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RESUMO

Actes farmacologicas da ser-thedys-guaniling ¢m sisteman de perfusiio de rim isolado de
rato. Ticiang Melreles Sousa, Orientadora; Peofa, Dra, Helena Serra Azul Monteiro,
Dissertagho de Mestrado, Programa de Pos<Giraduagio em Farmacologia, Faculdade de
Mudicina, Departamento de Fisiologia ¢ Farmacologia, Univetsidade Federal do Ceard,
2005,

A guaniling ¢ o wroguaniling foram recentemente descobertas, respectivamente, no intesting
& navrinag (Currie ef al, 1992 Hamra ¢ al., 1993) Fazem parte da familia de peptideos que
ativam 4 guanilate cictase de membrana (GO-C), aumentando os nivels intraceludares de
cCiMP (Schutz e al, 1900). Bstiio presentes em diversos tecidos, como respiratdrio,
linfonodos, testiculos, cérebro o medula adrenal (Ficld ¢t al. 1978: Forte e of., 1988, 1989;
Flamea ¢ al., V993 Schuly ¢f ol., 1992), Foi comprovado gue adicionande uma lising na
porgiio d-terminal, obtér-se um andlogo mais estdvel ¢ potere que a guaniting, O objotive
desse estudo € pesquisar os eftitos renals de wm novo andlogo, ser-thr-dys-guaniling em
sistema de perfusdo. Os rins foram pecfundidos com a solugio de Krebs-Henseleit
todificada com 6% de albuming bovina, Os dados foram comparados atravds de teste 1 de
Student ¢ ANOVA, com zignificincia p<005, Ma dose de 0.1 pp/mb,  esse peptideo
apresenton efeitos similares aoy da uroguaniling, na dose de 0.5 pg/ml, em todos os
parhmetros testados, Ambas causaram aumento na presslo de perfusfio (PP de 101,563,7
para 1 EEELSmmMe: de 1012026 pavs 42 5mmHg) no uxo urindreio (FU: de
00 5860,016 para 02235001 mb.g amins de 01620016 para 022620 2ml.g" min') ¢
diminuigio no transporte tubular total ¢ proximal de sédio (%TNa" de 0,774£0,06 para
0,7240,035; de 073560065 para 0,773:0,084), pothssio (WTK" de 66.89£2,77 para
472063 34: de 63.5423.82 para 425408, 14) ¢ cloreto (WTCT de 85694119 para
T3.802.63),  Esxses  resultados  foram similares aos  previamente  deseritos apds a
administragio da toxing termo-gstivel da Lschericlia coli (8Ta), guaniling, droguaniling ¢
ys-guaniling no mesmo ststerna (Lima ef af, 1992 Fonteles ¢f ol 1996 ¢ 1908). A dose
mator (1 pe/mb) causou aglio antidiueétiva (FU de 0,165£0,004 para 0, H E:20,009mL.g"
Lmin) e nenhum efeito sobre o transporte de sddio, embora o diminuigiio na reabsorglio
tubular de potdssio (YT de 72,2941, para 49,7326,75) ¢ cloreto (WTCN de 85 96:40,79
para 81,9:£147) continuassem presentes, Mesta dose, ndio apenas blogqueot o efgito diurdtico
da droguaniting, como continuou causando wm efeito antidiurético significativo (FU: de
0,168:60,004 pars 0,116:0,006). No entanto, ndie foi capaz de bloguear os efeitos
natrivréticos da wroguaniling (%TNa": de 85,352,558 para 79,92:41.0%). O mecanismo de
aglio renal preciso dos peptideos da tamilia das goanilinas ainda nflo foi completamente
esclarecido, Sabe-ge gue esses peptideos se ligam aes reeeptores GO-C (Schulz of of., 1990),
porém hit indicios de gue existam outras vias de aglio renal, independentes desse receptor, HA
ainda o possibilidade de que haja duas entidades agindo de modo amtagdrico no sistema.
Talver haja o necessidlade de isoli-lns, A descoberta dos peptideos da familia das guanitinas
promoven avangos significativos na compreensdo da regulagiio enddgena dos transportes de
dgun ¢ eletrdlitos. O completo esclarecimento do seu mecanismo de aglio renad ofereve
perspectivas reais para o tratamento de doengas come a hipertensiio arterial,

Patavras-chaves: ser-thr-lys-guaniling, guaniling, wrogoanilina, ¢GMP, perfusiio de rim
isolado.



SEassE

ABSTRACT

Pharmacological actions of ser-thr-lys-guaniling in isotated perfused vat Kidonev, Ticiana
Meireles Sousa. Advisor: Profl D, Flelena Serra Azal Monteiro, Master's Dissertation, Post-
Graduate Progeam in Phanmacotogy, Faculty of Medicine. Department of Physiology and

fharmacology, Federal University of Ceara, 20035,

Ciuanylin and uroguanylin are members of a family of peptides that stimulates cGMP
procluction (n several organic tissues, as intesting, kidney, airway, linfonodes, testis, brain
and adrenad mecdulta (Field ef al, 1978 Forte e af., V988, 1989 Hamea ¢r al., 1993 Schulz
ef al, 1992y, Their 15 amino acid  steaetares have been identified from rat intestine anel
opossum urine, respectively (Cuerie ¢ al., 19920 Flamra ¢ al., 1993), and they seem to be the
fink between intesting and kidney functions in controling blood pressure, as the “intestingl
natriuretic hormone™ suggested by some authors (Carey, 1978 Lennane ef al., 1975). It was
demonstrated that o Lysing-1 analog of guanylin is o more potent nateivretic and kaliuretic
peptide, The aim of this study was to evaluate the renal effects of a novel analog of guanylin
ser-the-lys-guanyling s effects were examined using isolated peefused Kidneys from Wistar
rats. Al experiments were preceded by a 30 minutes internal control period and an external
control group (), in which the Kidneys were perfused only with Krebs-Henselet solution
containing 6% of o previously dialysed bovine albumine seeam, The data was analyzed by
Student ftest and ANMOVA, The fevel of significance was set at p=0,05. Ser-the-lys-
guanylin, al the lowest dose (0.1 pg/mb) and vroguanylin (0.5pg/mb) cavsed similar ¢ffects,
foth groups were able 0 increase perfusion presure (PP 1015637 10 11042 9mmBy;
101,222,610 113.4+2.5 mumblg), urtnary flow (UF: 0.15860.016 10 0.22340.019 mL.g" iy
0160016 to 022640 2mL.g  amin') and 1o decrease sodivm (95TNa" 0773006 10
0.72::60,038; 0.735:0.0635 10 0.773:£0,084), potassium (W TK'? 66,892,77 to 47.20+3.34;
63,563,872 1o 4254804y and cloride (WTCT 85692119 to 7LI0£2.60) wubular
reabsorption. Similar effects were also found in response o the Escherichia colt hest-stable
gnterotoxin (ST, guanylin, wroguanylin and lvs-guanylin in the same system (Lima of ol
1992 Fonteles ¢ of., 1996 ¢ 1998), However, a greator dose (Tug/ml), not only caused
signifeantly deerease in the weinary flow (UF) 0.165::0.004 to 0.1 1£0.009 mL.g " min™), but
was also able to block the diuretic effects of uroguanylin (UF: 0 168:20.004 w0 0.1 {620,006
ml_”g"l,u‘lin'l)‘ although it still decreased potassiom TR 72.20510.2 10 49.75:46.73) and
cloride(MTCT 85,96:00.79 10 81,91 1,47y Wbalar reabsorption, The precise repal mecanism
of action of this family of peptides has not yet been Tully ehucidated, Deletion of GC-C genes
i transgenic mice reveals that intestinal Muid secretion responses to 5Ta are completely lost
(Schulz et al, 1997 & Mann ¢f of., 1997), but the natriveetic responses to STy and
wroguanylin are retained (Careithers ¢ ol 1999y, suggesting that other receptors are
envolved, There s o possibility that there are o peptides causing antagonic effects. Further
isolation may be necessary,  Further studies are requires] to elucidate the specific renal
mechanism of action of this new peptide. The discovery of guanylin and its family has
promoted significant advances o the understanding of endogenous control of salt, water and
eletrolites, The study of its analogs in pertused rat kidnevs could help in elocidating  their
specific renal mecanism of action and bring great perspectives in the controt of blood
PrOssure,

