresentados em termos de Média 

± Erro Padrão da Média (EPM) e a Significância (P) foi ver i 

fi cada a partir da aplicação do Teste T (Student) para amos 

tras pareadas e não pareadas (SNÉDECOR & COCHRAN, 1956) ( 4 6 ). 
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DE POLI ETILENO 

RINGER (hl 

FIGURA 2 - Esquema da montagem para medida do fluxo de água através da 

bexiga de sapo. (Adaptado de Malnic, G., Marcondes, M., Fi 

sio1ogia renal, 1983, pâg. 217) 
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 



Deve ser ressaltado que na maior parte dos experi 

mentes uma hemi-bexiga (lobo) foi usada para o experimento 

propriamente dito, enquanto o outro lobo foi usado para o 

controle. 

Os saquinhos, ou seja, as bexigas com solução iso 

tônica de Ringer Fosfato (1*) (250 mOsm/~), Figura 2, na fa 

ce serosa e a solução de Ringer Fosfato {2*) (50 rnOsm/t), 

Figura 2, na face mucosa, foram deixadas em repouso por 120 

minu.tos (período de incubação}, a fim de se adaptarem as con 

dições "in vitro"o 

PROTOCOLO EXPERIMENTAL A (Quadro 1) 

Foi utilizado quando trabalhamos com os agentes 

farmacológicos (agentes adrenérgicos e hormônio anti-diuréti 

co (Vasopressina)). 

PROTOCOLO EXPERIMENTAL B (Quadro 2) 

Foi utilizado quando trabalhamos com o agente adr~ 

nérgico {Isoprenalina} combinado com Vasopressina e agentes 

bloqueadores alfa ou beta adrenérgicos, respectivamente (fen 

tolamina e propranolol}. 

Queremos ressaltar que ambos os protocolos experi 

mentais selecionados permitiram sempre a utilização de exp~ 

rimentos pareados, os quais foram conduzidos em hemi-bexigas 
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oriundas do mesmo animal, possibilitando, desse modo, a com 

paracão entre os valores obtidos no período inicial (centro 

le} e num período experimental realizado posteriormente na 

mesma hemi-bexi.ga, ou então a comparação foi feita entre as 

hemi-bexigas gêmeas, sendo que uma delas serviu como contr~ 

le e a outra como experimental. Dessa forma, a comparação P2 

de ser feita no sentido "horizontal" (entre os períodos rea 

lizados na mesma hemi-bexiga) e no sentido "vertical" (entre 

os períodos realizados concomitantemente na hemi-bexiga con 

trole· e na hemi-bexiga experimental) o 

Após o período de incubação das bexigas, iniciava

-se o período experimental: a bexiga era esvaziada, lavada e 

preenchida com solução de Ringer Fosfato (2*). Enxugava-se 

rapidamente a bexiga com papel de filtro, tomando-se o cui?a 

do especial na parte em que esta era amarrada ao tubo. 

O conjunto (bexiga e tubo) era então pesado em uma 

balança de precisão (Mettler H-35-AR) e colocado no bequer 

(40 rnt), Figura 2, cuja solução não diluída também havia si 

do trocada (pesagem inicial) . 

Após 30 minutos, retirava-se o conjunto {tubo e be 

xiga) do banho e procedia-se a secagem e pesagem (final}. A 

diferença entre as duas pesagens é devido ao fluxo de agua, 

movido pelo gradiellte osmótico entre as duas faces da membra 

na (lQ período experimental}. 

Em seguida foram realizados mais três períodos e~ 

perimentais, introduzindo-se então, os agentes farmacológi 

cos, como mostram os Quadros 1 e 2. 
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No último período experimental (4Q), Quadros 3 e 

4, foi realizado um teste de "contra p~ova"; a finalidade 

deste teste foi de verificar se as bexigas estavam ainda man 

tendo a sua integridade funcional e também respondendo aos 

agentes farmacológicos~ 

Uma observação importante que se deve ser destaca 

da, ainda dentro do procedimento experimental, diz respeito 

à utilização da vasopressina (Pitressin)R~ Uma vez que as am 

pelas desse hormônio encontravam-se estocadas há já algum 

tempo, resolvemos - de forma sistemática - realizar um teste 

da capacidade de atuação da vasopressina em cada dia que era 

realizado o experimento~ Assim, não procedíamos a abertura 

de uma nova ampola da droga enquanto a aberta não fosse to 

talmente utilizada e, a cada dia, uma herni-bexiga era sele 

cionada ao acaso afim de se testar a capacidade da droga em 

promover o aumento do fluxo osmótico de água através da roem 

brana. 
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HEMI-BEXIGAS 

CONTROLE 

EXPERIMENTAL 

- ----------

QUADRO 1 - Protocolo Experimental A 

PERÍODOS DE 30 MINUTOS 

lQ 20 30 

Controle Controle Vasopressina 

Agentes 
Vasopressina 

Controle 
Adrenérgicos + 

Agentes Adrenérgicos 
. 

40 

Agentes 
Adrenérgicos 

Vasopressina 

-----



"' ,.... 

-

HEMI-BEXIGAS 

CONTROLE 

EXPERIMENTAL 

QUADRO 2 - Protocolo Experimental B 

PER!ODOS DE 30 MINUTOS 

lQ 2Q 30 

Vasopressina 
Controle Vasopressina + 

Isoprenalina 

Vasopressina 
Vasopressina 

+ 
Controle + Isoprenalina 

Isoprenalina + 
Bloqueadores 

4Q 

Vasopressina 
+ 

Isoprenalina 
+ 

Bloqueadores 

Vasopressina 



RESULTADOS 



l - ADRENAL! NA 

Resolvemos utilizar a adrenalina em nossos experi 

mentes pelo fato dessa catecolamina apresentar atividade ta~ 

to ao nível de receptores alfa como de beta adrenérgicos e 

cujos efeitos sobre a ação hidrosmõtica da vasopressina já 

foram testados por diversos autores (HANDLER & ORLOFF, 1968) 

(22); (HARDY & DiBONA, 1982) (24); (JARD, 1971) (28), princi 

palmente 11 in vitro". 

