ESTUDO DO EFEITO DE AGENTES ADRENERGICOS

SOBRE A ATUACAO DA VASOPRESSINA (Qitressin)

NA ESTIMULACAO DO FLUXO DE AGUA ATRAVES
DA BEXIGA DE SAPO “IN VITRO”

QOrientador: Prof. Dr. SAMIR TUFIC ARBEX

Tese apresentada a Faculdads de Odontologia
de Piracicaba da Universidade Estadual de
Campinas, para obtengds do grau de Masire,
am Odonloiogia, drea de Farmacelogia.

PIRACICABA - SP.
1887

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



Dedico
-aos meus filhos

“RENATA, - JULIANA © FABIO

-¢ 3 minha esposa NeIpE,



Ao amigo Prof. Dr. JOSE EDUARDO N.
- SILVEIRA, Professor do Departamento
de Fisiologia do Instituto Bisico de
Biologia MEdica e Agricola, UNESP,
Botucatu, pela sua insubstitulvel
ajuda, nio s6 na parte cientifica
deste trabalho como também pelo exem
pio de atuagdo universitéria, tdo im

portante & minha formagido.



Ao Prof. Dr. GSAMIR TUFIC ARBEX, Pro
fessor Titular do Departamente de
Cidncias Fisioldgicas e coordenador
dos cursos da POs-Graduagdo, FOP,
UNICAMP, .pela valiosa orientagﬁo,
~ apoio, amizade e elevado senso cientl

fico que sempre procurou transmitir.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof, Dr. PAULO RENATO COSTA SOUZA, Magnifico Reitor
da UNICAMP, pelo apoio ac ensino e d pesquisa em nosso meio universita

rio.

Ao Prof. Dr. SIMONIDES CONSANI, Diretor da FOP-UNICAMP,
pela énfase que dedica ds atividades diddticas e de pesquisa nesta Fa

culdade.

Ao Prof. Dr. THALES ROCHA DE MATTOS FILHD, coordenador
do curso de Pds-Graduagdo em Odontologia, drea de Farmacologia, da FOP,

UNICAMP, pela amizade e incentivo.

Aos docentes do Cursc de Pos-Graduagao da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, UNICAMP, em particular do Departamento de

Ciéncias FisiolOgicas, que ajudaram a cumprir essa etapa do mestrado.

Aos funcionarios e colegas do Curso de Pos-Graduagdo,

FOP, UNICAMP, pela amizade e colaboragao.

Aos membros do Laboratdrio de Fisiologia do DCS, UFSCar,
por todas as facilidades oferecidas para realizagao da parte éxperimgg

tal deste trabalho.

A SUELI DUARTE DE O. SOLIANI, secretiria da Pds-Gradua
¢ao, FOP, UNICAMP, pela amizade e dedicagdo profissional que sempre de

menstrou pela nossa pessoa.



A Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Su
perior [CAPESj e ao Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq) pelo apoio 'fi

nanceiro.

Enfim, a todos aqueles que, diretamente ou indiretamen

te, contribuiram para a realizacao deste trabalho.



CONTEUDO

INTRODUCAO ..........;...........7.......,...... ......... 1
REVISTA DA LITERATURA +...uveioonn.. U -
PROPOSTCAO +.viuunsninitinnsarnneneneitencannnnnn eeann . 18
MATERIAL E METODOS ............. e eeeriaceoncasen. 20
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..... e e eeen e ac e e 26
RESULTADOS +.envneen. e PPPRRRE e 32
DISCUSSAQ +uvvvveennnn. e ereenen e eeeneenenrennnraeana. 62
CONCLUSOES .. ... et aaraaaaaan. cvereerne. 68

SINOPSE LN I I R N R R R B R R ) &.".U'lb' aaaaaa O I N I L LI A 70



~ INTRODUGAG



A manutencdo de um ambiente com caracteristicas
constanteé de uma série de parémetros fisiéos e gquimicos,
tais como temperatura; pH; concentracio de solutos; volume,
€ essencial para o bom funcionamenﬁo das células. Especifica
mente, a manutengdo da constincia - dentro de certos limites
- do volume e da composicdo dos fluldos do organiemo, & uma
tarefa nuito mais complexa porqﬁe ndo s6 ocorrem trocas subs
tanciais de soluto e solvenﬁe entre os diversos compartimen
tos hidricos do organismo, mas princiéalmente entre o orga
rismo e o ambiente que o cerca. Uma vez que tais trocas sio
realizadas e reguladas por mecanismos de transporte através
das membranas que limitam os referidos compartimentos ou que
constituem uma intexface coﬁ o meio ambiente, o estudo dos
processos de transporte de agua e solutos através de membra
nas bioldgicas représenta uma pega fundamental para 0 enten

dimento da biologia celular e do organismo como um todo.

A padronizacac e a modificagao de situéqées experi
mentais nem sampre-séo possiveis quando se estuda um organig
mo vivo como um todo. No caso do estudo da fungdo renal, es
pecificamente, dado o papel do 6rgic na homeostase, as varia
veis envolvidas sao muitas, o que dificulta bastante a padro
nizagdo de condigdes experimentais. De um modo geral, essas
dificuldades tornam~se mailores em.funcéo do pequeﬁo tamanho

do rim nas espécies animais.

.-

Em vertebrados inferiores, dada a incapacidade do
rim de asgsegurar aos animais {a exemplo dos mamiferos) a ho
meostasia hidro-mineral, outras estruturas colaboram nessa

tarefa. Assim, nos anfibios, a bexiga urindria € uma exten



sd¢ funcional do tlibulo renal (PEACHEY & RASMUSSEN, 1881)
(41); seu epitélio reabsorve Agua, sddio e uréia, da urina e
secreta protons para a mesma (STEINMETZ & colab., 1967) {48);
(STEINMETZ, 1974) (49). Do ponto de vista do balanco hidri
co, essa estrutura funciona como um reservatdrioc do qual a
dgua pode ser reabsorvida em periodos de privacio hidrica,
ou em resposta a presenca de hormdnioc antidiurédtico na cor
rente sangiuinea (HAYS & LEAF, 1962) (19); (CIRNE & colab.,

1281) (9}.

Dada a facilidade de montagem de preparagbes de be
%iga urinaria de sapo, dada a possibilidade de controle de
uma série de variaveis nos experimentos "in vitro" e dada . a
analogia ﬁorfolégica, filogenética e funcional dessa estrutu
ra com o duto coletor do riﬁ de mamiferos, a preparagdo iso
lada desse epitélio tornou-se uma importante ferramenta para
o estudo dos fendmenos de £ransporte de dgua e solutos atra
“vés de membranas e Gos ﬁecanism@s de agdo de hormOnios e ou
tros agentes sobre o transporte {(CIRNE & colab., 1981} (9);

(STEINMETZ .& colab., 1967) (48): (STEINMETZ, 1974) (49).

MORFOLOGIA DA BEXIGA DE SAPO

A bexiga de sapc é uma estrutura bilobada que fica
solta na cavidade abdoﬂinal e, no animal bem hidratado, ocu
pa porgdo considerdvel dessa cavidade com um contelido de
15-30 {ou até mais) mf{ de urina hipotdnica em relagdao ao

plasma.



A membrana & fina e transparente, consistindo de
uma simples camada de ¢é&lulas epiteliais forrando a sua su

perficie mucosa; de uma porg¢do intermedilria formada por te
cido frouxo de fibras colagenas, musculatura lisa e vasos e,
internamente, de uma membrana serosa veltada para a cavidade

abdominal e que também recobre a superficie das visceras

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

Em condigBes normais a membrana apresenta uma bai
xa permeabilidade a agua, de forma qué o fluxo & pegqueno, a
despeito do enorme gradiente osmotico (da or&em de 4 atm.}
normalmente existente entre © meio interno (face serosa) e o

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

O epitélio & considerado "tight" ja que apresenta
alta resisténcia a passagem de solutos (e &gua) pelas vias

paracelulares (DIAMOND, 1978) (14).

HorMONIOS E 0 BaLANGo HIDRICO

A vasopressina (Hormdnio Antidiurético - ADH) de
sempenha papel fundamental na manutenc3c da homeostasia hi
drica nos vertebrados (HAYS & LEAF, 1962) (19). Esse hormd
nio de natureza protéica, produzido pélo gsistema nervoso cen
tral (nficleos supra-dpticos e para-ventriculares do hipotdla
mo}l e armazenado na higéfise posterior, promove um aumento
extraordinirioc da permeabilidade a &gua, sddio e uréia no du

to coletor renal de mamifercs e da pele e bexiga urinaria de

anfibios {(BENTLEY, 1964) (4):; {CIRNE & colab., 1981} (9}).

_



As aminas biogénicas e seus derivados participam
do controle dé homeostasia hidrica em anfibios através da mo
dificagdo do fluxo plasmitico renal, em fungio da variagao
do tOnus muscular das arteriolas do glom@rulo (DEYRUP, 1964} -
{13); (WATLINGTON & HUF, 1971) (53); ou do fluxo sangiiineo
na regido cutfnea (CHRISTENSEN, 1974) (10); ou por intermé
dio de efeitos exercidos diretamente sobre a permeabilidade
das membranas (BENTLEY, 1971) (5}, ou, ainda, por meio de
uma modulag@o do efeito hemodinZmico e da resposta da vaso
pressina ac nivel de-membranas {CIRNE & colab., 1981) (38);

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

0s hormdnios esterdides, principalmente os minera
locorticdides atuam no sentido.de reter liquido no organismo
em fun¢ldo de um reaproveitamento maior do sal que seria per
dido na urina. Além dessa ac¢ioc sobejamente conhecida, esses
agentes também interferem com © mecanismo celular de agao do

hormonico antidiurético (BENTLEY, 1971) (5}).

MecanNismo DE AgAo Do ADH EM BEXIGA DE SAPO

Come ja foi mencionado anteriormente, o hormdnio
antidiurético promove aumento notavel do transporte de &agua

através degssa membrana.

Na andlise do mecanismo- de acido do ADH sobre a be
xiga de sapo, podemos considerar essa membrana comc sendo
constituida por duas barreiras em série: a primeira -~ “bar

reira densa" - & formada pela membrana celular luminal da cé



lula epitelial e a sequnda ~ "barreira porosa" - e represen
tada em conjuntc pelas camadas estaciondrias da soluclo adija
cente d membrana luminal; pelo citoplasma e organelas celula
res; pelos espagos intercelulares é'pela camada de colégeno

e fibras musculares que apoiam as células epiteliais.