M

Key-wends: ser-the-lys-guanyling guanyling uroguanyling cGOMP; isolated perfused Kidney,



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS "
LISTA DE FIGURAS xiv
LISTA DE TABELAS evi

[ INTRODUCAQO 20

2 REVISAQ DE LITERATURA 22

A0 A guanilato cielase € o cGMP 2
2.2, O primeiro lgante 22
2,3, {solamento dos peptideos enddpenos 24
2.4, Precursores e esteutura da guaniting, uroguanifina

e toxing termo-estdvel da Excherictia coll 26
2.5, O receptores GC-C 29
2.6. Distribuicdo no organismo ' 33
2.7 A familia das guanilinas e sua aglio renal 36
2.8, A familia das guanilinas ¢ sua achlo intestinal 38
2.9, Cincer de ¢olon 38
200, Figado 39
2.0 Treato respiratéeio 39
2420 Sistema imunologico 4
2.3, Hipertensiio 4()

3 OBIETIVOS A1

4, MATERIAIS B METODOS 42

a1, Perfusiiode vim isolad 42
41,1, Orsistema 42
4.1.2. Animats 46
4,13, Preparaghio do sistema 4
4. 1.4 Bolucio perfusors 44
41,5, Substincias utitizadas 49
4.1,6, Téenica cirtirgica 44
4.1.7. Protocolo experimental 5
4. 1.8, Grupos experimentais 52
4, 1.9, Chleulo dos parfinetros renais 53

4.2, Listatistica 54



4.2, Sintese da ser-the-lvs-guaniling e da wroguanifing
- . L
4.3, Comité de Btica

5. RESULTADCS

S.1.Girupos experimentais

3.2 Pressiio de perfusio (PP

8.3 Resisténeia vascular renal (RVR)

S Fluxe urindrio (FUD

A5 Ritmo de filtragho glomerular (REG)

5.6.Pereentual de transporte tubular de sdio (%TNa")
5.7.Percentuat de transporte tubular proximal de sodio (%pTNa")
5.8.Percentual de transporte tubular de potissio (UK

5.9 Percentual de transporte tubular proximad de potdssio (SpTK')
300, Percentual de transporte tubvilar de cloreto (W TCT)

S04 Percentual de transporte tubular proximal de cloreto (GapTC)
542, Clearance Osmalar (Cosm)

A3 Andlises histopatoldgicas

6. IDISCUSSAD
7. CONCLUSOES
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

9. ANEXOS

90

Ol

109

Xl



i-@ri
LISTA DE ABREVIATURAS

TN - Percentual de transporte tubudar de sédio

SptNa” - Percentual de transporte tubular proximal de sodio

GRS - Percentual de transporte tubular de potdssio

YT - Percentual de transporte tubular proximal de potdssio

SO - Percentual de tramsporte tubulbar de cloreto

WpTOY - Percentual de transporte tulwdar proximal de cloreto

ANP - Peptitleo natriveético atrial (do inglés: “Atrial nateiuretic peptide™)
ATP - Trifoslaty de adenosina

BN - Peptiden natriurético cerebrat {do inglés: "Braim natriuretic peptide™)
CE - Fibrose cisticn

CHFTR -~ Proteing reguladora da condugiio transmembrana da fibrose cistica

eGMP ~ Monofos o clelico de guanosina

Ct - lon ¢loreto

CIC-2 — Clanal de cloreto 2

CNP - Peptideo natriurético tipo "™
Cosm — Clearance psmaolar

FEDRE — Fator de relaxamento derivado do endotélio {do inplés: “Endotclivm-derived
refaxing factor™)

U Fluxe arindric
GO -~ Gioandato ciclase
H" - fon hidrogénio
HCOy - Bicarbonato

1€ — Inguficiénela cardiaca

Xii




1

AR

RA - tnsuliciéneia renal aguda / erdnica

R

S

=

FR - losuficiéneia renal erdnica

s

K* - [on potdssio

BiEES

mRNA - deide ribonucléico mensageino
Na' - fon sodio
NO -~ Oxido nitrico (do inglés: “Niteic oxide™)

QK-GC ~ Receptor guanilato ciclase encontrada e tim de gambd (do inglds: “opossum
kidney™)

PDE - Fosfodiesterase

PRA-IY - Proteina quinase [, dependonte de cAMP
PRG-I - Proteina quinase 1, dependente de cGMP
PP - Pressiio de perfusio

REG - Ritmo de filtragdo glomerutar

RYR -~ Resisténeia vascular renad

ST - Toxing teemo-estdvel da Esclerichia coll

X1l




2

&

Ig':?,!

s

i

i

I

7 —_— . R ; ..

zq LISTA DE FIGURAS
Figura 01 ~ Estrutura primdria de peptideos representativos da famitia dos guanilinas e

i do toxing termo-catdvel da Lxcherichio coli (STa) 25

i Figura 02 — Polipeplideas precursores da guaniling, toxing termo-estivel da fecherichia
coli (§7Tu) ¢ yroguanilina, o

i Figura 03 - Classificago dos peplideos de acordo com as pontes de dissulfeto, que
fazem lipaghics entre a5 cisteinas, 28
Figura 04 - Transdugio de sinal do GC-C, 33
Figura 03-A ~ Desenho esquematico do sistema de pecfusiio de rim isolado de rato, 43
Figura 03-B - Sistema de perfusio de rim isolado utitizado em nossos experimentos 45
Figura 06 - Calibragio do sistema. Velocilade da bomba versus pressiio. 47
Figara 07 - Calibragio do sistema, Velocidade da bomba versus medida do Quxdmetro, 47
Flgura 08 — Calibragio do sisteima, Velocidade da bomba versus fluxo, i

Figura 09 - Téenica cirirgics para a colocaglio do rim no sistema de perfustio de im - 50

tsolaclo,

Figara 10 - Cirdfico da pressio de perfusiio (PP mmbg) versus tempo de experitmento,
contendo o grupo controle ¢ as duas doses da see-the-lys-goanilina (0, fpug/mt, ¢