Conforme pode ser verificado na Tabela I, a adrena 

lina (2 ~i/m2 de banho), por si só, não afetou a perrneabil! 

dade normal do epitélio a água: o fluxo observado foi de 

1,02 ± 0,11 (N = 6) ~i/min nas hemi-bexigas controle para 

0,93 ± 0,22 (N = 6) ~i/min na hemi-bexiga experimental, sen 

do a diferença entre as médias não estatisticamente signifi 

cativa. 

Da mesma forma, a adição de adrenalina a prepara 

cão, após a realização de um período controle não levou a al 
teração significante do fluxo de água entre os dois períodos 

- vide Tabela II~ Nessa mesma Tabela e no Gráfico 1 pode ser 

observado o efeito dramático da vasopressina (1 ~i/mt de b~ 

nho) sobre o transporte de agua nessa estrutura. 

Com o intuito de se verificar o efeito da adrenali 

na sobre a açao hidrosmótica da vasopressina, uma série de 

experimentos {N = 6) foi conduzida em hemi-bexigas gêmeas 

(provenientes do mesmo animal) , sendo que um grupo recebeu 

vasopressina (1 ~t/mt de banho) e o outro recebeu vasopressi 

na em associação com a adrenalina (2 ~t/mt de banho). Os re 
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sultados, ilustrados na Tabela III e no Gráfico 2, foram: 

22,44 ± 0,88 ~i/rnin, nas hemi-bexigas tratadas por vasopre~ 

sina (controle) e 22,36 ± 1,35 ~i/min nas hemi-bexigas que 

receberam vasopressina e adrenalina simultaneamente (experi 

mental). O expressivo bloqueio (49%; P < 0,01) do efeito hi 

drosmótico da vasopressina pela adrenalina está em concordân 

cia com os dados da literatura, principalmente com os de HAN 

DLER & ORLOFF, 1968 (22). 

Nossos resultados mostraram também a total reversi 

bilidade do efeito bloqueador da adrenalina sobre a ação hi 

drosmótica da vasopressina. Como mostra a Tabela IV, o fluxo 

de água em presença de vasopressina após a bexiga ter sido 

submetida à lavagem posterior ao tratamento por adrenalina, 

apresentou valores de 22,4 ± 0,88 (N = 6} ~t/min, enquanto 

que em outras bexigas, o fluxo de água estimulada por vaso 

pressina foi de 23,0 ± 2,10 (N = 6} ~i/min, essa diferença 
8

estatisticamente não signifi?ante (P > 0,05, teste t, amos 

tras não pareadas) . 
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TABELA I - Efeito da adição serosal de Adrenalina (2 ~1/mi 

de banho) sobre o transporte de água em hemi-bexi 

gas de sapo, isoladas do mesmo animal 

FLUXO DE AGUA EM ~~/min 

NÚMERO DO HEMI-BEXIGA HEMI-BEXIGA EXPERIMENTAL 
EXPERIMENTO CONTROLE ADRENALINA 

l 1,29 0,73 

2 1,15 0,37 

3 0,91 0,85 

4 0,87 0,70 

5 0,59 1,97 

6 1,31 0,98 

x 1,02 0,93 

± ± 

EPM o' 11 0,22 

p N.S. 

- Períodos experimentais de 30 minutos 

- N.S- = Não Significativo 
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TABELA II - Comparação entre os efeitos da Adrenalina (2 ~t/ 

mt de banho) e da Vasopressina (1 ~t/m2 de ba 

nho) sobre o fluxo osmótico de água em bexiga de 

sapo 

FLUXO DE ÂGUA FLUXO DE ÂGUA 
~~/mín ~~/min 

CONTROLE ADRENALINA CONTROLE VASOPRESSINA 

1,00 0,73 1,29 21,76 

0,30 0,37 1,15 25,65 

0,50 0,85 0,91 23,61 

0,40 0,70 0,87 23,30 

O, 71 1,97 0,59 19,90 

0,62 0,98 1,31 20,46 

X 0,75 0,93 1,02 22,44 

± ± ± ± 

EPM 0,19 0,22 o' 11 0,88 

p N.S. < 0,01 

- Períodos experimentais de 30 minutos 

- N.S. = Não Significativo 
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GRÁFICO 1 - Comparação entre os efeitos da Adrenalina (2 JJ.It./mt 

de banho) e da Vasopressina (1 JJt/mt de banho) 

sobre o fluxo osmótico de água em bexiga de sapo. 

(6) = Número de experimentos. 
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TABELA III - Efeito da Adrenalina (2 ~~/m~ de banho) sobre 

ação hidrosmótica da Vasopressina (1 ~i/mi de 

banho) em experimentos pareados conduzidos em 

hemi-bexigas provenientes do mesmo animal 

FLUXO DE ÂGUA (~i/min) 

NÚMERO DO REMI-BEXIGA CONTROLE HEMI-BEXIGA EXPERIMENTAL 
EXPERIMENTO VASOPRESSINA VASOPRESSINA +ADRENALINA 

1 21,76 9,06 

2 25,65 16,97 

3 23,61 10,64 

4 23,30 8,16 

5 19,90 13,58 

6 20,46 9,77 

x 22,44 11 '36 
± ± 

EPM 0,88 1,35 

p < 0,01 

- Períodos experimentais de 30 minutos 
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GRÁFICO 2 - Efeito da Adrenalina {2 ~t/mt de banho) sobre a 

ção hidrosrnótica da Vasopressina (1 ~t/mt de ba 

nho} em experimentos pareados conduzidos em he 

roi-bexigas do mesmo animal. 