A Vasopressina s & ativa guando adicionadas do la
do da irrigaclo sangiiinea, isto &, do lado seroso (meio in
terno) da bexiga, e que a ligagdo do hormdnioc a receptores
{dois, pelo menosg) provoca a ativacdo da enzima adenil-cicla
se, a qual esté inéiuida em forma inativa na membrana basola
teral da célula epitelial (ORLOFF & HANDLER, = 1962) (38);
(VIEIRA & MALRIC, 1981) (31). Essa enzima, uma vez ativada
pela vasopressina, cataliza a conversdo de ATP em AMP. no in
terior da célula. O nivel intracelular desse nucleotideo .é
regulado pela enzima fosfodiesterase, a gqual transforma o
AMP ciclico em uma forma inativa (HAYS,.1976) (20)}; cada mo
‘lécula do hormdénioc anti-diurético leva 3 formagio de cerca
de 100 moléculas de AMP ciclico (MALNIC & MARCONDES, 1983)

(35).

Apds a producdo de AMP., o0s eventos nao estdo ain
da totalmente esclarecidos (GOLDEBERG, 1975} (17). Sabe-se
que o AMP. ao 1iqar—se a sub-unidade de uma proteina-quina
se, torna-a ativa e esta, por sua vez, ativa uma fosforila
se-gquinase, a qual atua sobre proteinas de microttbulos e mi
crofilamentos inﬁuzindé a uma agregacdo de particulas na mem
brana luminal. A hipdtese mais aceita atualmente &€ a de que
a fosfﬁrilagéo ou a desfosforilagdo de proteinas de microtd

bulos e microfilamentos & traduzida em ordens para a sinte



se, transporte e incorporacgdo de matrizes proteicas (poros)
na estrutura lipidica da membrana (exocitose) (CHEVALIER &
HUGON, 1974) (8):; (HARMANCI & colab., 1980) (25); {MULLER &

colab., 1980) (37); (WADE & colab., 1981) (52); (De SOUZA &
GROSSO, 1981) (12).

Para a resposta do tecido A vasopressina, sabe-se
que tanto os microfilamentos como os microt@ibulos sdo inde
pendentemente necessdrios para a iniciacio da agregacio de
particulas e do concomitante aumento da permeabilidade a
dgua. Entretanto, somente os microfilamentos sao necessarios
para a manutencao da resposta do tecido é.vasopressina (TAY
LOR & colab., 1973) (50); (TAYLOR & colab., 1975) (51);
{HAYS, 1983} (21).

KOEFOED-JOBNSEN & USSING, 1953 (30) propuseram que
o efeito do hormdnio antidiurético eia no sentido de aumen
tar o diametro dos poros da membrana, de forma que o fluxo
de massa de agua a favor de um gradiente de pressdo (osmoti
ca ou hidrostatica) seria enormemente aumentado pela agdo do
hormonioc (o fluxo de massa de agua éegue a eguacdo de Poi
seuille e, portanto, € preporcionai a 42 poténcia do raio},
enquanto ¢ fluxo difusional de &gua ndo seria t3o aumentado
{o fluxo difusional de moléculas de agua & pro?orcional a
drea disponivel e, portanto, a 28 poténcia do raio) (MALNIC
& MARCONDES, 1983) {35). Essa interpretacdo fol questionada
por HAYS & LEAF, 1962 (1%), que trabalharam com bexiga de sa
po e por SCHAFER & ANDREOLI, 1972 (44) em epitélic tubular
renal, que demonstraram gue a agitacdo das solucOes adijacen

tes & membrana {e a consegliente reducdo das camadas estacio



nadrias) permitia a observacio de valores prdximos a 1 {um)
para a razao entre a permeabilidade obtida em fluxc de massa
e a permeabilidade difusional da agua. Esses dJdados invall
dam, portanto, a hipdtese de que 6 ‘hormBnio antidiurético

atuaria no sentido de aumentar o didmetro dos poros.

Posteriormente, os estudos_de AL-ZAHID & colab.,
1977 (1) e de HEBERT & ANDREOLI, 1980 (26) baseados em cilcu
los da energia de ativacgdo, a partir das variacSes da permea
bilidade a 3dgua em varias temperaturas, apontaram ﬁara a con
clusdo de que o horﬁanio antidiurético aumenta a permeabili

dade a dgua por aumentar o nimero de poros (e ndo por aumen

tar o di3metro dos poros) envolvidos no transporte de agua

através da membrana.

Considerando-se que o ADH eleva, em varios epité
lios, a permeabilidade a agua e também eleva a permeabilida
de a solutos hidrofilicps de baixo peso molecular (ex.:
uréia) levantou-se é hipdtese de que esses solutos atravessa
riam a membrana servindo-se do mesmo poro de permeacaoc a

‘égua. Entretanto, a verificacdo de que a estimulagao pelo
ADH podia ser blogueada especificaﬁente (por ex.: a floretl
na inibe a estimulag¢fo pelo ADH do transporte de uréia mas
nic o de Agua), indica a existéncia de vias de permeagdo di

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

1973) (32}.



AGENTES FARMACOLOGICOS QUE INTERFEREM NO ESTABELECIMENTO DA
AcAo HIDROSMOTICA DA VASOPRESSINA

- cALclo

~ Esse ion & extremamente importante para manter a
permeabilidade normal da béxiga de sapo a agua. Nos epité
lios em geral e na bexiga de sapo, uma diminuicdo da concen
tragao de ions cé;cio do Ringer leva a um aumento da permea
bilidade a agua (HARDY & DiBONA, 1982) (24). Tal modificacio
de permeabilidade € irreversivel, pelo menos guando a concen
tracdo de ions Cat? & drasticamente reduzida {(cerca de 100
vezes), ndo sendo retomada a cdndigéo normal gquando esse ion
& adicionado novamente a preparagao. Por outro lado, para

. gque se processe ¢ efeito da vasopressina de aumentar o fluxo
.de dgua, € necessaria a presenga de concentragic Ootima de
“caleio.

Entretanto, o aumento da concentracédo desse Jlon
inibe a acao da vasopressina, alteréndo de uma maneira signi
ficativa a.permeabilidade osﬁética'da agua {PETERSON & EDEL

MAN, 1964) (42}.

Na bexiga urindria de sapo estd bem estabelecido
que ¢ ifon calcio atua em duas etapas diferentes do  processo
de aumento da permeabilidade a agua induzida pela vasopressi

na (HAYS, 1976) (20):

18) Ao nivel de receptor para a vasopressina ini

bindo a ligac¢Zo desta ao receptor;



22) Ao nivel do sitio da enzima adenilciclase, blo
queando a agao dessa enzima e, portanto, impedindo a trans

formagdo de ATP em 3'53' AMP..

= METIL-XANTINAS

As observagfes indicam que esse tipo de agente fax
macologico atua numa etapa posterior a sintese do 3'5' AMP.,
blogueando a atividade da enzima fosfodiesterase, a qual re
gula o nivel intra—celulér do 3'5" AMP., por promover a trans
formacdo desse nucleotideo em sua forma inativa (5' AMP).
Portanto, pela atuagdo das Metil-Xantinas vai ocorrer um au
mento da permeabilidade osmdtica exercida pela vasopressina,
o que fol comprovado por meio de uma série de dados experi
mentais obtidos principalmente, através de preparagbes “in
vitro®” de bexiga urinaria de sapo (ORLOFF & HANDLER, 1962}

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

- ANESTESiCOS GFRAIS {Meﬁoxifluorana, Halotane}

A atuagdo caracteristica de certos anestésicos ge
rais (voldteis) & no sentido de blogquear a estimulégéo do
fluxo de agua pela vasopressina, sem interferir com a estimu
lacio dos transportes de uréia e sbdio em bexiga de sapo (LE

VINE & colab., 1975) (33).

A inibicdo provocada por esses agentes ndo se veri
fica quando se usa 3'5' AMP. ao invés de vasopressina. Por

tanto, esses agentes atuam numa etapa anterior & da sintese

- 10 -



de 3'5' AMP.; ou ao nivel do sitio da enzima adenilciclase
(bloqueando a acao catalitica dessa enzima), ou ao nivel 4o

receptor hormonal (LEVINE & colab., 1975} (33): (FAHRENHOLZ

& ¢olab., 1984) (15).

- PROSTAGLANDINAS (PgE:, PgE2)

Em bexiga urindria de sapo, as prostaglandinas an

tagonizam a ac3o hidrosmdtica da wvasopressina (ORLOFF &

colab., 1965) {39).

A utilizagdo de drogas do tipo (Indometacina, AAS),
inibidoras da enzima ciclo-oxigenase - que participa da sin
tese de protaglandinas - potencia a acdo hidrosmética da va

sopressiné {SATO & DUNN MICHAEL, 1984} {43).

Os mecanismos egpecificos de interacio entre Pros
taglandinas e vasopressina ndo estado totalmente esclarecidos
ao nivel bioguimico; a hipdtese mais favordvel & a de que as
Prostaglandinas, de um modo geral, produza um blogueio da in
teracio da vasopressina com a enzima adenilciclase (FORREST

& GOODMAN, 1981) ({18].

Entretanto, a ﬁasoPressina, alem do seu efeito de
aumentar a permeabilidade a agua sddic e uréia na bexiga de
gapo, também provoca um aumento da liberaclo de acido araqui
donico de seus sitios de armazenamento, tendo como resultado
um auvmento da sintese de Prostaglandinas nessa estrutura

(ZUSMAN s HANDLER, 1977} {(54): (BURCH & HALUSHKA, 1981) (6).

- 11 -



- DROGAS ANTIMITOTICAS {(Colchicina, Vimblastina, Citochalasi
na)

Na bexiga urindria de sapo estes agentes farmacold -
giqos atuam em varios locais e por mecanismos diferentes, in
terferindo direta ou indiretamenté sobre a a¢do hidrosmdtica
gerada pela vasopressina gsobre essa estrufura, resultando,
como consegilencia, uma diminuicdo sensivel da estimulac3o da

perneabilidade a Agua induzida pela vasopressina.