Fpg/ml, 58




Figura 1) ~ Grifico da pressio de perfusiio (PP mmblg) versus lempo de experimento,

contendo o grupe conttole, o wroguaniling (0,5pg/ml) ¢ o prupo da sirtheelyse

guanilina {Ipg/mb) +a uroguaniling (0.5 pgrall). 58
Figura 12 ~ CGrafico da resisténeia vasewlar renal (RVR) versus tempo de experimenta,
contendo o grupo controle @ as duas doses da ser-the-lys-guaniling (0 1pg/ml, e
Ppg/mL). 60
Figura |3 - Gréfico da resistéacia vasealar renal (RVR) versus tempo de experimento,
cottendo o gropo controle, a wroguaniling (05pg/ml) e o grapo da ser-thr-lys-
i guaniling (ug/md) + a urogoaniling (0.5 pg/ml), 60
iy i r Y [T g -1 .o . ,
Figura 14 - Grafico do Mluxo urindrio (FUL mb.gmin™) versus tempo de experimento,
contendo o grupe controle ¢ as duas doses da ser-the-lys-guaniling (0, 1pg/ml. ¢
Firig/m, Hd
Figura 15 - Grafico do fluxo ueindrio (FU: mL.g ' min™) versus tempo de experimento,
contendo o grupo controle, a wroguaniting (0.5ug/mb) ¢ o grupo da ser-thr-lys-
guanilina (tpg/mb) -+ a uroguaniling (0,5 pg/mL.). i
Figura 16 — Grafico do ritmo de Mtraeio glomerular (REG: mL.g anin'h) veesus tempo
de experimento, contendo o grupo controle e as duas doses da ser-thr-lys-guanilina
(O dug/ml e Tug/mb, il
rE - - " e ol e ke . . > . . . . [ g " oy * '\]' . . N .
Figura 17 - Grafico do ritmo de filtracio glomerular (RFG: mb.g D in'y versus tempo
de experimento, contendo o grupe controle, o wroguaniliog (05pg/mL) € o grupo da
ser-the-lys-guaniling (1pg/ml) + a woguanilina (0,5 pg/ml). H4
Figura (8 ~ Gralico do percentual de transporte tubudar de sadio (9TNa™) versus tempo
de experimento, contendo o grupo controle ¢ as duas doses da ser-theelys-guanilina
(O g/l e Lpg/ml), 66
haY




do experimento, cortendo o grupo conirole, o wroguaniling {03pg/ml) ¢ o grupo da

ser-thr-lyseguaniting (1 pe/ml) -+ g aroguaniling (0.5 pg/mb),

Figura 20 - Crafico do peroentual de transporte tubular proximal de sédio (Mep TN
versis tempo de experimento, contendo o grupo controle e as duas doses da ser-thr-Jys-

puaniting (0.1 pg/mloe tpg/ml),

Figura 21 ~ Grafico do percentual de transporte tububar proximal de sodic (YepT™Na "
versus empo de experimento, contendo o grupo controale, & uroguanilioa (3 up/mil) ¢ o

grupo da ser-thrlys-guaniting (Tpg/mby -+ a wrogoariling (0.5 pg/mt.).

Figura 22 - Grifico do percentual de tansporte tubular de potdssio (%K"Y versus
tepo de experimento, contendo o grupo controle ¢ as doas doses da ser-the-lys.

guaniling (0, hpg/mb ¢ 1pg/ml),

Figura 23 — Grafico do percentual de trungporte tubular de potdssio (WTK") versus
tempo de experimento, contendo o grupo controke a uroguaniling (GSug/mL) ¢ o grupo

da ser-the-lys-guaniling (fpg/mi)y -+ a urogoaniling (0,3 pg/ml.),

Figura 24 — Gréfico do percentual de transporte tubular proximal de potdssio (%pTK"
versus tempo de experimento, contendo o grapo controle e as duas doses da ser-the-lys-
guanitina (O {pg/ml ¢ fpg/ml).

Figura 25 - Gralico do percentual de teansporte twbular proximal de potdssio (Mp T
versus lempo de experinento, contendo o grupo controde, o wroguaniding (0,5pg/ml) e o

grupo du ser-the-lys-guaniling (Yeg/mb) + a urogusniting (0,5 pg/ml.).

Figura 26 - Grdfico do percentual de transporte twbular de cloreto (0TC) versus
tempo de experimento, comtende o grupo eontrole ¢ as duas doses da ser-the-lys-

punniting (O ug/ml e Tpug/ml),

14

70

72

74

XV1



Figura 27 - Ciralico do percentual de transporte tubular de cloreto (%TCE) versus
tempo de experimento, contendo o grupo controle, a uroguaniling (0.5pg/ml) e o grupo

da ser-thr-tys-guaniling (1ag/mL) + o uroguaniling (0,5 pg/ml.), T4

Figura 28 - Gedfizo do percentual de transporte tubuiar proximal de eloreto (%pTCH)
versus tempo de experimento, contendo o grapo controle € as duas doses da ser-thr-lys-

guaniling (0. ug/mb e Tug/mL). 16

Figura 29 -~ Grafico do percentual de transporte tubular prosimal de cloreto (%pTCH
versus tempo de experimento, comtendo o grupo conteole, a uroguaniling (0.5up/mly e o

geupo da ser-the-lys-guanilina {(Tpug/mL) -+ o uroguaniting (0.5 pg/ml). 76

Figura 30 - Crdtico do clearanee osmokar {Cosm) versus tempo de experimento,
contendo o grupo controle ¢ as duas doses da serthrelys-guanilina (O tpug/ml. ¢

Frgimi), 78

Figura 31 - CGrifico do clearance osmolar (Cosm) versus lempo de experimento,
contendo o grapo controle, o uroguaniling (0 3ug/mL) e o grupo da ser<thrlys-

guaniting (Tug/mL)y + 8 uroguaniling (0.5 pg/mb). 74

Figura 32 - Andlise histopatoldgica do rim esquerdn, com aumento de 20510, Controte

tnterno. Todos os rins esquerdos apresentaram aparéneia semethante, sem alteraghos. 79

Figura 33 — Andlise histopatoldgica do it direito pecfundido cans ser-the-lys-guaniling,
na gose de 0.0 pe/mi., com gumento de 2010 (A) ¢ de 40x 10 (B), Presenga de material
Protéico no espago urindrio de um ndmero moderado de glomérulos, Alteraglio presente

ey todos o8 grapos testados, 80
Figura 34 - Andlise histopatoldgica do vim direito perfundido com ser-the-dys-goaniling,
na dose de 1 pg/mt., com auments de 20510, Presenga de matertal protéico no espago

wrindrio deoum aimero moderado de tibulos, &1

Xvil



o

friss

S

B

SES

SRR

it

b

7l
|

T e

LISTA DE TABELAS

‘Tabeta 01 - Localizagiio dos cromossomos que coditicun receptores GOs ¢ peptideos
patriuréces, 3
Tabely 02 - Expressfio do mBNA de receplores GO-C, de PRI de guaniling o de
uroguaniling ao longo do néfron, 35
Tabeta 03~ Pressdo de perfusio (PP o) Os cesultados apreseatam médig & erro
padriio da média (EPM) de cada grupo experimental para n 2 6 em cada grupo; ¥
Tabela 04 « Resisténeia vascolar renal (RVR) Os resultados apresentam média = etro
padric da média (EPV) de cada grupo experimental para n = 6 em cada grupo; 59
Tabela 03 - Fluxo urindrio (FU m l.,.g"'.u’tin"‘}: O resultados apresontam mécia & ereo
padrio da média (EPMY de cada grupo experimental para n 2 6 om cadla grupo; il
Fabela 06 - Ritmo de filwacho glomerular (RFG: mb.gaminy Os resultados
I g e
apresentanm média L erro padrio da mddia (FPM) de cada grupo experimental pata 0z 6
em cada grupo; £
Tabela 07 - Percentual de tansporte tubulae de sédio (M9TNa") Os eesultados
apresentam média = erro padriio da média (EPM) de cada grupo experimental para n 2 6
em cadyd grapo; 65
Tabela 08« Percentual de transporte tubular proximal de sddio (%pTNa "), Os resultados
apresentam média = ereo padriio da média (EPM) de eada grupo experimental para ni 6
em cada grupo; 67
Tabela 09 - Percentund de transporle tubular de potdssio (96T Os resultados
apresentam média & errg padeiie da média (EFM) de cada grupo experitnental para n i 6
em enda grupo; 64
XV