(6) = Número de experimentos. 
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TABELA IV - Efeito comparativo entre a Vasopressina (1 ~i/mt 

de banho) após Vasopressina associada a Adrenali 

na (2 ~i/mi de banho) e o controle (Ringer Fosf~ 

to (250 mOsrn/i)) sobre o transporte de agua em 

hemi-bexigas provenientes do mesmo animal 

FLUXO DE 1\GUA (p~/min) 

NÚMERO DO VASOPRESSINA APÓS VASOPRESSINA APÓS 

EXPERIMENTO VASOPRESSINA + ADRENALINA CONTROLE 

1 20,45 21,76 

2 . 27' 11 25,65 

3 19,73 23,61 

4 31,49 23,30 

5 18,24 19,90 

6 21,03 20,46 

X 23,0 22,44 

± ± 

EPM 2,10 0,88 

p N.S. 

- Períodos experimentais de 30 minutos 

- NaS. = Não Significativo 
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ll - DOPAMINA 

A dopamina é uma catecolamina que apresenta ativi 

dade sobre receptores alfa e beta adrenérgicos (GOLDEBERG, 

1974) (18), cujos efeitos farmacológicos são bem explorados 

ao nível do sistema cárdio-vascular e do sistema nervoso cen 

tral, onde atua como um mediador químico. Entretanto, os 

efeitos dessa droga sobre a fisiologia celular e sobre os me 

canismos de transporte através de membranas, não estão total 

mente esclarecidos e, não raras vezes, sequer identificados. 

Assim, decidimos investigar os efeitos desta subs 

tância sobre a ação hidrosmótica da vasopressina~ 

O efeito da dopamina (25 ~t/mt de banho) sobre o 

fluxo de água foi testado em hemi-bexigas provenientes do 

mesmo animal de acordo com o protocolo experimental A. Con 

forme pode ser observado na Tabela V e no Gráfico 3, a adi 

ção de dopamina ao banho (face serosa ou meio interno} nao 

provocou qualquer alteração significativa da permeabilidade 

normal do epitélio a água: de 1,00 ± 0,35 (N = 8) ~t/min na 

hemi-bexiga controle, para 0,65 ± 0,25 (N = 8) ~i/min na he 

roi-bexiga experimental. Em contraste, conforme mostra essa 

figura, pode ser apreciado o efeito da vasopressina (1 ~t/rnt 

de banho} nas mesmas condições~ 

A associação da vasopressina (1 ut/rnt de banho) a 

dopamina (25 vt/mi de banho) é mostrada na Tabela VI e no 

Gráfico 4; nessa situação, os valores obtidos foram: 22,95 ± 

1,61 (N = 8) ~t/min na hemi-bexiga controle {somente vaso 

pressina) para 7,73 ± 0,65 (N = 8) vt/min na hemi-bexiga ex 
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perimental (vasopressina combinada com dopamina}, sendo a di 

ferença entre as médias estatisticamente significativa (P < 

0,01}, demonstrando que ocorreu um bloqueio da atividade hi 

drosmótica da vasopressina. 

Objetivando obter maiores detalhes sobre o efeito 

bloqueador da dopamina sobre a ação do hormônio anti-diuréti 

co, foram realizados os experimentos mostrados no Gráfico S. 

Pode ser observado nesse Gráfico que o efeito bloqueador da 

dopamina mostrou-se reversível, já que a ação da vasopressi 

na foi restaurada. no período seguinte (4Q}, realizado sem a 

presença da dopamina. Deve-se notar que os valores obtidos 

nesse 4Q período experimental 20,40 ± 1,80 (N = 8) vi/min, 

(com vasopressina, mas sem dopamina) não são estatisticarnen 

te diferentes (P > 0,05; teste t, amostras não pareadas) da 

queles verificados em outros.grupos experimentais nas quais 

a vasopressina foi adicionada após o período controle 22,95 

± 1,61 {N = 8) ui/min, evidenciando a total recuperaçao da 

capacidade de aumento do transporte de agua pelo epitélio 

que fora tratado previamente por dopamina. 

Na Tabela VII, pode-se observar que no período ex 

perimental realizado na presença de dopamina, após o fluxo 

de água ter sido estimulado pela vasopressina, os valores de 

fluxo foram bem maiores 2,57 ± 0,28 (N = 8) ut/rnin, do que 

os valores encontrados na mesma condição experimental em be 

xigas que não tiveram contato prévio com o hormônio anti-diu 

rético 0,65 ± 0,25 (N = 8) ui/min sugerindo um efeito resi 

dual da vasopressina nessas condições experimentais. 
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TABELA V - Efeito da adição serosal de Dopamina (25 ~i/m~ de 

banho) sobre o transporte de água em herni-bexigas 

de sapo, isoladas do mesmo animal 

FLUXO DE AGUA ~~~/min) 

NÚMERO DO REMI-BEXIGA REMI-BEXIGA EXPERIMENTAL 
EXPERIMENTO CONTROLE DOPAMINA 

1 0,26 0,01 

2 0,37 0,57 

3 0,55 0,52 

4 0,27 0,67 

5 0,34 0,52 

6 1,13 0,42 

7 2,77 0,17 

8 2,36 2,32 

X 1,00 0,65 

± ± 

EPM 0,35 0,25 

p N.S. 