Os varios mecanismos propostos para a atuacao deg

tes agentes farmacolOgicos (BURCH & HALUSHRA, 1981) (7)

-

L

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

~ Blogueio da formac¢dao e indugédo de efeito desorga
nizader sobre os microtibulos. Esse efeito & caracteristico

da Colchicina & da Vimblastina.

-~ Indugao de efeito desorganizador funcional e es

trutural sobre microfilamentos. Este efeito € caracteristico

da Citochalasina B.

-~ Interferéncia com a agdao do 3'5' AMP., de modo a
ndo permitir que o nucleotideo estimule uma proteina-quina
se, a qual, por sua vez, estaria atuando indiretamente atra
vés de microtibulos e microfilamentos ao nivel da membrana

luminal, induzindeo ao aumento da permeabilidade a agua.

- Estimulacio da sintese de Prostaglandinas. As
drogas antimitdOticas induzem a um aumento da liberacao de
dcido aragquiddnico celular, gue, por sua vez, ira produzir

- um blogueio na formag¢do do complexo vasopressina e adenilci

- 12 =



clase.

A Figura 1 esguematiza os possiveis locais de acdo
das drogas citadas nesta revisado, ac nivel celular da bexiga

de sapo. -
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FIGURA‘l - Esquema dos locais em que as drogas atuam ao nivel celular de bexiga de sapo, interferindo sobre o
efeito hidrosmotico da Vasopressina (adaptado de Hays, R.M., The New England Journal of Medicine, 295:
661-665, 1976)
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A interagdo entre agentes adrenérgicos (catecolami
nas} e peptideos neurofisioldgicos (vasopressina) foi demons
trada em células glandulares, em epitélios e em fibras muscu
ladas (ORLOFF, 1962) (37); (JARD, 1971} (28); {(HAYS, 1983)
{21} . As catecolaminas, principalmente as alfa adrenérgicas,
tem sido referidas como inibidoras do aumento da permeabili
dade a agua na bexiga urindria de sapo induzida pela vaso

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

De uma maneira geral, a ordem de poténcia das dife
rentes catecolaminas é varidvel conforme a estrutura gque es
td sendo estudada, especificamente ao nivel da bexiga wurind
ria de sapo, temos qﬁe o efeito inibidor da Adrenalina &

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

Uma vez que agentes bloqueaﬂores alfa adrenérgices
(ex.: fenoxibenzamina, fentolamina), atuam promovendo o efei
to hidrosmdtico da vasopressina, isto €, impedem gue as cate
colaminas (Adrenalina} exercam o seu efeito inibidor sobre a
acao da vasopressina, fica evidente a participacao de recep
tores alfa adrenérgicos na instalacdo do efeito hidrosmético

desse hormonico (HANDLER & colab., 1968) (22}.

De outra parte o estudo, sobre o efeito das cateco
laminas beta adrenérgicas (ex.: Isoprenalina}), ainda estd em
aberto, ou seja, ndc estd bem estabelecido. HANDLER &
colab., 1968 {22) utilizando a técnica de BENTLEY, 1958 (3),
observaram uma inibic¢do muito discreta cu mesmo uma auséncia
de inibigéo sobre o efeito da vasopressina na promogdo do au

mento da permeabilidade da bexiga a agua.
Em algumas situacdes experimentais foi observado,
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paradoxalmente, uma certa potenciacidc da atividade hidrosmo
tica da vasopressina pela isoprenalina, essa variabilidade
de resultados também foram obtidos por AMBALAVANAR & colab.,
1972 (2). Os autores atribuem essa discrepdncia de observa
¢oes a varia¢des sazonais da permeabilidade normal da bexiga
e da resposta da estrutura a estimulacdo pela vasopressina,
mencionando também, como fator envolvido nessa variabilida
de, o fato de oé resultados terem sido obtidos com anfibios
de diferentes espécies. Nos pericdos nas quais fol observada
a tendéncia ao bloqﬁeio pela Isoprenalina na acao da vaso
pressina, HAND@ER & colab., 1968 (22}, utilizando-se de agen
tes beta blogqueadores (ex.: propranolol), observaram.o retox
no do efeito hidrosmético do hormbnio aos seus valores méxi

mos .

Torna~gse, portanto, necessario um estudo mais apro
fundado do efeito das catecolaminas, principalmente das beta
adrenérgicas, sobre a agdo hidrosmdtica da vasopressina para
permitir melﬁor entendimento da interac¢do entre o hormdnioc e
as catecolaminas, tanto no aspecto guantitativo come qualita

tivo.



PROPOSICAD



Em vista da variabilidade dos resultados observa
dos na literatura com a Isoprenalina sobre a agio hidrosmbti
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
Ireceptores beta adrenérgicos: Adrenalina, Dopamina e Isopre

-nalina sobre a a¢ido hidrosmoOtica da Vasopressina.

2) O papel dos receptores alfa e beta adrenérgicos
na cadeia de eventos que se segue a interacdo da Vasopressi

na com os receptores da membrana celular.
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MATERIAL £ METODOS



A MATERIAL

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 sapidrio, com
dgua em abunddncia, & temperatura ambiente, de onde eram re

metidos para o laboratdrio para a sua utilizagdo.

2 - SOLUGDES E DROGAS UTILIZADAS

1* - Bolugac isotdnica de Ringer Fosfato com osmo

laridade de 250 mOsm/%, com pH = 7,8,

NaCi = 110,0 mM

RCL = 3,5 mM

~ MgCl,.6H20 = 0,5 mM

- Na2BPO4.12H20 = 2,0 mM
- CaC%:;.2H:0 = 1,8 mM

- Ce¢H;1205.H20 = 10,0 mM,

2* - Solucio de Ringer Fosfato (1*) diluida (1:5)

em Agua destilada, com osmolaridade de 50 mOsm/%.

3* - Vasopressina (Pitrgssin)R - Laboratdrio PARKE

-DAVIS - volume utilizado de 1 uil/ml de banho.

4* -~ Dopamina (Revivan}R - Laboratdrio Zambom - vo
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“lume utilizado de 25 pi/m? de banho.

5% - Isoprenalina (Iscproterenol)R = 1:5.000 - Labo

ratorio Santisa - volﬁme utilizado de 10 ul/mi& de banho.

6% - Adrenalina - 1:1.000 - Laboratdrio Hipolabor

- yolume utilizado de 2 ui/ml &e banho.

7* - Propranolol - Laboratdrio Ayerst - volume uti

lizado de 28 ul/m! de banho.

8% - Fentolamina {Reqitina}R ~ Ciba Pharmaceutical

Co., - volume utilizado de 6,3 ul/mf de banho.

BYMETODO

©

- MONTAGEM DA PREPARAGAQ

Foi utilizada basicamente a técnica desenvolvida

por BENTLEY, 1958 (3) para a determinacdo do fluxo de A&qua.

Apds a destruicdo do encéfalo e da medula por meio
de um estilete, procedia~se a exposigio da bexiga .bilobada,
através de incisdo no abdOmem e retirada da mesma para lava
gem em solugdo de Ringer Fosfato (1*). (A manipulagio da be
xiga requer certos cuidados, tais como: a ponta dos dedos do
experimentador e o fio de algoddo que vai ser wutilizado de
vem ser umedecidos previamente em solucdo fisioldgica para

ndo lesar a bexiga). A seguir eram separados os dois lobos e
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introduzido em cada um deles um tubo de polietileno rigido,
com 4 mm de diZmetro externo, amarrando—-se firmemente o teci

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

midade do tubo.

Esse saquinho, em cujo interior fica a face mucosa
do epitélio (correspondente ao compartimento urindrio), era
separado do resto da bexiga, tendo-se o cuidado de deixar o
minimo possivel de tecido remanescente (a fim de facilitar a
gsecagem e, consequentemente, a peségem). 0 conjunto, tubo de

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

A lavagem da face serosa (exterior do saquinho e
gque corresponde a face de contato com ¢ meio interno) era
feita com solugdo de Ringer Fosfato (1*), enquanto o inte
ri@r {face mucosa ou meio externo) era lavado com solugdo de
Ringer Fosfato diluida (2%}, introduéinéo—se através do tubo
uma cdnula de polietilenc (P.E. - 90) ligada & uma seringa;

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

A membrana era, entdco, mergulhada em um béquer que
continha 40 m? de solucdo de Ringex Fosfato (1*}, ficando to
talmente coberta pelo liguido, de forma a coincidir o nivel
da soluclo externa com o menisce da solugdo interna {Ringer
Fosfato diluido (2*)), para gue nao se criasse um gradiente

de pressdo hidrostatica entre as duas solugdes.

s diferencas ocasionals entre o nivel da solucao
externa e o menisco da solugdo interna no tubo, provocadas
pela variagde do tdnus da musculatura lisa da bexiga, ndo de
sempenham qualquer papel significativo scbre o fluxo de agua

nessa estrutura.



Og experimentos foram conduzidos em banho-maria
com temperatura controlada através de um termostato ¢ um ter
mometro, a fim de gue a temperatura do sistema fosse mantida

em torno de (231)°%c,

Durante todo o periodo experimental o compartimen
to seroso foi mantide sob borbulhamento de ar saturado com
vapor de agua {bomba de agquiric), a fim de oxigenar o meio e

proporcionar uma agitagdo constante das solucgtes (Fig. 2).

0Os resultados obtidos com as variagdes de peso
{mg) da bexiga, foram expressos como variag¢des de volume

(u2) , ¢ gue torna mais facil a compreensdo dos mesmos.

ANAL1SE ESTATESTICA DOS DADOS

Os resultados sao apresentados em termos de Média
+ Erro Padr3o da Média (EPM) e a Significdncia (P} foi veri
ficada a partir da aplicagdo do Teste T (Student) para amos

tras pareadas e ndo pareadas {SNEDECOR & COCHRAN, 1956) (45).
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FIGURA 2 - Esquema da montagem para medida do fluxo de Agua através da
bexiga de sapo. (Adaptado de Malnic, G., Marcondes, M., Fi
siologia renal, 1983, pag. 217)
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" PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL



Deve ser ressaltado que na maior parte dos experi
mentos uma hemi-bexiga {(lobo) fol usada para o experimento
propriamente dito, enquanto o outro lobo foi usado para o

controle,

Os saquinhos, ou seja, as bexigas com solucdo iso
ténica de Ringer Fosfato (1%*) (250 mOsm/%), Figura 2, na fa
ce serosa e a solugdo de Ringer Fosfato (2*) (50 mOsm/2%),
Figura 2, na face mucosa, foram deixadas em repousc por 120
minutos {periodo de incubagdo), a fim de se adaptarem as con

digbes "in vitro".