Stk

Tabela 10 - Percentual de teansporte tubolar proximal de potdssio (% T Os resultados

b

gpresentam média Lk ¢rro padeiio da média (EPM) de cada grapo experimental para n = 6

g cadi grupo;

Tabely 11+ Percentund de transporte tabular de cloreto (WTCT), Os resultados

apresentam média = erco padriio da média (EPM) de cada grupo experimental para n 2 6

em cada prapo;

Tabela 12 - Percentual de transporte tubolar proximal de cloreto (MpTCD. O
resultados apresentam média & ereo padrdo da wédia (EPM) de cads gropo experimental

para o = 6 em cada grupo;

Tabela 13w Clearance osmolir (Cosm), O resultados apreseatam média & erro padifio

di média (EPMY de eada grapo experimental para n2 6 em cada grupo;

71

73

77

XX



Sh:
s

e

[
]
S’

1. INTRODUCAO

Os mecanismos de transporte de dgua ¢ cletrdfitos sio fundamentais para a
mantteniio da vida e sen bom entendimento se iz eado ver mais necessério para a regutagiio
do mele interno dos mamiferos, Peptidecs como o natriurético atrial (ANP), & urodilating, a
guaniting ¢ o uroguanitina @m sido woplicados na regulaclio da homeostase de sal ¢ dgoa,
Bssas substiincias tBm afinidade por receptorgs de membrana, Cujas  mensagens  sdo
pransdusidas em segundos  mensageivos, allerando  as concentragdes  intracelufares  de
monotostato efclico de guanosing (cGMP), O esclarecimento desses mecanismos ¢ de grande
importiincia, ainda, sendo através deles que diversos patdgenos sio capazes de interfetir nos
transportes de membrana, Como exemplo pode ser citado a Bscherichia coli, cuja tosina
terme-estavel causa forte admentod na exereglio de fuidos ¢ eletrdlitos (Almoto e al., 1O

Chan & Gianneta, 1981 Greenbery & Guerrant, 1981).

Sabin-se que a toxing termo-tabil da colera era capaz de causar grande aumento da
secteciio intestingl através da estimulagio da adenilato ciclase, Alguns estwlos. porém,
demonstraram que esses efeitos eram atenuados, mas nflo completamente eleminados, apos a
fervura dos meios de cultura, Bsse achado indicava o existéncia de uma toxing resistente a0
calor (termo-estavel), Desse mesmo modo, a Lvcherichio coli também possul dols tipos de
toxinas, sendo a toxing tecmo-estivel estimuladora da guanilo ciclase (Creenberg 8

Coerrand, 1981 Forte, 2004).

As fungdes do intestino e do rim estido intimamente relacionadas com o transporte
de substdncias através das membranas, Os processos envolvidos sfo complexos ¢ ainda niio
foram completamente esclarecidos. Anos attds, quando esses mecanismos erarn alnda menos
compreendidos, talvez  parecesse  absurda uma comparaglo entre esses dois drglos
aparenterente o diferentes, Alualmente, no entanto, j4 se sabe que suas atividides estio
muiter relacionadas, O intesting ja foi até mesmo chamado de “grande néfron™, no tocants a
certos transportes essencinis para o manutenglo da vids (Grimme! ef o, 1977, Arvanitakis ¢f

al,, 1ORE),



A guaniling, assim come o8 demais peptideos da mesma famibia, ligam-se a
receptores presentes anto na mucosa intestinal guanto nos wbalos renats, fazendo, pssim,
Cuma Porte entre esses dois sistemas o importantes no equitibrio do organismo com o meio
externo. Em 1978, os estudos de Carey jd apontavam para a existéncia de um hormdnio
intestinal com atividade natiurética, A administragfio oral de sal em humanos ¢ em animais
experimentais ¢ mais eficiente em causar natriveese, gue a administragio endovenoss de
solugiio saling, Essa observaglio con firma a interacio entre o fungfo intestinal ¢ a renal, na

;@& regalagio do volume (Lennane e al., 19755 Carey, 1978).

A historia da descoberta das guanilinas € parecida com a dos opidides,

considerando fato de gue os receptores tormm Wdentificados bem antes dos Hgantes enddgenos,

por s¢ ligarem a substineias exdgenas simifares, presentes na natureza, Seus anteccdentes

A

GRS

passaram o ser definidos a partic de toxinas, destacando-se 8 toxina termo-gstivel da

=5

Escherichia coli (8Ta), cujo efeito natrivrético ol primeiramente deserito por Lima e

Forteles, em 1983, O isolamento da guaniling ogoreeu hi pougo mais de uma déeads ¢ muitos

estudos aincda se fazem necessarios para o esolarecimento de seu papel na homeostase do

[
¥ ?]

organismo (Currie ef al,, 1992), Mo entanto, com o que se sabe 4 se pode apontar pars

grandes perspectivas na compreensiio da fisiologia do transporte de fluidos e eletrdlitos, como

potencial lerapéutico e inclusive, como agente diagndstico,

Os peptideos da lumilia das goanilinas foram recentemente descobertos, No
antanto, as pesquisas nesta drea ji apontam para grandes perspectivas na terapia do clocer de
ehlon, hiperlensio, distirbios do trato respiratorio, na regeneraglo hepdtics, ete, O presente
estlo apresenta um ligante sintético, a see-the-lys-guanilina ¢ sua alividade renal, trazendo

resultados surpreendentes,
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7. REVISAO DE LITERATURA

2.4, A guanilato ciclase ¢ o oGMP

O monofostate clelico de guanosing (©GMPY ¢ um sepundo mensageiro
importante. descoberto em 1963 ¢ estd envolvido em diversas fungties fisioldgicas do
organismo. A guanilate clelase representa um grupo de proteinas que possuem uma funglio
enzimatica comum, a produgiio de cGMP, mas diferem quanto a sua seletividade na ativagiio

por ligantes (Ashman ¢z e, 1963 Waldman & Murad, 1987: Forte, 1999).

Existem duas formas principais de goanilato cicluse: o solivel ¢ o particulada, A
ativagio da forma solivel ocorre em resposta 8o dxido niteico (NOY. A particutada (GC) estd
presente na membreana ¢ ¢ atvada em resposta & peptidecs natrturéticos. Duas classes de
peptideos regulatdrios que agem como primeiro mensageiro nesses receptores {GC) foram
identifeadas: o familin das guanilinas ¢ a das atriopeptinas (Ashman g af., 1263, Waldman &
Murac, 1987: Fore, 1990),

Nooentanto, o primeiro peptideo identificado que ativa receptores GO em
vertebrados Bl oo enteroloding termoestavel da Bveherichio opli, ensalada em oélulns

leacémicas de ratos (Knoop and Thomas., 1983).