- Períodos experimentais de 30 minutos 

- N.S~ = Não Significativo 
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GRÁFICO 3 - Comparação entre os efeitos da Dopamina (25 )..12-/mi 

de banho) e da Vasopressina (1 1Ji/rn~ de banho) 

sobre o fluxo osmótico de água em bexiga de sapo. 

(8} = Número de experimentos. 
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TABELA VI - Efeito da Dopamina (25 vi/m~ de banho) sobre a 

ação hidrosrnótica da Vasopressina {1 v~/m~ de ba 

nho) em experimentos conduzidos em hemi-bexigas 

provenientes do mesmo animal 

FLUXO DE ÂGUA (V~/min) 

NÚMERO DO HEMI-BEXIGA CONTROLE REMI-BEXIGA EXPERIMENTAL 
EXPERIMENTO VASOPRESSINA VASOPRESSINA + DOPAMINA 

1 15,78 8' 71 

2 24,63 8,74 

3 31,24 9,98 

4 23,11 7,30 

5 18,43 7,65 

6 22,54 4,11 

7 24,63 6,34 

8 23,23 9,00 

X 22,95 7,73 

± ± 

EPM 1,61 0,65 

p < 0,01 

- Períodos experimentais de 30 minutos 
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GRÁFICO 4 - Efeito da Dopamina (25 ~~/m~ de banho) sobre o 

efeito hidrosmótico da Vasopressina (1 ~i/mi de 

banho) em experimentos pareados conduzidos em he 

roi-bexigas do mesmo animal. 

(8) = Número de experimentos. 
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GRÂFICO 5 - Reversibilidade do efeito da Dopamina (25 pi/mt 

de banho) sobre a ação hidrosmótica da Vasopre~ 

sina (1 pi/mi de banho)~ Experimentos foram con 

duzidos nas mesmas hemí-bexigas. 
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TABELA VII - Efeito comparativo entre a Dopamina (25 ~t/mi 

de banho) após Vasopressina (1 ~~/m~ de banho) 

e o controle (Ringer Fosfato (250 mOsm/~)) so 

bre o transporte de água em hemi-bexiga prove 

nientes do mesmo animal 

FLUXO DE Ji.GUA (~~/min) 

NÚMERO DO DOPAMINA APÓS DOPAMINA APÓS 
EXPERIMENTO VASOPRESSINA CONTROLE 

1 2,07 0,01 

2 1,35 0,57 

3 1,90 0,52 

4 2,33 0,67 

5 2,93 0,52 

6 3,54 0,42 

7 2,93 0,17 

8 3,54 2,32 

X 2, 57 0,65 

± ± 

EPM 0,28 0,25 

p < 0,01 

- Períodos experimentais de 30 minutos 
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1!1 - lSOPRENALINA 

Os resultados de HANDLER & ORLOFF, 1968 (22) suge 

rem que o efeit9 bloqueador das catecolaminas sobre a acao 

hidrosmótica da vasopressina, seria exercido mediante a ati 

vação de receptores alfa adrenérgicos presentes na face ba 

sal-lateral (serosa, meio interno) da membrana da bexiga uri 

nária de sapo~ Por outro lado, esses autores obtiveram resul 

tados altamente variáveis com a isoprenalina, uma catecolarni 

na conhecida como a ativadora por excelência dos receptores 

beta adrenérgicos, os quais, ao contrário dos receptores al 

fa adrenérgicos, ativam a enzima adenilciclase quando sao es 

timulados. Dessa maneira, obtém-se em consequencia um aumen 

to da concentração de AMP cíclico (DE SOUZA & GROSSO, 1981) 

(11) e, por conseguinte dever-se-ia esperar uma estimulação 

do fluxo de água através das membranas çelulares& 

Objetivando contribuir com o estudo do processo de 

interação das catecolaminas com membranas e a sua interferên 

cia com os efeitos celulares da vasopressina sobre o epité 

lio urinário, resolvemos utilizar essa droga nos nossos exp~ 

rimentos. 

A adição de isoprenalina (10 ~i/mt de banho) ao b~ 

nho (meio interno,·face serosa) não levou a alteração da peE 

meabilidade normal do epitélio a água conforme é mostrado na 

Tabela VIII. Para efeito de compaxação o Gráfico 6 aprese~ 

ta, também, os resultados obtidos com a vasopressina (1 ~i/ 

mt de banho) nas mesmas condições. 

A Tabela IX e o Gráfico 7 ilustram o efeito da iso 
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prenalina sobre a açao da vasopressina, em experimentos pa 

reados (N = 7) conduzidos em preparações de hemi-bexigas (gê 

meas) retiradas do mesmo animal. Os resultados mostram que 

essa catecolamina sintética induz a um bloqueio discreto, 

mas significativo (P < 0,05), do efeito hidrosrnótico da va 

sopressina, embora esse efeito não seja tão evidente como os 

exercidos pela adrenalina e dopamina. 

Em comparação com a total reversibilidade do efei 

to da dopamina e adrenalina, foi notado que o discreto efei 

to bloqueador da isoprenalina sobre a ação hidrosmótica da 

vasopressina parece não ser reversível. Conforme pode ser ob 

servado na Tabela X, o fluxo de água em presença de vasopre~ 

sina após a bexiga ter sido submetida à lavagem posterior ao 

tratamento por isoprenalina, apresentou valores de 20,99 ± 

1,94 (N = 7) ut/min, enquantO que em outras bexigas, o fluxo 

de água estimulado por vasopressina foi de 27,30 ± 2, 83 

(N = 7) ~t/min, sendo essa diferença estatisticamente signí 

ficante {P < 0,05; teste t, amostras não pareadas). 