PROTOCOLO EXPERIMENTAL A (Quadro 1)

Foi utilizado quando trabalhamos com ©s agentes
farmacoldgicos (agentes adrenérgicos e hormdnio anti-diuréti

co {Vasopressinall.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL B (Quadro 2)

Foi wtilizado gquando trabalhamos com o agente adre
nérgico {Isoprenalina} combinado com Vasopressina e agentes
blogqueadores alfa ou beta adrenérgicos, respectivamente (fep

tolamina e propranolol)}.

Queremos ressaltar gue ambos 0s protocolos experi
mentais selecionados permitiram sempre a utilizacdo de expe

rimentos pareados, os quals foram conduzidos em hemi-bexigas
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oriundas do mesmo animal, possibilitando, desse mode, a com
paragdo entre os valores obtidos no periodo inicial (contro
le) e num periodo experimental-realizado posteriormente na
mesma hemi-bexiga, ou entdo a compafagéo foi feita entre as
hemi-bexigas gémeas, sendo que uma delas serviu como contro
le e a outra como experimental. Dessa forma, a comparacio pe
de ser feita no sentido “horizontal"™ {(entre os periodos rea
lizados na mesma hemi-bexiga) e no sentido "vertical" {entre
os periodos realizados concomitantemente na hemi-bexiga con

trole e na hemi-bexiga experimental).

Apds o periodo de incubacio das‘bexigas, iniciava-
~se o periodo experimental: a bexiga era esvaziada, lavada e
preenchida com solugac de Ringer Fosfato (2%). Enxugava-se
rapidamente a bexiéa com papel de filtro, tomando-se o cuida

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

0 conjunto {(bexiga e tubo) era entdo pesado em uma
balanga de precisdo {Mettler H~35-AR} e colocado no bequer
{40 m&), Figura 2, cuja solug¢do ndo diluida também havia si

do trocada (pesagem inicial).

Apos 30 minutos, retirava-se o conjunto {tubo e be
xiga) do banho e procedia-se a seéagem ¢ pesagem (final}. A
diferenca entre as duas pesagens €& devido ao fluxo de Agua,
movido pelo gradiehte osmoOtico entre as duas faces da membra

na {1¢ periodo experimental}.

Em seguida foram realizados mais trés periodos ex
perimentais, introduzindo-se entdo, os agentes farmacologi

cos, como mneostram os Quadros 1 e 2,



No ultimo pefiodo experimental {49}, Quadros 3 e
4, foi realizado um teste de "contra prova"; a finalidade
deste teste fol de verificar se as be#igas estavam ainda man
tendc a sua integridade funcional é também respondendo aos

agentes farmacoldgicos.

Uma observacédo importante gue se deve ser destaca
da, ainda dentro do procedimento experimental, diz respeito
a utilizagdo da vasopressina {Pitressin}R‘ Uma vez que as am
polas desse hormdnio encontravam-se estocadas hd J& algum
tempo, resolvemos - de forma sistematica - realizar um teste
da éapacidade de atuagdo da vasopressina em cada dia que era
realizado o experimento..ﬁssim, ndo procediamos a abertura
de uma nova ampola da droga enqguanto a aberta nao fosse tg'
talmente utilizada e, a cada dia, uma hemi~bexiga era sele
cionada ac acaso afim de se testar a'capacidade da droga em
promover o aumento do fluxo osmético de dgua através da mem

*

brana.
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QUADRQ 1 - Protocolo'Experimental A

HEMI-BEXIGAS

PERTODOS DE 30 MINUTOS

1e 29 39 490
. Agentes
CONTROLE Controle Controle Vasopressina Adrenérgicos
: Vasopressina
Agentes :
EXPERIMENTAL | Controle Adrenérgicos + Vasopressina

Agentes Adrenérgicos




—-‘IE-

QUABRO 2 - Protocolo Experimental B

HEMI-BEXIGAS

PERIODOS DE 30 MINUTOS

1e 29 e 40
Vasopressina
Vasopressina +
CONTROLE Controle | Vasopressina + Isoprenalina
' Isoprenalina +
Blogueadores
, Vasopressina
. : Vasopressina 4
EXPERIMENTAL Controle + Isoprenalina Vasopressina
Isoprenalina +

Blogueadores




RESULTADOS



I - ADRENALINA

Resolvemos utilizar a adrenalina em nossos experi
mentos pelo fato dessa catecolaminé apresentar atividade tan
to ao nivel de receptores alfa como de beta adrenérgicos e
cujos efeitos sobre a agdo hidrosmética da vasopressina ja
foram testados por diversos autores {HANDLER & ORLOFF, 1968}
(22); (HARDY & DiBONA, 1982) {24); (JARD, 1971) (28), princi

palmente "in vitro®.

Conforme pode ser verificado na Tabela I, a adrena
lina (2 ul/m? de banho), por si sd, ndo afetou a permeabili
dade normal do epitélio é dgua: o fluxo observado foi de
1,02 £ 0,11 (N = 6) ul/min nas hemi-bexigas c¢ontrole para

0,22 (N

H+
L

8,93 6) pi/min na hemi-bexiga experimental, sen
do a diferenga entre as médias n3o estatisticamente signifi

cativa.

Da mesma forma, a adigdo de adrenalina & prepara
¢do, apds a realizagdo de um periodo controle nido levou a al
teracdo significante do fluxo de aAgua entre os dois periodos
— vide Tabela II. Nessa mesma Tabela.e no Grafico 1 pode ser
observado o efeito dramatico da vasopressina {1 pl/mL de ba

nho} sobre o transporte de agua nessa estrutura.

Cmm.o intuito de se verificar o efeito 44 adrenali
na sobre a acdo hidrosmb6tica da vasopressina, uma série de
experimentos (N = 6) foi conduzida em hemi-bexigas gémeas
{provenientes do mesmo animal), sendo gue um grupo recebeu
vagsopressina (1 pi/mf& de banho) e o outro recebeu vasopressi

na em associacdo com a adrenalina (2 ul/m& de banho). Os re
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gultados, ilustrados na Tabelé ITT ¢ no Grafico 2, foram:
22;44 * 0,88 ul/min, nas hemi-bexigas tratadas por vasopres
sina (controle) e 22,36 ¢ 1,35 u&/min nas hemiwbexigas - que
receberam vasopressina e adrenalina simultaneamente (experi
mental). O expressivo bloqueio {49%; P < 0,01) do efeito hi
drosmotico da vasopressina pela adrenalina estd em concorddn
cia com ¢s dados da literatura, principalmente com os de HAN

DLER & ORLOFF, 1968 (22).

Nossos resultados mostraiam também a total reversi
bilidade do efeito bloqueador da adrenalina sobre a agdo hi
drosmbtica da vasopressina. Como mostra a Tabela IV, o fluxo

i de. agua em presenga de vésopressina apds a bexiga ter sido
submetida & lavagem posterior ao tratamento por adrenalina,
apresentou valores de 22,4 * 0,88 (N = 6) u&/min, enquanto
gue em outras bexigas, o fluxo de &gua estimulada por vaso
pressina foi de 23,0 * 2,10 (N = 6) pf&/min, essa diferehqa
’estatisticamente néo siQnifiqante (p > 0,05, teste t, amos

tras nao pareadas).
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TABELA I ~ Efeito da adigao serosal de Adrenalina {2 uil/ml
de banho) sobre o transporte de dgua em hemi-bexi

gas de sapo, isoladas do mesmo animal

FLUXO DE AGUA EM u&/min

NOMERO DO HEMT~BEXIGA HEMI-BEXIGA EXPERIMENTAL
EXPERIMENTO CONTROLE ADRENALINA
1 1,29 | 0,73
2 1,15 0,37
3 0,91 0,85
4 0,87 0,70
6 | 1,31 0,98
X 1,02 0,93
+ £

EPM 0,11 | 0,22

P "N.S8

-~ Periodos experimentais de 30 minutos

- ¥N.85. = N3o Significativo
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TABELA II - Comparagdo entre os efeitos da Adrenalina (2 uL/
md de banho) e da Vasopressina (1 ul/mf de ba

nho) sobre o fluxo osmético de Agua em bexiga de

sapo

_FLUXO DE AGUA FLUXO DE AGUA

pl/min : ul/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 - 8,91 23,61

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

0,71 1,97 | 0,59 13,90

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

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

E: % % +

EPM 0,19 0,22 0,11 0,88

P N.S. < 0,01

- Periodos experimentais de 30 minutos

- N.8. = Nao Significativo
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GRAPICO 1 ~ Comparacido entre os efeltos da Adrenalina (2 u&/mf
de banho) e da Vasopressina (1 u&/mf de banho)
sobre o fluxo osmdtico de Agua em bexiga de sapo.

{6) = NGmero de experimentos.
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TABELA III - Efeito da Adrenalina {2 u&/mi de banho) sobre
agdo hidrosmdtica da Vasopressina (1 ui/m& de
banho) em experimentos pareados conduzidos em

hemi~bexigas provenientes do mesmo animal

FLUXO DE AGUA (uX/min)

NUMERC DO HEMI-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

- Periodos experimentais de 30 minutos
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CRAFICO 2 -~ Efeito da Adrenalina {2 pl/mR de banho) sobre a
gdo hidrosmdtica da Vasopressina (1 pi/mi de ba
nho) em experimentos pareados conduzidos em he
mi-bexigas do mesmo animal.

{6) = Nimero de experimentos.
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TABELA IV - Efeito comparativo entre a Vasopressina (1 ul/mi
de banho) apds Vasopressina associada a Adrenali
na (2 uf/ml de banho) e o controle {(Ringer Fosfa
to (250 mOsm/R)) sobre o transporte de agua em
hémi-bexigas provenientes do mesmo animal

PLUXO DE AGUA (p2/min)

NOMERG DO VASOPRESSINA APOS VASOPRESSINA APGS

EXPERIMENTO  aoopRESSINA + 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

. bt : +

EPM : 2,10 0,88
P N.S.