2.2, O primeiro ligante

Ors primeiros esclarecimentos sobre o mecanismo pelo qual a toxina termoestived
da Excherichia coli (STa) exerce sua agio intestinal strgiram com as publicagies de Guerrant
¢ Figlds (Field ¢ ol 1978 ¢ Hughes ef af,, 1978), Estes estudos demonstraram que o STa
induzia diaredia ¢ perda de detedlitos através da ativaglio da guanilato ciclase de membrana, &

subsegliente, aumento de ¢GMP em cdlulas do epitéhio intestinal.
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[niciabmente  acreditavase  que essos eleitos bioldgicos  eram  Jocalizados
exclusivamente no intesting, e que a descoberta do ligante endogeno niio terty importineia

fistologica e outros sistemas (Guerrant ¢f al., 1980 & Rao ef al., 1980,

Pouco tempa depois, o fator de refaxamento derivado do endotélio (BDRFY foi
descoberto por Furchgott e Zawadzki (1980); ¢ os experimentos de De Bold ¢ colaboradores
(1981, 1982) revelaram gue extratos de edlulas atriais induziam wma profunda natrivrese ¢
diurese. Alguns anos mais e, o esclarecido que o EDRE era o Oxido nitrico (NO) ¢ que as
substancias produzidas pelo dtrio correspondiam & familla <las atriopeptings (De Bold, T985;

Sudoh e al., 1988, 1990; Furchgott, 1999,

O primeire questionamento sobre a atividade renad o toxina lermoestdvel da
Escherichia coli (8Tay surgiu em 1982, quando Forteles ¢ Lima estudaram seu efeito em
sistema de perfusio de rim isolado de rate, O objetivo desses experimentos era comparar ag
diversas similaridades encontradas em se trotando de transporte de liguidos e efetrdlitos no
intesting ¢ no rim. Usando uma toxing semipurificada, cles observaram wma diminuicio no
transporte tubular de eletedlitos, O ritmo de filtragho glomerubar ¢ a resiséneia vascular renal,

porém, permaneciam estiveis (Lima e Fonteles, 1983),

Eut 1987, White ¢ colaboradores vertficaram a presenga de receptores funcionais

para §Ta em rim de gambd, O que foi também encontrado em diversos outros tecidos dessa

espécie (Forte e al, L98K, 1989 White e «f,, 1989, Krause ef af, 1990), contirmando,

portanto, aquelas observagdes indctais.

Uria década depois dos primefros esperimentos com STa em sistema de rim
olado, guando as preparagdes puras §i estavam disponiveis, Fonteles ¢ colaboradores {1992)
confirmaram seus resultados iniciais, que foram publicados pouce antes da descoberta day

guanilinas (Lima e al,, 1992),

Estava definitivamente confiemado que o STa se ligave de forma cspecifica a
esnes receptores de mamilieros, encontrados em diversos teeidos ¢ que essa interagiio interforia
de forma tmportante no transporle de liquidos ¢ eletrdlitos. Pordm, o ligante enddgeno

permanegin desconhecido,
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1.3, lsolamento dos peptideos endbgenos

Um jovem pesquisadar, professor Mark Currte, infcion am projets com o objetivo
de isolar peptideos enildgenos "STa-hke™ dontesting, Ele usou um tipo clissico de bioensaio
haseado no fato de que células T84 de carcinoma de cOlon humane apresentam  grande
produgio de cGMP em resposta & 5Ta (Guaring of af,, 1987). Essas oélulag prochuzem pouca
ou nenhuma resposta a0 ANP (peptideo natrivrético atrial) e ao NO (Oxido nitrico), o que

sugeria a presenga de outra substincia endogena para a ativagiio desses receptores,

Foi realizada uma triagem com extratos de diversos tecidos de rsto na busca por
fotes de células T84 com essy wtividade de produciio de cGMP, O que ol encomtrado no

jejunn e oo gm, mas niio no cérebro, fgado, bago e pulmdes (Currie et af., 1992),

(riversos testes foram realizados até que finalmente, em 1992, o primeiro liganie
enddpeno identificado fol isotado por Currie ¢ celaboradores, em mucosa intestinal de ratos.
Esse peptideo de 1§ aminodeidos foi denominado guanilina (do inglés: “guanylin®™y por ser
ativador da goanilato ciclase ¢ devido ao seu tecido de origem, o intesting, Sua estrutury pode

ser observada na figuen 01,

Estudos anteriores com gambas jd haviam sugecdo que outro peptideo simitar era
encantrado abundantemente na uring, Esse peptiden parccia ser o regulador enddgeno para o
receptores GO localizados na membrana de células de tdbalos proximais renais (Forte ef ol.,
FORY: Krause ef ol 1990 ¢ Forte ef af, 1989), Apds grande esforgo, isolou-se um peptideo
ativo muito similar a guaniling, mas algumas diferencas em sun estrutura primdrin sugeriam se
tratar de wm novo peptideo. Essa suspeita foi confirmada quando essa mesma substiineis (o
subseqlientemente isolada tanto na uring guamo na mucosa intestingl de pamba, Receben,
assitm, o nome de “uroguanilina™, devido ao meio onde fol primeframente encontrado (Hamra
¢f al, 1993). Posteriormente a uroguaniling ol wmbém isolada como uma substincia
hiofogicamente ativa na weina humana ¢ de ratos (Kita ef af.. 1994 ¢ Fan ef o, 19974) ¢ na
mucosa intestinal de ratos ¢ gambads (Li e of, 1997 ¢ Hamra er al., 1996a), As estruturas

desses peptideos estio prosentes na figura 01,
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Atualmente estd claro que a maioria dos vertebrados produz duas substincias

similares a STa: guanilina e uroguanilina, que sdo codificadas por dois genes intimamente

muito proximos (Sciaky ef al., 1994; Whitaker et al., 1997; Margert el al., 1998).

|
i

GUANILINAS ;
R_A"I‘Q/CAMUNDONGO PNTCEICAYAACTGC ;
HUMANO PGTCEICAYAACTGC 5
GAMBA SHTCEICAFAACAGC :
UROGUANILINAS
RATO / CAMUNDONGO TDECELCINVACTGC ;
HUMANO NDDCELCVNVACTGECL

GAMBA QEDCELCINVACTGC
LINFOGUANILINA OEECELCINMACTGY I
STa NSSNYCCELCCNPACTGCY |

Figura 01 — Estrutura priméria de peptideos representativos da familia das guanilinas ¢ da
toxina termo-estdvel da Escherichia coli (STa). As letras correspondem as abraviaturas dos
aminodcidos. (Fonte: Forte, 2004)

Posteriormente, pesquisando-se a presenga do mRNA da guanilina e uroguanilina,
foi revelado que diversos tecidos apresentavam um ou ambos os peptideos (Fan ef al., 1996;

Fan et al., 1997b). Em meio a essas pesquisas, foi detectado o mRNA de uma estrutura muito
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girailar & wroguaniling no bago ¢ testiculos, Codificava um polipeptideo de 109 aminodeidos
com 84% de identidade com a preprovroguaniling ¢ aponas 40% de identidade com a
preproguaniling. Estava molado o terceiro peptideo enddgeng pertencente & fanilin das
guanilinas. Foi, entio, denominado linfoguaniting, devido a sua grande expressiio nos tecidos

linftides (Forte ef al., 1999). Sua estratura também pode ser visoalizada na fguara O

2.4, Precursores ¢ estratura  da  guanilina, uroguanilioa,

linfoguanilina ¢ STa.