Na Tabela XI pode-se observar que a adição de iso 

prenalina isoladamente após a instalação do efeito do hormô 

nio anti-diurético na membrana, levou à obtenção de valores 

maiores {P < 0,05) que os observados no período com isopren~ 

lina após o controle, revelando novamente um efeito duradou 

ro da vasopressina sobre o epitélio. 

Com o intuito também de se avaliar com mais profu~ 

didade os eventos que poderiam estar ocorrendo mediante a 

ativação dos receptores alfa e beta adrenérgicos, resolvemos 

utilizar bloqueadores específicos para esses receptores, em 
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associação à isoprenalina. 

A Tabela XII e o Gráfico 8 ilustram o efeito do 

agente bloqueador beta adrenérgico (propranolol (28 ~t/rn~ de 

banho)) sobre o efeito da isoprenalina na ação da vasopressi 

na, em experimentos pareados conduzidos em preparação de he 

roi-bexigas (gêmeas) retiradas do mesmo animal. Pode ser ob 

servado, além do bloqueio já descrito da isoprenalina sobre 

o efeito hidrosrnótico da vasopressina, que a adição de pro 

pranolol na hemi-bexiga experimental não provocou alteração 

do fluxo de água em relação ao observado na outra hemi-bexi 

ga (controle) nas mesmas. condições {vasopressina associada a 

isoprenalina); sendo os valores observados de: 13,24 ± 1,29 

(N = 6) ~i/min na hemi-bexiga na situação controle, para 

12,00 ± 1,08 (N = 6) ~i/min na hemi-bexiga experimental (pr~ 

sença de vasopressina associada à isoprenalina e ao proprano 

lol). 

A Tabela XIII e o mesmo Gráfico 8, ilustram o 

efeito do agente bloqueador alfa adrenérgico {fentolamina 

(0,3 ~t/mi de banho)) sobre o efeito da isoprenalina associa 

da à vasopressina, também em experimentos pareados conduzi 

dos em preparações de hemi-bexigas (gêmeas) retiradas do mes 

mo animalo Conforme pode ser observado na hemi-bexiga centro 

le (vasopressina associada à isoprenalina) o fluxo foi de: 

14,69 ± 1,29 {N = 6) ~t/min, enquanto que na hemi-bexiga ex 

perimental (vasapressina combinada com isoprenalina e fento 

lamina), o fluxo foi de: 17,40 ± 1,53 (N = 6) ~t/min, sendo 

a diferença entre as médias estatisticamente significativa 

(P < 0,05), indicando um aumento da atividade hidrosmótica 

- 51 -



da vasopressina nessas condiçÕes. Esta mesma tabela ilustra 

o efeito bloqueador da isoprenalina sobre o hormônio anti

-diurético, já descrito em outros grupos experimentais. 
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TABELA VIII - Efeito da adição serosal de Isoprenalina 

(10 ~~/m~ de banho) sobre o transporte de água 

em hemi-bexigas de sapo, isoladas do mesmo ani 

mal 

FLUXO DE ÂGUA ~~~/min) 

NÚMERO DO HEMI-BEXIGA HEMI-BEXIGA EXPERIMENTAL 
EXPERIMENTO CONTROLE ISOPRENALINA 

1 0,89 0,51 

2 1,62 0,48 

3 0,56 1,25 

4 1,05 1, 61 

5 0,67 1,31 

6 0,67 1,84 

7 1,43 1,58 

X 1,15 1,22 

± ± 

EPM 0,29 0,20 

p N.S. 

- Períodos experimentais de 30 minutos 

- N.S. = Não Significativo 
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GRÂFICO 6 - Comparação entre os efeitos da Isoprenalina 

(10 ~~/m~ de banho) e da Vasopressina (1 v~/m~ 

de banho) sobre o fluxo osmótico de água na bexi 

ga de sapo. 
(7) =Número de experimentos. 
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TABELA IX - Efeito da Isoprenalina (lO ~t/mt de 

a acão hidrosmótica da Vasopressina 

banho) em experimentos conduzidos 

gas provenientes do mesmo animal 

banho) sobre 

(1 ~t/mt de 

em herni-bexi 

FLUXO DE ÂGUA (~t/min) 

NOMERO DO HEMI-BEXIGA CONTROLE REMI-BEXIGA EXPERIMENTAL 
EXPERIMENTO VASOPRESSINA VASOPRESSINA + ISOPRENALINA 

1 29,20 24,74 

2 24,60 17,64 

3 35,07 22,64 

4 36,68 20,22 

5 16' 72 18,20 

6 19,37 25,83 

7 29,30 17,23 

X 27,30 20,93 
± ± 

EPM 2,83 1,23 

p < 0,05 

- Períodos experimentais de 30 minutos 
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GRÁFICO 7 - Efeito da Isoprenalina (10 ~t/m~ de banho) sobre 

o efeito hídrosrnótico da Vasopressina (1 vt/mt 

de banho) em experimentos pareados conduzidos em 

herni-bexigas do mesmo animal. 