- Periodos experimentais de 30 minutos

~ N.S8. = Nio Significativo
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11 - DopAMINA

A dopamina € uma catecolamina que apresenta ativi
dade sobre receptores alfa e beta adrenérqicos {GOLDEBERG,
1974) (18), cujos efeitos farmacoldgicos séo bem explorados
ao nivel do sistema cirdio-vascular e do sistema nervoso cen
tral, onde atua como um mediador quimico. Entretanto, os
efeitos dessa droga sobre a fisiclogia celular e sobre os me
canismos de transporte através de membranas, néo estdo total

mente esclarecidos e, nido raras vezes, seguer identificados.

Assim, decidimes investigar os efeitos desta subs

t3ncia sobre a a¢dc hidrosmbtica da vasopressina.

0 efeito dé dopamina (25 uf/mil de banho) sobre o
fluxo de agua foi testado em hemiﬁbexigas provenientes do
mesmo animal de acordo com o protocelo experimental A. Con
forme pode ser observado na Tabela V e no Grafico 3, a adi
¢do de dopamina ao banho (face éerosa ou meio internc} nao
provocou qualquer alteragio significativa da permeabilidade
normal do epitélio a agua: de 1,00 * 0,35 (N = 8} ui/min na
hemi-bexiga controle, para 0,65 * 0,25 (N = 8) u2/min na he
mi~bexiga experimental. Em contraste, conforme mostra essa
figura, pode ser apreciade o efeitc da vasopressina (1 ui/mi

de banho} nas mesmas condigdes.

A associaclo da vasopressina (1 u/mf de banho) a
dopamina (25 u&/m% de banho) & mostrada na Tabela VI e no
Grafico 4; nessa situacio, os valores obtidos foram: 22,85 2
1.61 (N =.8) u&/min na hemi-bexiga controle (somente vaso

pressina) para 7,73 + 0,65 (N = 8) ui/min na hemi~bexiga ex
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perimental (vasopressina combinada com dopamina), sendo a ai
feren¢a entre as médias estatisticamente significativa (P <
0,01), demonstrando que ocorreu um bloqueio da atividade hi

drosmotica da vasopressina.

Objetivando obter maiores detalhes sobre o efeito
blogueador da dopamina sobre a agdo do horménio anti-diuréti
co, foram realizados os experimentos mostrados no Grafico 5.
Pode sér observado nesse Grafico que o efeito blogueador da
dopamina mostrou-se reversivel, j& que a acdo da vasopressi
na foi restaurada no periocdo seguinte (42), realizado sem a
presenga da dopamina. Deve-se notar que os valores obtidos
nesse 42 periodo experiméntal 20,40 ¢ 1,80 (N = 3} uf/min,
{com vasopressina, mas sem dopamina) ndo sdc estatisticamen
te diferentes (P > Q,US; teste t, amostras ndo pareadas) da
gqueles verificados em outros grupos experiméntais nas guais
a vasopressina fol adicionada apbs o periodo controle 22,95
¥ 1,61 (N = 8) ul/min, evidenciandc a total recuperagao da
capacidade de aumento do transporte de Aagua pelo epitélio

gue fora tratado previamente por dopamina.

Na Tabela VII, pode-se observar que no periodo ex
perimental realizado na presenga de dopamina, apdés o fluxo
de dgua ter sido estimuladeo pela vasopressina, os valores de
fluxo foram bem maiores 2,57 * 0,28 (N = 8) ui/min, do que
os valores encontrados na mesma condigido experimental em be
xigas que ndoc tiveram éontato prévio com ¢ hormdnio anti-diu
rético 0,65 * 0,25 (N = 8) ui/min sugerindo um efeito resji

dual da vasopressina nessas condig¢des experimentais.
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TABELA V - Efeito da adigao serosal de Dopamina (25 ui/mi de
banho} sobre o transporte de dgua em hemi~bexigas
de sapo, iscladas do mesmo animal

FLUXO DE AGUA (uf/min)

NOMERO DO HEMI-BEXIGA HEMI~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.5

- Periodos experimentais de 30 minutos

-~ ¥.5. = Nao Significativo
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 GRAFICO 3 ~ Comparacdo entre os efeitos da Dopamina (25 p2/m2
de banho) e da Vasopressina (1 ul/m& de banho)
sobre o fluxo osmdtico de agua em bexiga de sapo,

(8) = NGmero de experimentos.
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TABELA VI - Efeito da Dopamina (25 u%/mf de banho) sobre a
' agdo hidrosmética da Vasopressina {1 ul/mf de ba
nho) em experimentos conduzidos em hemi-bexigas

provenientes do mesmo animal

FLUXO DE AGUA {(p&/min}

NOGMERO DO HEMI-BEXIGA CONTROLE HEMI-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
g 23,23 9,00
X 22,95 . 7,73

+ *
EPM 1,61 0,65
p ‘ < 0,01

~ Periodos experimentais de 30 minutos
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GRAFICO 4 ~ Efeito da Dopamina (25 u&/m% de banho) sobre o
. efeito hidrosmdtico da Vasopressina (1 ui/mi de
banho) em experimentos pareados conduzidos em he
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de banho)} sobre a agidc hidrosmdtica da Vasopres
sina {1 u2/m% de banho)}. Experimentos foram con

duzidos nas mesmas hemi-bexigas.
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TABELA VII - Efeito comparativo entre a Dopamina {25 ul/md

de banhe) apds Vasopressina (1 ul/mi de banho)
e o controle (Ringer Fosfato (250 mOsm/%)) so
bre o transporte de adgua em hemi-bexiga prove

nientes do mesmo animal

FLUXO DE AGUA {p2/min)

NOMERO DO DOPAMINA APOS DOPAMINA APOS
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 3,5.4 ' ' 0,42
7 2,93 0,17
8 3,54 2,32
X 2,57 0,65
+ *
EPM 0,28 : 0,25
P

< (3,01

~ Pericdos experimentais de 30 minutos
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[11 - ISOPRENALINA

Os resultados de HANDLER & ORLOFF, 1968 (22) suge
rem que 0 efeito blogueador das catecolaminas sobre a acgio
hidrosmética da vasopressina, seria exercido mediante a ati
vagdo de receptores alfa adrenérgicos presentes na face ba
sal-lateral (serosa, meio interno) da membrana da bexiga uri
naria de sapo. Por outro lado, esses autores obtiveram resul
tados altamente variaveis com a isoprenalina, uma catecolami
na conhecida como a.ativadora por exceléncia dos receptores
beta adrenérgicos, os quais, ao contrario dos receptores al
fa adrenérgicos, ativam a enzima adenilciclase quando sd3o es
timulados. Dessa ﬁaneira, obtém-se em conseqiéncia um aumen
+0 da concentracio de AMP ciclico {DE SOUZA & GROSS0, 1681}
{11) e,”por conseguinte dever-se-ia esperar uma estimulacéo

do fluxo de agua através das membranas celulares.

Chijetivando contribuir com o estudo do processo de
intexagéo daé catecolaminas com membranas e a sua interferég
cia com os efeitos celulares da vasopressina sobre o epitg
lio urinario, resolvemos utilizar essa droga nos nossos expe

rimentos.

A adigio de isoprehalina (10 u&/mi de banho) aoc ba
nho {meio ihterno,-face serosa) nao levou a alteracgdoc da pexr
meabilidade normal do epitélic a &gua conforme & mostrado na
Tabeia VIII. Para efeito de comparagldo o Grafico 6 apresen
ta, também, os resultados obtidos com a vasopressina {1 u&/

mf de banho) nas mesmas condigdes.

A Tabela IX e o Grafico 7 ilustram o efeito da isg
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prenalina sobre a acdo da vasopressina, em experimentos pa
reados (N = 7} conduzidos em prepara¢Ses de hemi-bexigas (gé
meas} retiradas do mesmo animal. Os resultados mostram que
essa catecolamina sintética induz_é um blogueio discreto,
mas significativo (P < 0,05), do efeito hidrosmdticoe da va
sopressina, embora esse efeito nio seja téo evidente como os

exercidos pela adrenalina e dopamina.

Em comparagao com a £otal reversibilidade do efei
to da dopamina e adrenalina, fol notado que o discreto efei
to blogueador da isoprenalina sobre a agdo hidrosmdtica da
vasopressina parece nio ser re?ersivel. Conforme pode ser ob
servado na Tabela X, o© fiuxo de agua em presenca de vasopres
sina ap0s a bexiga ter sido submetida 3 lavagem posterior ao
tratamentoe por isoprgnalina, apresentou valores de 20,99 =
1,94 (N = 7) ui/min, enquanté gue em outras bexigas, o fluxo
de agua estimulado por vasopressina foi de 27,30 * 2,83
(N = 7) uil/min, sendo essa diferenga estatisticamente signi

ficante (P < 0,05; teste t, amostras ndo pareadas).

Na Tabela XI pode-se observar que a adigdo de iso
prenalina isoladamente apds a instalagdo do efeito do hormd
nic anti-diurético na membrana, levou 3 obtencac de valores
malores (P < 0,05) que os cbservados no periqdo com isoprena
lina apds o controle, revelando novamente um efeito duradou

ro da vasopressina sobre o epitélio.

Com o intuito também de se avaliar com mais profun
didade os eventos gque poderiam estar ocorrendo mediante a
ativagdo dos receptores alfa e beta adrenérgicos, resolvemos

utilizar bloqueadores especificos para esses receptores, em
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associagao a isoprenalina.

A Tabela XII e o Grafico 8 ilustram o efeito do
agente blogueador beta adrenérgico {propranolol {28 ui/mf& de
.hanho)) sobre o efeito da isoprenalina na ag¢ado da vasopressi
na, em experimentos parea&os conduzidos em preparagdoc de he
‘mi~bexigas (gémeas) retiradas do mesmo animal. Pode ser ob
servado, além do blogueio ja descrito da isoprenalina sobre
o efeito hidrosmbtico da vasopressina, que a adicdo de pro
pranclol na hemi-bexiga experimental nao provocou alteragao
do fluxo de agua em relagdo ao observado na outra hemi-bexi
ga {controle) nas mesmas condicfes (vasopressina associada a
isoprenalina); sendo os valores observados de: 13,24 % 1,29
(N = 6) ul/min na hemi-bexiga na situagdo controle, para
12,00 = 1,08 (N = 6) uwl/min na hemi-bexiga experimental (pre
senca de vasopressina associéda & isoprenalina e ao proprang

lol).