Aparentemente, os genes da guaniting ¢ uroguaniling foram formados a partie da

duplicagiio de um precursor comum durante a evolugio dos vertebrados (Junke & Amason,

1997y, Estes peptideos foram isolados no mucoss intestinal de aves, répteis ¢ peixes, Os

receptores GO-C tambdim foram encontrados nestes vertebrados (Forte e af,, 1997: Krause ¢f

al, 1993 Krause et of 1907,

s

s peptideos da familia das guanilingg slio sintetizados como pro-harmonios
frativos (HIl er ol 1995a; Hamra er of,, 19960), Como ilustrado na figura 02, os peptideos
ativos sfo encontrados na porgio COOH-tertninal de polipeptideos de 100-1 16 aminodcidos
(L er al, 1997, Wiegand ef al, 1992 Hill e al, 19958 Mivazato et al,,  1996a), Hstes
dominios ativos estio localizados de forma similar em seus precursores (Wiegand ef of.,
P09 Fan el af., 1996; Dhwarakanath ef af., 1980, Pro-guaniling, pro-uroguanilina ¢ pro-5Ta
possucm peguena ou nenhiima atividade biologica intrinseea até serem clivados por enzimas
{ainda ndo identificadas), gque liberam os peptideos ativos para sug interagiio com receptores
GC-C (Dehauvage ef aof,, 1992 Hamea e of, 1996 Kinishit of of,, 1997, Nakazato ef of.,

1998).

As estrituras da puaniling ¢ di droguaniling  apresentam  apenas 50%  de
identidade, que estd presente nos quatro residuos de cisteing (U) e na seqiiéncia ACCT/AGC,
o pode ser visualizado em azul na figura OF, Na estrutura da STa, esta segliéncia também
presente, no entanto este peptideo apresenta seis residuos de cisteing, enquanto que a

infonguanilina, apresenta apenas trés (Forte, 1999; Forte ¢ al., 1999),
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Figura 02 - Polipeptideos precursores da guanilina, loxing termo-estivet da Bscherichin coli

{8Tw) ¢ wroguanilina,

pE e e es

(Fonte: Forte, 1999)

A guaniting ¢ o wroguaniling contém duas portes de dissulleto, presentes entre a
primeita e terceira, seganda e quarta cisteinas (Figurea 03y, Trabathos demonstearam in vitro
que essas porttes m importante papel g estimulag@o da produgfio de cGMP (Curde ef af.,
1992, Hamra er of., 1993; Hidaka of al., 1998). A STa possui uma ponle 8 mais que as
anteriores. Essa diferengn pode estar relacionada com o aparente diferengit na poténeia da
a¢io intestinal deste peptideo e relaglio & guaniling ¢ & uroguaniting (Gariepy ef al., 1987).
Adinfoguanilina possui apenas uma ponte de dissulfeto (Forte ef ol 1999), Foi sugerida uma
classificaglio desses peptidess em trés classes, de acordo com o nimero de pontes de

dissulfeto, como pode ser visualizado na Ggura 03,
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CLASSE T
LINFOGUANILINA QEE f‘ ELCINMA (l TGY
Pontes de dissulleto g
CLASSE II
GUANILINA PNT (i‘ El I(' AY A A (J“ TGC '
| - |

UROGUANILINA QED (l' E L (I I NV A (I:' TG (" :
i i

CLASSE III

STa NSSNY('(FELIC('Nl'(f\(I‘TGICY
- — t;,

Figura 03 — Classificagdo dos peptideos de acordo com as pontes de dissulfeto, que fazem
ligagdes entre as cisteinas.
(Fonte: Forte, 1999)

A uroguanilina e a STa possuem uma asparagina interna (N), que ndo esta
presente na estrutura da guanilina (Hamra et al., 1996a; Hamra ef al., 1997; Joo et al., 1998),
0 que pode ser a razdio desses peptideos apresentarem maior resisténcia ao ataque pela
quimiotripsina, enquanto a guanilina é rapidamente clivada e inativada por hidrolise nos
residuos de tirosina (Y) ou fenilalanina (F) (Hamra ez al., 1996a, b; Carpick e Gariepy, 1993).
Estudos in vitro demonstraram que a prouroguanilina ¢ clivada pela quimiotripsina, liberando
0 peptideo biologicamente ativo. a uroguanilina (Fan ef al., 1996: Hamra et al., 1996b). Foi
sugerido, entdo, que endoproteases como esta poderiam ser responsaveis pela ativagio in vivo

da prouroguanilina. No entanto, a proguanilina e a guanilina so inativadas por essa enzima.
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Outros estudos ainda se fazem necessdvios para que as onzimas especificas sejam

identificadas (Forte, 1999).

Outra diferenca entre a guanifing ¢ a uroguaniling ¢ a presenca de aminodeidos
deidos na porgio  NHa-terminal, Estes residuos  apresentam grande  variabilidade  na
uroguaniling em diferentes espéeies de mamiferos, mas pdo estio presentes na puaniling,
Bstudos com célutas T84 do epitélio intestingl ¢ intesting delgado, demonstraram que esse
fato ocasiona diferengas marcantes na fisiologia desses peptideos (Hamea ef af., 1997 Joo o
al., 1998y, A face apical dos enterdeitos apresenta microdominios de diferentes phl, causados
par diferengas localizadas nas concentragoes de [H7] e [HCOL] (Lucas ef ol 1975 Rawlings

el gl V987). Fol demonstrado que a uroguaniling causa geande aumento de secregdo de ions

S-6, Esta, por sua vez, ¢ muito eficiente em pHl 8, condiglio que reduz substancialmente a
resposta secretora i wroguaniling, Unsa possfvel explicaglio ¢ que o pll modifique a afinidade

desses peptideos pelos receptores GO-C (Hamea et al, . 1997, Joo e al., 1998),

2.5, Os receptores (s

Até o presents momento, apenas sete formas da guanitato ciclase foram clonadas
e manniferos (GC-A-GY No entanto, & identificagiio de aproximadamente 30 seqliéncias
HGCRe” no genoma da Cavnorhubdditis elegans chamou a atenglio para o falo de gque o
tamando dessa tamilia em mamiteros wm sido, provavelmente, subestimado (Yu et af., 1997),

Para apenas trds (GCA-C), os ligantes ja foram identificados (Garbers, 1992).