(7) = Número de experimentos. 
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TABELA X - Efeito comparativo entre a Vasopressina (1 ~t/rnt 

de banho) após Vasopressina {1 ~i/rni de banho) as 

saciada a Isoprenalína {10 ~i/mi de banho} e o 

controle (Ringer Fosfato (250 mOsm/i)) sobre o 

transporte de água em hemi-bexigas provenientes 

do mesmo animal 

FLUXO DE ÂGUA (ut/min) 

NúMERO DO 
EXPERIMENTO 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

X 

EPM 

p 

VASOPRESSINA APÚS 

VASOPRESSINA + ISOPRENALINA 

18,38 

18' 92 

27,70 

12,48 

20,30 

25,87 

23,30 

20,99 

± 

1,94 

< 0,05 

- Periodos experimentais de 30 minutos 

I - 57 -

VASOPRESSINA APÚS 

CONTROLE 

29,20 

24,60 

35,07 

36,68 

16' 72 

19,37 

29,30 

27,30 
± 

2,83 



TABELA XI - Efeito comparativo entre a Isoprenalina (10 

~~/mt de banho) após Vasopressina (1 ~t/m2 de b~ 

nho) e o controle (Ringer Fosfato (250 mOsm/2)) 

sobre o transporte de água em hemi-bexiga prov~ 

niente do mesmo animal 

FLUXO DE ÂGUA (~2/min) 

NÚMERO DO ISOPRENALINA APÓS ISOPRENALINA APÓS 
EXPERIMENTO VASOPRESSINA CONTROLE 

1 2,78 0,51 

2 1,18 0,48 

3 2,21 1,25 

4 2,63 1,61 

5 1,24 1,31 

6 1,20 1,84 

7 1,38 1,58 

X 1,80 1,22 

± ± 

EPM 0,27 0,20 

p < 0,05 

- Períodos experimentais de 30 minutos 
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TABELA XII - Efeito da adição de Propranolol {28 ~t/mt de banho) sobre o bloqueio produzido pe 
la Isoprenalina {10 ~t/mt de banho) da ação hidrosmótica da Vasopressina {1 ~t/m~ 
de banho) em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenientes do mes 
mo animal. Esta mesma tabela ilustra o efeito da Isoprenalina (10 ~t/mt de banho) 
sobre ação hidrosmótica da Vasopressina (1 ut/mt de banho) 

HEMIBEXIGAS A HEMIBEXIGAS B 

VASOPRESSINA + VASOPRESSINA + VASOPRESSINA + 
NÚMERO DO VASOPRESSINA ISOPRENALINA ISOPRENALINA ISOPRENALINA + 

EXPERIMENTO PROPRANOLOL 
(CONTROLE) (EXPERIMENTAL) (CONTROLE) (EXPERIMENTAL) 

1 13,23 12' 71 9,38 13,16 

2 27,32 14' 57 18,26 16,94 

3 18,97 11 '08 13,40 11' 05 
4 22,37 17,92 15,30 10,51 

5 11' 57 7,30 11' 76 10,33 

6 12,05 9,00 11' 33 10,04 

X 17,58 12,10 13,24 12,00 

± ± ± ± 

EPM 2,61 1,57 1,29 1,08 

p < 0,05 N.S. 

- Os resultados são expressos em v~/minuto 
- Períodos experimentais de 30 minutos 
- N.S. = Não Significativo 
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GRAFICO 8 - Comparação entre os efeitos do propranolol 

(28 ~~/m~ de banho) e da fentolamina (0,3 ~l/m~ 

de banho) sobre o efeito produzido pela !sopre 

nalina {10 Vi/mi de banho) na ação hidrosmótica 

da Vasopressina (1 ~i/roi de banho) em hemi-bexi 

gas de sapos, isolados do mesmo animal. 

(6) = Número de experimentos. 

* = Significante (P < 0,05) em relação ao con 

trole (Vasopressina + Isoprenalina). 
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TABELA XIII -

NÚMERO DO 
EXPERIMENTO 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

X 

EPM 

p 

Efeito da adição de fentolamina (0,3 ~i/mi de banho) sobre o bloqueio produzido 
pela Isoprenalina (10 ~i/m~ de banho} na ação hidrosmótica da Vasopressina 
(1 ~i/mt de banho) em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenien 
tes do mesmo animal. Esta mesma tabela ilustra para o efeito da Isoprenalina 
{10 ~i/roi de banho} sobre ação hidrosmótica da Vasopressina (1 ~t/mi de banho) 

HEMIBEXIGAS A HEMIBEXIGAS B 

VASOPRESSINA + VASOPRESSINA + VASOPRESSINA + 

VASOPRESSINA ISOPRENALINA ISOPRENALINA ISOPRENALINA + 
FENTOLAMINA 

(CONTROLE) (EXPERIMENTAL) (CONTROLE) (EXPERIMENTAL) 

16,81 13,46 13,97 20,04 

22,66 17,00 18,56 19,76 

18,95 13,57 16,22 21,09 

14,84 12,09 14,23 15,17 

19,17 13,55 15,97 17,22 

11,97 9,19 9,20 11' 15 

17,40 13' 14 14,69 17,40 

± ± ± ± 

1,52 1,03 1,29 1,53 

< 0,01 < 0,05 

- Os resultados são expressos em ~i/minuto 

- Períodos experimentais de 30 minutos 



DISCUSSÃO 



Com relação a metodologia por nós empregada para 

medida do fluxo de água, pode-se afirmar que a mesma, em viE 

tude da sua simplicidade e, principalmente, da sua reproduti 

bilidade, vem sendo largamente empregada, confome se depreen 

de com o grande número de citações na literatura, das quais 

poderíamos mencionar, como exemplo, os trabalhos de HANDLER 

& colab. (1968) (22); JARD (1971) (28); HARDY & colab. (1982) 

( 24) • 

Foi demonstrado que possíveis fontes de erro, tais 

como a secagem durante as pesagens e as variações do tônus 

muscular da bexiga, nao levam a alterações significantes da 

medida do fluxo, já que as variações de peso devidas ao tran.ê. 

porte de água são bem maiores que aquelas devidas às citadas 

interferências* 

Uma crítica que pode ser feita a este sistema e 

que se trabalha com um gradiente de preSsão osmótica que não 

é mantido constante, sendo que o mesmo poderia ser reduzido 

durante o próprio período experimental~ Entretanto, SILVEIRA 

(1972) (45) verificou que a variação de peso da bexiga é li 

near em relação ao tempo no período experimental de 40 rninu 

tos, o que comprova que o gradiente inicialmente estabeleci 

do nos nossos experimentos não deve se alterar significant~ 

mente, já que utilizamos períodos de 30 minutos. Além disso, 

nos nossos experimentos, o volume do compartimento seroso 

foi de 40 rni, o que contribui par~ minimizar ainda mais esse 

possível fator de erro. 