A Tabela XIII e o meéma Grafico 8, ilustram o
efeito do agente blogueador alfa adrenérgico (fentolamina
(0,3 u&/mi de banho)) sobre o efeito da isoprenalina associa
da 3 vasopressina, também em experimentos pareados conduzji
dos em preparagoes de hemi-béxigas {gémeas) retiradas do mes
mo animal. Conforme pode ser observado na hemi-bexiga contro
le {(vasopressina assoclada a isopreﬁalina) o fluxo foi de:
14,69 + 1,29 (N = 6) ul/min, enguantc gue na hemi-bexiga ex
perimental {(vasopressina combinada com isoprenalina e fento
lamina), o fluxo foi de: 17,40 % 1,53 (N = 6) ui/min, sendo
a diferenca entre as médias estatisticamente significativa

(P < 0,05}, indicandoc um aumento da atividade hidrosmdtica
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da vasopressina nessas condigles. Esta mesma tabela ilustra
o efeito blogueador da isoprenalina sobre ¢ hormdnio anti-

~diurético, j& descrito em outros grupos experimentais.



TABELA VIII - Efeito da adigdo sercsal de Isoprenalina
(10 u2/m? de banho) sobre o transporte de Agua
em hemi-bexigas de sapo, isoladas do mesmo ani

mal
FLUXO DE AGUA {uf /min)
NOMERO DO HEMI-BEXIGA HEMI«-_BEXI GA EXPERIMENTAL
EXPERIMENTO CONTROLE ISOPRENALINA
1 0,89 8,51
3 0,56 1,25
4 1,05 1,61
5 | O F3 67 * | 1 r 31
6 0,67 1,84
7 1,43 1,58
X 1,18 - 1,22
+ ' *

EPM 0,29 0,20

P N.S.

-~ Periodos experimentais de 30 minutos

- ¥.§. = Nio Significativo

-53--_'



"
B .
€ = CONTROLE
150= ISOPRENALINA
VP = VASOPRESSINA
20}~
£
E
e,
S
z
[T%]
2
2
8
2
o
ank
.
10}
(7)
T t;?'} (7}
.
° c 150 ¢ VP

GRAFICO § - Comparacio entre os efeitos da Isoprenalina
{10 ul/mt de banho) e da Vasopressina {1 ui/ml
de banho} sobre o fluxo osmOtico de &agua na bexi
ga de sapo. '

(7)

i

Nomero de experimentos.

- 54



TABELA IX ~ Efeito da Isoprenalina (10 uf/m? de banho) sobre
a agdo hidrosmdtica da Vasopressina {1 ui/mf de
banho) em experimentos conduzidos emnm hemi-bexi
gas provenientes do mesmo animal

FLUXO DE AGUA (uf/min)

NOMERO DO HEMI~BEXIGA CONTROLE HEMI~BEXIGA EXPERIMENTAL

EXPERIMENTO VASOPRESSINA VASQPRESSINA + 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

- Periodos experimentais de 30 minutos
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GRAFICO 7 -~ Efeito da Isoprenalina (10 uf/mf de banho) sobre
o efeito hidrosmbtico da Vasopressina (1 u/mf
de banho} em experimentos pareados conduzidos em
hemi“béxigas do mesmo animal.

{7) = Namero de experimentos.
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TABELA X -

Efeito comparativo entre a Vasopressina {1 ul/mi
de banho) apés Vasopressina (1 uf/ml de banho) as
sociada a Isoprenalina (10 u?/m? de banho} e o
controle {Ringer Fosfato (250 mOsm/%)) sobre o
transporte de dgua em hemi-bexigas provenientes
do mesmc animal

FLUXO DE AGUA (ul&/min)

NOMERO DO VASOPRESSINA APOS VASOPRESSINA APOS
EXPERIMENTO  ¢aOPRESSINA + ISOPRENALINA CONTROLE
1 18,38 29,20
2 18,92 24,60
3 27,70 35,07
4 12,48 | 36,68
5 20,30 16,72
6 25,87 19,37
7 23,30 29,30
X 20,99 27,30
+ +
EPM 1,94 2,83
p < 0,05
- periodos experimentais de 30 minutos

|...-57...



TABELA XI - Efeito comparativo entre a Isoprenalina (10
#e/mi de banho) apds Vasopressina (1 uf/m¢ de ba
nho} e o controle {(Ringer Fosfato (250 mOsm/1))
sobre o transporte de dgua em hemi~bexiga prove
niente do mesmo animal

FLUXC DE AGUA {(uf/min)

NOGMERO DO ISOPRENALINA APOS ISOPRENALINA APGS
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
-3 =3
EPM 8,27 0,20
P _ < 0,05

- Periodos experimentais de 30 mihutos
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TABELA XII ~ Efeito da adigdo de Propranolol (28 u2/ml de banho) sobre o bloqueio praduzldo pe
la Isoprenalina (10 pi/m% de banho) da a¢do hidrosmdtica da Vasopressina (1 uf/mf
de banho) em experimentos pareados conduzidos em hemi-bexigas provenientes do mes
mo animal. Esta mesma tabela ilustra o efeito da Isoprenalina {10 uf/mf de banho}
sobre acdo hidrosmdtica da Vasopressina (1 pi/ml de banho)

HEMIREXIGAS A | HEMIBEXIGAS B
COMERO DO VASOPRESSINA + VASOPRESSINA + ggggggﬁggigi i
EYPERIMENTO VASOPRESSINA ISOPRENALINA ISOPRENALINA PROPRANGLOL
{CONTROLE) {EXPERIMENTAL) (CONTROLE) (EXPERIMENTAL)
1 13,23 12,71 9,38 13,16
9 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
T 17,58 12,10 13,24 , - 12,00
t e + e
EPM 2,61 1,57 1,29 1,08
p < 0,05 : N.S.

- 0s resultados sdo expressos em ul/minuto
~ Periodos experimentais de 30 minutoes
- N.§8. = Nao Significativo
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GRAFICO 8 - Comparacdo entre os efeitos do propranclol
{28 pi/mi de banho) e da fentolamina (0,3 ul/mi
de banho) sobre o efeito produzido pela Isopre
nalina (10 p2/m& de banho) na agao hidrosmdtica
da Vasopressina (1 ul/m& de banho) em hemi-bexi
gas de sapos, isolados do mesmo animal.,

{(6) = Namero de experimentos. _
* = Significante (P < 0,05} em relagdo ao con

trole {Vasopressina + Igoprenalina).

- G0 -



- 19 -

TABELA XIII -~ Efeito da adigBo de fentolamina (0,3 uil/mi de banho} sobre o blogqueio produzido

pela Isoprenalina (10 ui/mi de banho) na agdp hidrosmdética da Vasopressina
{1 u¢/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 ul/m? de banho)} sobre acldc hidrosmbotica da Vasopressina {1 ul/m2 de banho)

HEMIBEXIGAS A HEMIBEXIGAS B
NOMERO DO VASOPRESSINA + VASOPRESSINA + ¥§§g§§§§§§g§ :
EXPERIMENTO VASOPRESSINA ISOPRENALINA ISOPRENALINA EENTOLANINA
: (CONTROLE) {EXPERIMENTAL) {CONTROLE) {EXPERIMENTAL)
1 16,81 13, 46 13,97 20,04
2 22,66 17,00 , 18,56 19,76
3 18,95 13,57 16,22 21,09
4 14,84 " 12,09 14,23 15,17
5 19,17 13,55 15,97 17,22
5 11,97 9,19 9,20 11,15
% 17,40 13,14 14,69 _ © 17,40
+ E: + *
BPM 1,52 1,03 1,29 1,53
p < 04,01 ' < 0,05

- Os resultados sio expressos em uf/minuto

- Periodos experimentais de 30 minutos



DISCUSSRO



Com relagdo a metodologia por nds empregada para
medida do fluxo de &gua, pode~se afirmar que a mesma, em vir
tude da sua simplicidade e, principalmente, da sua reproduti
bilidade, vem sendo largamente empregada, coﬁfome se depreen
de com o grande nimero de citagbes na literatura, das quais
poderiamos mencionar, como exemplo, os trabalhos de HANDLER
& colab. (1968) (22); JARD {1971} (28); HARDY & colab. (1982)
(24).

Foi demongtrado gque possiveis fontes de erro, tais
come a secagem durante as pesagens e as variacdoes do tdénus
muscular da bexiga, nado levam a alterag¢les significantes da
medida do fluxe, j& que as variacles de peso devidas ao trans
porte de dgua sdo bem maiores que aquelas devidas &s citadas

interferéncias.

Uma critica gque pode ser feita a este sistema &
que se trabalha com um gradiente de pressio osmética que nio
& mantido constante, sendo éue 0O mesmo podéria ser reduzido
durante o proprio periodo experimental. Entretanto, SILVEIRA
{1972) (45) verificou gque a variacgdo de peso da bexiga é 1i
near em relacdo ao tempo no periodo experimental de 40 minu
tos, © gue comprova que ¢ gradiente inicialmente estabeleci
do nos nossos experimentos ndo deve se alterar significante
mente, j4 gue utilizamos periodos de 30 minutos. Além disso,
nos nossos experimentos, o volume do compartimento seroso
foi de 40 ml, o gque contribui para minimizar ainda mais esse

possivel fator de erro.

o

Examinando os dados obtidos por HANDLER &  colab,

{1968) {22) em bexiga de sapo, observamos gque a utilizacdo
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de agentes blogueadores alfa e beta adrenérgicos {(fentolami
na e propranolol, respectivamente} nio interferem com a reg
posta do tecido a vasopressina. Dessa forma, pode-se supor
gue nessa estrutﬁra, 0s raceptares.da membrana para a vaso

pressina e para os agentes alfa e beta adrenérgicos seriam

distintos.

Os nossos resultados, como mostram os Graficos 3,
5 e 8, confirmam, de uma maneira geral, eésas ohservagdes,
Verificamos que na ausé@ncia de vasopressina, a permeabilida
de da membrana & dgua & baixa e que a adi¢do de catecolami
nas (tanto adrenalina (2 uf/mf de banho), como dJopamina
{25 u&/m% de banho}, ou isoprenalina {10 ui/m¢ delbanho}} ao

banho ndo altera esgsa situacdo.

Verificamos, também, por outro lado, que a associa
¢ao da vasopressina (1 ui/mf de banho) com qualguer uma des
sas catecolaminas, leva a um blogqueio do efeito hidrosmdtico
da vasopressina, como mostra o Grifico g, .na qual os efei
tos da adrenalina, dopamina e isoprenalina s3o comparados em

termos de porcentagem de inibicdo.