Ox receptores GOs foram divididos em trés subfamifias, baseado nas seqléncias
primarias do seu dominio de ligagio extracelular, GC-A ¢ GCB sfio receplores para os
peptideos natriveéticos atrial (ANP), do ¢érebro (BNP) e tipo-C (NP (Drewett ¢ Garbers,
1994, Anand-Srivastava, 1997). Ainda nesse subgrupo se encontra o GO0, receptor orfio
que apresenta seqlidncia homdlogn aos anteriores, mas ndio ¢ ativado pelos seas ligantes
(Sehulz ef af,, 1998), O segundo subgrupo ¢ formado por wés receptores defos: GO-D, GO-E
¢ GO-F (Schulz er al., 1998 Yang e al., 1993), I o terceiro & formado pelo GC-CL A este se

ligam os peptidens da familia das guanifinas ¢ $1a (Glannella, 1995; Mann ¢t o, 1997).
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(b5 genes que codificam esses receptores e alguns de seus ligantes foram
rapeados nos seus respedtivos cromossamos em humanos ¢ camundongos (Tabela 01), Um
distiiebio degenerativo da reting foi refacionado com o cromossomo humano 17p3 11 o loeny

do receptor GO-E (Perrault ef al, HI96),

""" Ciene I"“':EJ"EE\;{'.lrII{.:ssc:rom(') hittsmaenge Cromossomo de rato
GO-A g2 3
GO-B ) Op12-p21 4
GC-C 12p12 6
GC-D | Dplsdouigidd-gial 17
GO-E WETIER 1
GC-F % N2 X
- | 10226 19
ANP i 1p36.2 4
BNP L 1p36.2 4
{INp ‘ 2G4 -cquer !
Cuanilina | 1p3d-pls 4
Uroguanilina § Tp33-pia S

Tabela 01 - Localizagdo dos eromossomos gue codificam receptores GCs (guanilate ciclase)
¢ peptideoys natrivréticos (Schulz, 1999),
ANP —peptiden natrivrético atrial; BN - peptideo natriveético cerebral; CNP « peptideo

natriurético tipo €,

O desenvolvimento de tdenicas que possibilitam o surgimento de grupos de
animais com auséncia de certos genes (“targeted gene disruption™ ou “gene knockout™) trouxe
grandes avangos na pesquisa do papel biologico de recepiores ¢ na compreensio da fungio de

eada proteing em doengas mais complexas ou hereditdrias (Schulz, 1999),
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Bssa téenica foi utilizada pars o pene que codifica receptores GC-C por dois
grupos de pesquisadores distintos (Schulz ef al, 1907 ¢ Maan et ol 1997). Nio foi
encontrado nenhum efeito deletério no crescimento e sobrevivéncia dos camundongos “CGC-C
deficientes”, Exames histopatologicos dos Grglos de animais adultos também se mostraram
normais. Yariagdes na dietn em relaglo & gquantidade de sal, agicar. proteinas o lipideos
rabérm nfio revelaram nenhuma diferenga entre o5 animais “kaockout™ ¢ o grupo controle
(Gehulz ef af., 1997), No entanto, o inoculagio aral de STa matou o grupo controle, mas ox
anttmads testmlos mostraramese resistentes. A toxing da cdlera tambdm & uma enterotoxing
termo-estavel, mas age ativando a proteing G, o que leva o uma massiva produglio de
adenifato ciclose, Em oenhum dos dois grupos, os animais apresentaram resisténeia a gssa
toxina (Schulz of al,, 1997 ¢ Mann e af., 1997), Andhises atruvés de teste “Morthern Blot”
mostraram que os niveis de guaniling, uroguanilina ¢ PRG-I estavam normais, Desse modo,
provavelmente, a auséncia de GO-C ofio apresenta eleito de “feedback™ na transerigho de

outros penes envolvidos no seu mecanismo de aglio (Mann et al., 1997},

Apds o attvagiio desses receptores GO-C, mecanismo intracelular ocorre através
da estimulagfio da atividade enzimatica da proteina quinase H dependente do cGMP (PRGHIT)
(loc et ol 1998; Pleiter ef af,, 1996; Forte ¢f al., 1996) ou da protelna quinase (1 dependente
do cAMP (PEKA-UY (Forte ef @, 1992 Vaandrager ¢f af., 1997b; Lohmann et al., 1997), Em
outra pesguisa com “gene knockout™, desta vez bloqueando o gene que codifica a proteing
PRG-HL apds o administraglio da 8Ta in vivo, os animais nflo apresentaram aumento de
secregiio de dgua ¢ ocorreu uma diminuigio marcante na secreglo de fons (Plefer ¢f af.,
1996), Porém, essa pequena  manutengdo nesty resposta indica a existéncia de  vias
alternativas, Estes individuos apresentaram, ainda, um distiebio na ossificagio endocondral, o

que fevou ao Dwartisma (Pleifer et al,, 1996).

Hstudos com culturas de células do epitélio intestinal mostraram que o ¢(GiMP,
produziclo através da estimulagio dos receptores GC-C, ¢ capaz de ativar PRASN (Forte ef o,
FO92; Chao er al., 1994), Uma outra vin foi sugerida para esse awmento da atividade de PKA-
(M atraveds dp cGMP. O cGMP se ligaria o fosfodiesterases (PDEY, o que diminuiria a hidedlise

de cAMP ¢ conseqiientemente, ocorreria um awnento na ativagiio de PKA (Forte, 1999),
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A proteina reguladorn da conduglio (ransmembrana du fibrose clstica (CFTR),
canal de cloreto ¢ bicarbonato, é um dos membros da familia de proteinas transportadoras de
peguentis maoléeulas através da membrana celular, em um processo que depende do ATP. A
mutagio do gene da CFTR tem como conseqiiénein a Bbrose cistica, Tanto a PRG como a
PrA sio capazes de fosforilar o CFTR, o gue provoes gramde aumento na secreclo de CF ¢
HCO através da membrang (French e ol . 1995 Forte e af., 20000/b), Esse mecanismo
pode esth esquematizado na figura 04, A CFTR representa wm ponto em comum nos
meeanismos de aglo da S Ta e da toxing da cdlera (Forte ef ol , 1992; Vaandrager ¢f of,, 1998;

Fietd, 2003).

Camundongos transgénicos sem expressiio dessa protefna apresentam diminuiciio
marcante na resposta inlestinal & 8Ta ¢ & guaniling (Cuthbert ef af., 19945 Groubb er al., 1997),
Esses camundongos CFTR “knockout™, precisaram de teatamento erdnico com laxantes para
ndo morret ¢om obstrugdes de ileo ¢ intesting grosso, devido a uma grande diminuiciio no
fluse de Huidos para o Hmen intestingl {(Cirubb ef ol 1997 Mo dundeno e jejunp destes
animais, houve uma manutengio, ainda que pequena, do aumento da secreglio de fons em
resposta & wroguanitina (loo ¢f af,, 1998), O que também fora observado, porém ainda em
menor proporgiio, no colon destes camundongos em clmara de Ussing, apds a administragio

de guaniling (Cuthbert et al., 1994).

Estudos tén sido renlizados, no sentido de descobrie potenciais inibidores de
CEFTR, Uma classe de tigzotidinicos mostrou-se eficiente in vivo na diminuigiio da secrecio
infestinal de fluidos ¢ eletrdlitos, Trabalhos come esse oferecer grandes perspectivas no
tratamento da calera ¢ da “diarréia dos vigjantes™, que representam graves problemas de satide

publica e paises de terceiro mundo (Ma ef af,, 2002; Thiagarajah e af., 2004),

Qutra possivel via & através dos canais de clorety ClC-20 Foi observado que sua
expressiio esta sumentada no intesting delgado de camundongos CFTR “knockout™ {Joo e al.,
1999, lsso poderia explicar & manutengiio da condutincia iGnica em resposta & uroguaniling

nestes animats (Forte, 19993,
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Hidaka e colaboradores, em 2002, estudaram o micro dominio de ligagdo dos
receptores GC-C, verificando que cle se encontra muito proximo & membrana € que sua

ligago com 0 substrato independe de outros dominios do receptor.