Examinando os dados obtidos por HANDLER & colab. 

(1968) (22) em bexiga de sapo, observamos que a utilização 
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de agentes bloqueadores alfa e beta adrenérgicos (fentolami 

na e propranolol, respectivamente) não interferem com a res 

posta do tecido à vasopressina. Dessa forma, pode-se supor 

que nessa estrutura, os receptores da membrana para a vaso 

pressina e para os agentes alfa e beta adrenérgicos seriam 

distintos. 

Os nossos resultados, corno mostram os Gráficos 3, 

S e 8, confirmam, de uma maneira geral, essas observações. 

Verificamos que na ausência de vasopressina, a permeabilida 

de da membrana à ~gua é baixa e que a adição de catecolami 

nas (tanto adrenalina (2 ~~/mi de banho), como doparnina 

(25 U~/m~ de banho), ou isoprenalina (10 U~/m~ de banho)) ao 

banho não altera essa situação~ 

Verificamos, também, por outro lado, que a associa 

ção da vasopressína {1 ~i/mi de banho) com qualquer urna des 

sas catecolaminas, leva a um bloqueio do efeito hidrosmótico 

da vasopressina, corno mostra o Gráfico 9, na qual os efei 

tos da adrenalina, dopamina e isoprenalina são comparados em 

termos de porcentagem de inibição. 

Analisando os nossos resultados quanto à reversibi 

lidade do efeito bloqueador das catecolarnínas (Isoprenalina 

e Dopamina) sobre ação hidrosmótica da vasopressina, verifi 

camas que a doparnina apresenta reversibilidade de efeito, e~ 

quanto o bloqueio apresentado pela isoprenalina não é rever 

sível~ 

t sabido que a ativação de receptores beta adrenér 

gicos provoca um aumento da concentração de AMP cíclico 

(HANDLER & colab., 1969} (23). Dessa forma esperar-se-ia uma 
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exacerbação e nao um bloqueio do efeito da vasopressina, pe 

lo emprego de agentes beta adrenérgicos, principalmente a 

isoprenalina. Contrariamente a essa hipótese, observamos a 

um discreto, mas significativo, bloqueio da (ordem de 16%} 

do efeito hidrosmótico da vasopressina. 

Antes de analisarmos esses resultados, descrevere 

mos um modelo proposto por LEWITZKI (1982) (34), que servirá 

de suporte para essa análiseG 

Este modelo detalha a ativação e a inibição da en 

zima adenil-ciclase por hormônios a nível molecular: segundo 

esse modelo, a estimulação dessa enzima requer a presença, 

numa concentração ótima, de Guanosina Trifosfato (GTP). Des 

sa forma, o sistema seria composto de três unidades funcio 

nais: lQ) o receptor para o hormônio ou para o neurotransmis 

sor; 2Q) a unidade proteica que, ao manter o GTP em níveis 

adequados, regularia a atividade da enzima adenil-ciclase; 

3Q} a unidade catalitica da' molécula da enzima adenil-cicla 

se, que promove a transformação de ATP em AMP cíclico. Esse 

autor propôs que os principais eventos na ativação da adenil 

-ciclase são o encontro bimolecular entre o agonista e o re 

ceptor, de um lado e a formação do complexo entre a unidade 

reguladora e a unidade catalítica, de outro. 

Examinando esse modelo, duas 

ser aventadas para os nossos resultados: 

hipóteses 

lQ) uma 

poderiam 

participa 

çao dos receptores beta adrenérgicos na ativação ou inibição 

da unidade reguladora do complexo enzimático, de forma que a 

concentração ótima de GTP ou não fosse atingida ou fosse lar 

gamente ultrapassada; 20) uma ação da isoprenalina sobre re 
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ceptores alfa adrenérgicos dessa membrana, os quais, compro 

vadamente, levam a um bloqueio do efeito da Vasopressina. 

Essa Última hipótese parece ser a mais plausível, 

já que em nossos experimentos, com a adição simultânea de 

isoprenalina (10 ~i/roi de banho), de um agente beta bloquea 

dor (propranolol (28 ~~/m~ de banho)) e de vasopressina (1 

vt/mt de banho) ao banho, continuou-se a verificar o blo 

queio do efeito hidrosmótico do hormônio, ao contrário do 

que ocorreu quando da utilização dessa catecolamina associa 

da a um agente alfa adrenérgico (Fentolamina (0,3 ~t/mt de 

banho)) e à vasopressína. Nessa situação verificou-se uma li 

beração do efeito hidrosmótico da vasopressina, corno mostra 

o Gráfico 10. 