Analisando os nossos resultados guanto & reversibi
lidade do efeito bloqueé&or das catecolaminas (Isoprenalina
e Dopamina) sobre acgdo hidrosmotica da vasopressina, verifi
camos que a dopamina apresenta revefsibilidade de efeito, en
guanto o blogueio apresentado pela isoprenalina ndo & rever

sivel,

E sabido que a ativagdo de receptores beta adrenéy
gicos provoca um aumento da concentragdo de AMP ciclico

{HANDLER & colab., 1965} (23). Dessa forma esperar-se-ia uma
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exacérbaqéo e nio um bloqueio do efeito da vasopressina, pe
lo emprego de agentes beta adrenérgicos, principalmente a-
isoprenalina. Contrariamente a essa hipOtese, observamos a
um discreto, mas significativo, blbqueio da {ordem de 16%)

do efeito hidrosmodtico da vasopressina.

Antes de analisarmos esses resultados, descrevere
mos um modelo proposto por LEWITZKI {1982} (34), gue servira

de suporte para essa andlise.

Este modelo detalha a ativacdc e a inibicBo da en
zima adenil~ciclase por hormdnios a nivel molecular: segundo
esse modelo, a estimulacdo dessa enzima requer a presencga,
numa concentracao Otima, de Guanosina Trifosfato (GTP). Desg
sa forma, o sistemg seria composto de trés wunidades funcio
nais: 19) o receptor para o hormdnio ou para © neurotransmig
gor; 29) a unidade proteica que, ao manter ¢ GTP em niveis
adequados, regularia a atividade da enzima adenil-ciclase;
30} a unidaae catalitica da molécula da enﬁima adenil-cicla
se, que promove a transformacdo de ATP em AMP ciclico. Esse
autor propés gque os principais eventos na ativagido da adenil
~-ciclase sao o encontro bimolecular entre ¢ agonista e o re

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

reguladora e a unidade catalitica, de outro.

Examinandc esse modelo, duas hipdteses poderiam
ser aventadas para 0s nossos resultados: 12) uma participa
¢cd30 dos receptores beta adrenérgicos na ativagdo ou inibicgao
da unidade reguladora do complexo enzimdtico, de forma que a
concentracio o6tima de GTP ou nidc fosse atingida ou fosse lar

gamente ultrapassada; 29} uma acdo da isoprenalina sobre re
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ceptores alfa adrenérgicos dessa membrana, os quais, compro

vadamente, levam a um blogqueio do efeito da Vasopressina.

Essa ultima hipdtese parece ser a mais 'plausivel,
j& que em nossos experimentos, com a adigdo simult3nea de
isoprenalina (10 ui/mi de banho), de um agente beta bloguea
dor (propranolol (28 ui/mi de banho)) e de vasopressina (1
u2/mf de banho) ao banhe, continuou-se a verificar o blo
queib do efeito hidrosmdotico do hormdnio, ao contrario do
que ocorren quando da utilizac¢d@o dessa catecolamina associa
da a um agente_alfa.adrenérgico (Fentolamina {0,3 ui/mi de
banho}) e & vasopressina. Nessa situacado verificou—-se uma 1i
beragdo do efeito hidrosmdtice da vasopressina, como mostra

o Grafico 10.

Da mesma forma, a ativacdo de possiveis receptores
dopaminérgicos na bexiga de sapo deveria, a exemplo de ou
tros tecidos (KEBABIAN & colab., 1979} (29), levar a wum au
mento da concentracdo de AMP ciclico e, poitanto, a um efei
to sinergistico em relagdo a agdo da vasopressina. Nesse <ca
50, 0 bloqueio da ag¢do do horménio pela dopamina na bexiga
de sapo parece ser decorrente de.uma atividade dessa catecg

lamina sobre receptores alfa adrenérgicos, os gquais, segura

mente estio presentes nessa estrutura.
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CONCLUSOES



Baseando-se na analise dos resultados obtidos, po.

demos concluir que:

1 - A adigdo isolada de cada uma das catecolaminas
estudadas ndo altera a permeabilidade normal do epitélic 2

aguas

2 - 0s receptores para a vasopressina e para os

agentes adrenérgicos estudados sfo distintos;

3 - Os agentes adrenérgicos provocam um blogueio

do efeito hidrosmdtico da vasopressina em bexiga de sapo;

4 ~ Agentes adrenérgicos do tipo adrenalina e doég
mina promovem um blogueio marcante (da ordem de 50%), o qual

é reversivel, enquanto a isoprenalina induz a um bloqueio

s

digscreto {da ordem de 16%), o qual nao & reversivel;

5 - A assoclagdo da isoprenalina, vasopressina e
de um agente blogueador beta adrenérgico {propranclol}, nao
restaurou ¢ efeito da vasopressina. Ao contrario, a associa
¢do de um agente blogueador alfa adrenérgico (fentolamina) a
isoprenalina e & vasopressina, restaurou o efeito do hormd
nic, evidenciando a participagao de receptores alfa adrenar
gicos no fendmeno de blogueio da acdo hidrosmbtica da vaso

pressina pelas catecolaminas,



SINOPSE



0 presente trabalho relaciona a manipulagao de re
ceptores adrenérgicos por diversos agentes farmacoldgicos
com a agi3o hidrosmdtica da vasopressina em bexiga de sapc. ©
fluxo de agua foi medido pelo método de BENTLEY, 1958 (3},
que consiste na determinac¢do gravimétrica do fluxo de volume
gquando se impGe uma diferencga de pressSo osmdtica entre as
duas faces da membrana. Foi constatado que, em condicdes de
controle ou somente em presenga de agentes adrenérgicos, o
fluxo de &gua apresentou-se com valores muito\baixos (da or
dem de 1 pf/min) a despeito de gradiente osmotico de conside
ravel magnitude (4,5 atm). Foi evidenciada, também, a inde
pendencia entre 0s recepﬁores para a vasopressina e para os
agentes adrenérgicos. Na presenga de vasopressina {1 p2/mi)
o fluxo de Agua aumenta extraordinariamente {cerca de 20-30
vezes), num processo mediado 'pelo AMP ciclico. A ativacdo de
receptores adrenérgicos por adrenalina (2 uf/ml) provocou um
blogueio significativo (da ordem de 50%) da agdo hidrosmoti
ca da vasopressina. Efeito semelhante, embora de maior magni
tude, foi observado pela adigao ae dopamina {25 ui/mf), a
gqual, além &elatuar sobre receptores adrenérgicos, atua tam

bém sobre receptores dopamindrgicos.

A isoprenalina {10 pi/mi) induziu a um bloqueio
discreto (cerca de 16%) da acdo da vasopressina. Associando-
~ge essa catecolamina a um agente beta blogqueador ({proprano
1ol (28 ui/m&})} persistiu a observagao do blogueioc discreto
da acdo da vasopressina. Por outro lado, a associacdo da
isoprenalina a -um ggenﬁe alfa bquueador (fentolamina

(0,3 ub/mi)) levou a observag¢g@o do pleno restabelecimente da
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acdo da vasopressina, evidenciado a participagido de recepto
res alfa adrenérgicos no bloqueio do efeito hidrosmbtico da
vasopressina pela isoprenalina e caracterizando, na bexiga
dé sapo, uma interag¢do entre essa catecolamina e receptores

alfa adrenérgicos.
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SUMMARY



The present work correlates adrenergic receptor
manipulation by several pharmacological agents to the hydrog
motic response of the toad urinary bladder to vasopressin.
Water flow was measured by the technique 0of BENTLEY ({19538)
{3} which consists of the gravimetric detefmination of the
volume flow when an osmotic pressure difference is imposed
between the twe faces of the membrane. It was observed very
low values for the water flow (about 1 uf/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 reéeptors could be demonstrated. Vaso
pressin {1 uf/m&) increased extraordinarily the water flow
{about 20-30 times) through a cyclic AMP-mediated process.
The adrenoceptor activation by epinephrine.{z wh/mi) lead to
a significant blockage {(about 50%} of the hydrosmotic action
of vascpressin. Similar results, although in a higher extent,
were observed by the addition of dopamine (25 ul/mg) which
interacts not only with the adreﬁoceptors but also with dopa
minergic receptors. A small blockage (about 16%) of the
vasopressin effect was seen by the use of isoproterenocl
{10 u2/mR). The associaticn of this catecholamine to a beta-
~adrenoceptor blocking drug (propranclol {28 ul/mi)} resulted
in a discrete decrease of the vasopressin effect. On the
other hand, association of isoproterenol to a alpha-adreno
ceftor blocking drug (phentolamine {0,3 ui/mi}) restored the
effect of vasopressin, evidencing a role for alpha-adrenocep

 t0rs on the blockage of the hydrosmotic effect of wvasopreg

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

- 75 -



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



1 - AL~ZAHID, G.; SCHAFER, J.A.; TROUTMAN, S.L.; ANDREQLI,

T.E, Effect of antidiuretic hormone on water and so
lute permeation, and the activation energies for thg

se processes, in mammalian cortical collecting tubu

les. J. Membrane Biol. 31:103, 1977.

2 - AMBALAVANAR, S,R.; FOSTER, W.; SCHNIEDEN, H. EBEffects of

sympathomimetics on water movement across toad isola

ted bladder. J. Pharm. Pharmacol. 24:501-502, 1972.

3 -~ BENTLEY, P.J. The effects of neurohypophysial extracts

on water transport across the wall of the isclated

urinary bladder of the toad Bufo marinus. J. Endocri

nol. 17:201-209, 1958.

Physiological properties of the isolated £frog

bladder in hyperosmotic solutions. Comp. Biochem. Phy

siol, 12:233-239, 1964.

IN: Endocrine and Osmoregulation, Springer-

~-Verlag, Berlin, ed. by B. Berde, 1971, pag. 161-197.

6 — BURCH, M.R. & HALUSHKA, P.V. The role of thromboxane

A, in the control of vasopressin-stimulated water

filow in the toad urinary bladder. Ann. Ny. Acad. Sci.

372:204~-205, 1981.

- TT -



7 - BURCH, M.R. & HALUSHKA, P.V. Inhibition of Prostaglan
din Synthesis Antagonizes the Colchicine - Induced Re
duction of Vasopressin -~ Stimulated Water Flow in the

Toad Urinary bladder. Mol. Pharmacol. 21:142-149,

1981.