Da mesma forma, a ativação de possíveis receptores 

dopaminérgicos na bexiga de sapo deveria, a exemplo de ou 

tros tecidos {KEBABIAN & colab. t 1979} "(29), levar a um au 

mente da concentração de AMP cíclico e, portanto, a um efei 

to sinergístico em relação a ação da vasopressina. Nesse ca 

so, o bloqueio da ação do hormônio pela doparnina na bexiga 

de sapo parece ser decorrente de uma atividade dessa cateco 

lamina sobre receptores alfa adrenérgicos, os quais, segur~ 

mente estão presentes nessa estrutura. 
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CONCLUSÕES 



Baseando-se na análise dos resultados obtidos, p~ 

demos concluir que: 

1 - A adição isolada de cada urna das catecolaminas 

estudadas não altera a permeabilidade normal do epitélio a 

água; 

2 - Os receptores para a vasopressína e para os 

agentes adrenérgicos estudados são distintos; 

3 - Os agentes adrenérgicos provocam um bloqueio 

do efeito hidrosmótico da vasopressina em bexiga de sapo; 

4 - Agentes adrenérgicos do tipo adrenalina e dop~ 

mina promovem um bloqueio marcante (da ordem de 50%) , o qual 
' é reversível, enquanto a isoprenalina induz a um bloqueio 

discreto (da ordem de 16%), o qual não ê reversível; 

5 - A associação da isoprenalina, vasopressina e 

de um agente bloqueador beta adrenérgíco (propranolol), não 

restaurou o efeito da vasopressina. Ao contrário, a associa 

ção de um agente bloqueador alfa adrenérgico (fentolamina) à 

isoprenalina e à vasopressina, restaurou o efeito do horrnõ 

nio, evidenciando a participação de receptores alfa adrenér 

gicos no fenômeno de bloqueio da ação hidrosmótica da vaso 

pressina pelas catecolaminas. 
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SINOPSE 



O presente trabalho relaciona a manipulação de re 

ceptores adrenérgicos por diversos agentes farmacológicos 

com a ação hidrosmótica da vasopressina em bexiga de sapo. O 

fluxo de água foi medido pelo método de BENTLEY, 1958 (3), 

que consiste na determinação gravimétrica do fluxo de volume 

quando se impõe uma diferença de pressão osmótica entre as 

duas faces da membrana~ Foi constatado que, em condições de 

controle ou somente em presença de agentes adrenérgicos, o 

fluxo de água apresentou-se com valores muito baixos (da or 

dem de 1 ~2/min} a despeito de gradiente osmótico de conside 

rável magnitude (4,5 atm)~ Foi evidenciada, também, a inde 

pendência entre os receptores para a vasopressina e para os 

agentes adrenérgícos. Na presença de vasopressina {1 ~t/mi) 

o fluxo de água aumenta extraordinariamente (cerca de 20-30 

vezes}, num processo mediado,pelo AMP cíclico. A ativação de 

receptores adrenérgicos por adrenalina (2 ~2/mi} provocou um 

bloqueio significativo (da ordem de 50%) da ação hidrosmóti 

ca da vasopressina~ Efeito semelhante, embora de maior magni 

tude, foi observado pela adição de dopamina (25 ~~/mi), a 

qual, além de atuar sobre receptores adrenérgicos, atua tam 

bém sobre receptores dopaminérgicos. 

A isoprenalina (10 ~i/m~} induziu a um bloqueio 

discreto (cerca de 16%) da ação da vasopressina. Associando

-se essa catecolamina a um agente beta bloqueador (proprano 

lol (28 ~i/mt}) persistiu a observação do bloqueio discreto 

da ação da vasopressina. Por outro lado, a associação da 

isoprenalina a um agente alfa bloqueador {fentolamina 

{0,3 vt/mt)) levou a observação do pleno restabelecimento da 
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acão da vasopressina, evidenciado a participação de recept~ 

res alfa adrenérgicos no bloqueio do efeito hidrosmótico da 

vasopressina pela isoprenalina e caracterizando, na bexiga 

de sapo, uma interação entre essa catecolamina e receptores 

alfa adrenérgicoso 
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SUMMARY 



The present work correlates adrenergic receptor 

manipulation by several pharrnacological agents to the hydro~ 

motic response of the toad urinary bladder to vasopressin. 

Water flow was measured by the technique of BENTLEY (1958) 

(3) which consists of the gravimetric determination of the 

volume flow when an osrnotic pressure difference is imposed 

between the two faces of the mernbraneo It was observed very 

low values for the water flow (about 1 ~t/min) in control 

conditions or in the presence of the adrenergic agents alone 

in spite of an osmotic gradient of considerable magnitude 

(4~5 atm). The independence between vasopressin receptors 

and adrenergic agents receptors could be demonstrated. Vaso 

pressin (1 ~~/m~) increased extraordinarily the water flow 

(about 20-30 times) through a cyclic AMP-roediated process. 

The adrenoceptor activation by epinephrine (2 ~t/m~} lead to 

a significant blockage (about 50%) of the hydrosmotic action 

of vasopressin~ Similar results, although inahigher extent, 

were observed by the addition of dopamine (25 ~t/~) which 

interacts not only with the adrenoceptors but also with dopa 

minergic receptorso A small blockage (about 16%) of the 

vasopressin effect was seen by the use of isoproterenol 

(10 ~t/m2)~ The association of this catecholamine to a beta

-adrenoceptor blocking drug (propranolol (28 ~t/m~)) resulted 

in a discrete decrease of the vasopressin effect. On the 

other hand, association of isoproterenol to a alpha-adren~ 

ceptor blocking drug (phentolamine (0,3 ~~/mt)) restored the 

effect of vasopressin, evidencing a role for alpha-adrenoceE 

tors on the blockage of the hydrosmotic effect of vasopre~ 

sin, and further characterizing an interaction between this 
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catecholamine and alpha-adrenoceptors in the toad bladder. 
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