8 ~ CHEVALIER, J. & HUGON, J.A. Membrane - associated par
ticles: distribution in £frog urinary bladder epil
thelium ar rest and after oxytocin treatment. Cell

Tigsue Res. 152:129, 1974,

9 ~ CIRNE, B.R.; REIS, H.A.; SILVEIRA, J.E.N. 8kin water up

take and renal function in the toad. Comp. Biochem.

Physiol. 69A:219-224, 1881.

10 -~ CHRISTENSEN, C.U. Adaptation in the Water economy of

some anuran amphibia. Comp. Biochem. Physiol., 47A:

1035-1049, 1974,

11 - DE 80UZA, R.C. & GR0OSS0, A. Osmotic Water Flow Across

the Abdominal Skin of the toad Bufo marinus: Effect

of vasopressin and Isoprenaline. J. Physiol. (Paris)

77:281-295, 1981.

12 ~ s  FPORSKOLIN Mimics the Hydrosmotic Action of
Vasopressin in the urinary Bladder of Toads Bufo mg ¢

rinus. J. Physicl., 365:307-318, 1985.

- 78 -



13 - DEYRUP, I.J. IN: Physiology of the Amphibia, ed. by
John A. Moore, Academic Press, New York, 1964, pig.

251-328.

14 - DIAMOND, J.M. Solute-linked water transport in epithe

lia. 1IN: HOFFMAN, J.P. {ed.) Membranes transport

processes. Ny. Reaven Press, 1978, Vol. 1, pag. 257.

15 - FAHRENRQLZ, F.; BOER, R.; CRAUSE, P.; FRITZSCH, G.:
GRZONKA, Z. Interacions of Vasopressin Agonists and

Antagonist with Membrane Receptors. Eur. J. Pharma

col. 100:47~58, 1984,

16 - FORREST, J.N. & GOODMAN, D.B.P. pH Depedent Prosta
glandin E, production and somatostatin: Modulators

of the Action of Vasopressin in the toad urinary

bladder. Ann. Ny. Acad. Sci. 372:180-193, 1981,

17 ~ GOLDEBERG, D.N. Cyclic nuclectides and cell function.

IN: Cell Membranes, 12 ed., H.P. Publishing Co.,

Inc. Publishers, 1975, Chapter 19, pg. 190,

18 - GOLDBERG, L.I. DOPAMINE -~ Clinical uses of an endp

genous catecholamine. New Eng. J. Med., 291:7067~710,

‘1974.

19 - HAYS, R.M. & LEAF, A. Studies on the movement of
water through the isolated toad bladder and its modi

fication by vasopressin., J, Gen. Physiol. 45:905-912,

1962. :
- 79 -



20 - HAYS, R.M. Antidiuretic Hormone. Seminars in Medicine

of the Beth Israel Hospital, Boston. New Engl. J.

Med., 295(12):659~665, 1976.

2l - ——————— Alteracion of luminal membrane structure by

antidiuretic hormone (Review)}. Am. .J. Physiol. 245(5)

~289C, 1983.

22 - HANDLER, J.5.; BENSINGER, R.: ORLOFF, J. Effect of adre
nergic agents on toad bladder response to ADH, 3'S!

AMP, and theophylline. Am. J. Physiol. 215{5}):1024-

1031, 1968.

23 -~ HANDLER, J.S.; PRESTON, A.S.; ORLOFF, J. Effectof adre
nal steroid hormones on the response of the toad;s

urinary bladder to vasopressin. J. Clin. Invest. 48:

823, 1969,

24 - HARDY, M.A. & DiBONA, D.R. Extracellular cat? and the
effect of antidiuretic hermone on the water permea
bility of the toad urinary bladder: An example of

flow induced alteracion of flow. J. Membrane Biol,

67:27-44, 1982.

25 - HARMANCI, M.C.; STERN, P.; KACHADORIAN, W.A.; VALTIN,
H.; DISCALA, V.A. Vasopressin and collecting duct
intramembranous particle clusters: a dose-response

relationship. Am. J. Physiol. 239F:560, 1980.

- 80 -



26 - HEBERT. 8.C. & ANDREQOLI, T.E. Interacions of tempera

ture and ADH on transport processes in cortical

collecting tubules. Am. J, Physiol. 238:470F, 1980,

27 - HERRERA, F.C. Membranes an ion transport - Frog skin

and toad bladder. Interscience 3:1-47, 1971.

28 - JARD, S. The mode of action of ADH. J. Physiol. (Pa

riS}; _§§:99“146; 1971»

29 ~ KEBABIAN, J.W. & CALNE, D.B. Multiples receptors for

dopamine. Nature 277:93-96, 1979,

30 ~ KOEFOED~JOHNSEN, V. & USSING, H.H. The contributions
of diffusion and flow to the passage of H,0 through

living membranes. Acta Physiocl. Scand. 28(60}, 1953.

il - LACAZ~VIEIRA, F. & MﬁiNIC, C. IN: BIOFISICA. 12 ed.,
Rio de Janeiro, Editora Guanabara Koogan, 1981, cap.

15, p. 348.

32 - LEVINE, S5.D.; FRANKI, N,; HAYS, R.M. Effect of phoretin
on water and solute movement in the toad bladder. J.

Clin. Invest. 52:1435~1442, 1973.

33 - LEVINE, S.D.; LEVINE, R.; \WORTHIN.GTON, R.; HAYS, R.M,

Selective onhibition of osmotic water flow in toad
5 LR

urinary bladder by general anesthetics. Proc.

Riophys. Congres., p. 68, Copenhagen, 1975.

-,81-



34 - LEVITZKI, A. Activation and inhibition of adenylate

cyclase by hormones: mechanistic aspects. Trends

Pharmacol. 3:203-208, 1982.

35 - MALNIC, G. & MARCONDES, M. 1IN: FISIOLOGIA RENAL. 22

ed., Sac Paulo, E.P.U., 1983, cap. 10, p. 181, 183.

36 - MULLER, J.; KACHADORIAN, W.A.; DISCALA, V.A. Evidence
that ADH-stimulated intramembrane particle aggrega
tes are transferred from cytoplasmic to luminal mem

branes in toad bladder epithelial cells. Journal of

Cell Biology 85:83-95, 1880.

37 - ORLOFF, J. & HANDLER, J.S. The similarity of effects
of vasopressin, adenosine 3'5' -~ phosphate ([cyclic
AMP) , and theophylline on the toad bladder. J. Clin.

Invest. 41:702-709, 1962,

38 - crmeee——  The celunlar mode of action of antidiuretic

hormone. Am. J. Med. 36:686, 1964.

39 - QRLOFF, J.; HANDLER, J.S8.; BERESTRON, S. Effect of
Prostaglandin (PgE;} on the permeability response of
toad bladder to vaéopressin, theophyline and adenosi

ne 3'5' Monophosphate. Nature 205:397, 1965.

40 -~ PALMER, G.L. & LORENZEN, M. Antidiuretic hormone~de
pendent membrane capacitance and water permeability

in the toad urinary bladder. Am. J. Physiol. 244:

195F-204, 1983,
- 82 -



41 ~ PEACHEY, L.D. & RASMUSSEN, H. Structure of the toad's
urinary bladder as related to its physiology. J.

Biophys. Biochem. Cytol. 10:529-553, 1961,

42 - PETERSON, M.J. & EDELMAN, I.8. Calcium inhibitién of

action of vasopressin on the urinary bladder of the

toad. J. Clin. Invest. 43:583, 1964,

43 - SATO, M. & DUNN MICHAEL, J. Interactions of vascpresg
sin, protaglandins, and cAMP in rate renal papillary

collecting tubule cells in culture. Am. J. Physiol.

247:423F-433, 1984.

44 - SCHAFPER, J.A. & ANDREOLI, T. Cellular constraints to
Adiffusion. The effect of antidiuretic hormone on éﬂ
ter flows in isclated mammalian collecting tubules.

J. Clin. Invest. 51;1264, 1872.

45 - SILVEIRA, J.E.N. Fluxo de dgua em bexiga isolada de sa

po em funcgic da constituicdo do meio. Botucatu, 1872

[Tese (Doutoramento) - Faculdade de Ciéncias Médicas

e Biologicas - UNESP].

46 - SNEDECOR, G.W; & COCHRAN, G.W. IN: Statistical Me
thods. 528 ed., I0OWA, The IOWA State University Press,

1956.



47 - SMYTHE, C.M.; NICKEL, J.F.; BRADLEY, S.E. The effect
of epinephrine (USP), 1L~epinephrine on glomerular
filtration rate, renal ?lasma flow, and the urinary
excretion of sodium, potaséium, and water in normal

man. J. Clin. Invest. 31:499-506, 1952.

48 - STEINMETZ, P.R.; OMACHI, R.S.; FRAZIER, H.S. Indepen
dence of hydrogen ion secretion and transport of

other electrolytes in turtle bladder. J. Clin.

Invest. 46:1541~1548, 1967.

49 - STEINMETZ, P.R. Celullar mechanisms of urinary acidifi

cation. Physicl. Rev. 54:890-956, 1974,

50 - TAYLOR, A.; MAMELOK, M.; REAVEN, E.; MAFFLY, R. Vaso
pressin: possible role of microtubules and microfila

mente in its action. Science 181:347, 19873.

51 -~ TAYLOR, A.; MAFFLY, R.; REAVEN, E. Evidence for invol

vement of microtubules in the action of vasopressin,

Ann, Ny. Acad. Sci. 253:723, 1975.

52 - WADE, J.B.; STETSON, D.L.; LEWIS, S.A. ADH action: evé
- dence for a membrane shuttle mechanism. Ann. Ny.

Acad. Sci. 372:106-117, 1981.

53 - WATLINGTON, C.Q. & BHUF, E.G. B-adrenergic stimulation
of frog skin mucous glands: non specific inhibition

by adrenergic blocking agents. Comp., Gen. Pharmacol.

2:295-~305, 1971.
- 84 -



54 - ZUSMAN, R.M.; KEISER, H.R.; HANDLER, J.8. Vasopressin

stimulated protaglandin E biosynthesis in the toad

vrinary bladder. J. Clin. Invest. 60:1339~1347 1977,

- 85 =