STIGuany! inUroguanyin

Mg»GTP c("MP

Figura 04 — Transdugéo de sinal do GC-C (guanilato ciclase de membrana). CFTR: proteina
reguladora da transmisséo transmembrana da fibrose cistica; PKA: proteina quinase
dependente de cAMP; PKG: proteina quinase dependente de cGMP.

(Fonte: Bhandari ef al., 2001).

2.6. Distribui¢io no organismo

Ja em 1989, Forte ¢ colaboradores identificaram a presenga de receptores para
STa no intestino, rins e testiculos de gambds. De fato, a idéia inicial de que a agdo da
guanilina ocorria exclusivamente no intestino estava errada. Isolada em 1992 por Currie ¢

colaboradores em jejuno de rato, este peptideo foi posteriormente isolado em diversos tecidos.
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e8mo ano, vertficou-se a presenca de seu RMA mensageiro em Heo ¢ cdlon humanos:
mﬁ de rato. No estdmago e esdfago, sua presenga era praticamente indetectavel
”-llf)f);"zw’b). Ainda em 1992, Schulz detectou a presencn desse peptideo nas
areniis, rins, (lero o rompas de rata, Foi gncontrada, também, em mucosa intestinal de
,(it--'lnn‘nru ef al, 1993 ¢ 1996a/b), figado (LI & CGoy, 1993) ¢ ao longo do trato

itorlo (Zhang ef af., 1998), no piincreay ¢ bexiga humanos (Kulahsiz ez al,, 2002, 2004),

A wroguanilina foi primeiramente isolada na urina e, em seguida, ng mucosy
tinal de gambé (Hamra e/ al,, 1993), Postertormente, ng urina humana ¢ de ratos (Kita ¢f
'5')4 e Fan ef af.. 1997a) & mucosa intestinal de ratos (Mamra e al,, 1996a), Além do
nago, intesting delgado e edlon, Miyazato ¢ colaboradores verificaram, ainda, o presengn
woguaniling em pulmdes, pincreas e rins (Miyazata ef o, 19964/b). Ainda em 1996, Fan

colabotadores detectaram KNA mensageiro desse peptideo em dtrie e ventriculo de gambad,

Ambos os peptideos foram encontrados, ainda, no plagma (Kubn e of . 1993,
Nﬁtkﬂ:ﬁﬂtu el al, 1994 ¢ 1996: Fless ef ol 1995) ¢ ao longo de todo o trato gastrintestinal,
incluinde glindulas, como as salivares, esdfago, figado, duclos biliares ¢ pancreas (Forte el
alic 1989 Laney ef af., 1992 ¢ 1994; Reinecke e ol 1996; Scheving & Russell, 1996; Fan o
al, 1997k Magert e al,, 1998 ¢ 1999: London er al.. 1999 D Este ¢ af., 2000; Jaleel of al.,
”ﬁﬂ:&; Kulaksiz & Ceting 2000 Vaceare ¢f af., 2004, Na urina de rato, gambd e humanos, as
concentragdes de uroguanifina bivative siio maiores gue as de guaniting (Kita ef ol,, 1994 ¢
A ¢ al., 19955 Hamra ¢f af., 1996), Ja foram isolados em um niimero representativo de
mamiferos, incluindo o ser humano (FHll er al., 1993b; Miyazato et af,, 1996b; Balint er af,,
07, Andreis ef al., 1999 Spreca ¢f al., 2000; Jaleel e al,, 2002; Park ef al., 2002; Kulaksiz
al., 2001, 2002a/b, 2004; Maake ef af., 2003).

No intesting, embaora o presenga de ambas tenha sido observada ao longo de todo

O trato, a maior expressiio do mRNA da uwroguaniting ocoree na poredio proximal do intestino

delgado, enquanto (que o mENA da guaniling encontra-se com malor expressio na porgiio
distal do intestine delgado ¢ intesting grosso (Wiegand e al., 1992 1 e by London ¢f al., 1997:
Whitaker er al., 1997), Alguns estudos demomstraram que & uroguaniting ¢ mais abundante om
células enterocromafiog do estdmago ¢ intesting (Nakaeato ef af, 1998 Perking er af,, 1997,

enquanto que os niveis de guaniling sio muilo elevados nas célulag de Goblet secretoras de



us resultados podem ser visualizados na tabela 02,

ithers ¢ colaboradores estudaram a distribuigio dos receptores GC-C ao Tongo do néfron.

dgan de Henle medutar, segmento
‘d&igmin

dgu de Henle cortical, sggmento
d&lguda

Tibulo contorgido distad

Tubulo coletor cortieal

Tabulo coletor medytay

T & 4%

100%
60,216,3%

A3 1T 5%

1300
5,048, 2%

Tabela 02 -

Expre
GC - guanilato ciclase:

- Bhatinos niveis de mRN A

A - Auséncia de mRNA

0 do mRNA de receplores G

uroguaniling ao tongo do néfron (Carrithers ef al., 2000),

tie ", cu f g H 2 ) g
PRG-I - protefng quinage ¢, dependente de cGMP,

| 55.494,9%
D 52.624,3%

| 36.744.,1%

HH

Sepmento do néfron GO-C PRG-I Graeniling | Urogaasiiiog
fomérulo 38.3410,7% A A
Gabulo contorcide proximal 00 4 8.6% 750%85% | 65,146 2% -
Alga de Henle, segmento espesso SR EG% | 55.814.4% | 81,325 9% 6025 8%

55.424,9%

#9.92:6%
65,124 5%
10

de PRG-I, de guanitinng ¢ de



2.7, A familia das guanilinas e sua a¢hico renal

A administragio de STa in vive e gambds ocasiona um forte sumento da
centeacdo de ¢GNP na urina (Forte ¢f aof., 1988 ¢ 1989) e em rim isolado perfundide,
fsa forte aumento na excregiio de dgua, sodio, potdssio e cloreto (Lima e g, [992), O
niamento de camundangos com uroguaniling ¢ STa por vin infravenosys também apresentou
ste mesmo aumento de excregio, Neste estudo, porém, a guaniling nfio causou efeito algum
(ﬂmcnhurg ef al., 1997), BEm 1998, Fonteles ¢ colaboradores demonstracam, também em rim
,;Qﬁlzndu ¢ perfundido de vato, que a puaniling e a uroguaniling apresemtam  atividades
hatrivrética, cabiurética ¢ diveética, sendo a ultima mads potente que o primeira ¢ o 8T mads
potente gue ambas (Lima e of,, 1992 Fonteles er af,, 1996, 1998 ¢ 2001; Greenberg ef al.,

(997 Careithers ef af., 1999 ¢ 2004 Santos-Meto er al,, 19949 ¢ 2003},

A administragiio oral de grandes quantidades de cloreto de sddio resultaram em
um attmento nos tiveis de mRNA da guaniling ¢ uroguaniting nos rins e intestinos {Potthast ef
al, 2008 Carvithers ¢f al., 2002; Fukae ef af.,, 2002). Houve gumento, ainda, da excregiio de
uroguaniling na uring (Fukae ef al., 2002), O tratamento em perfustio de intesting isolado com
cloreto sGdio estimulon o seeregdio de guaniling (Kita ¢ o, 1999), Em outros estudos, a
exposicio de cultiras de céhdas & elevaddos niveis de sal causou sumento na expresso de
mBRNA de guaniling ¢ urognaniling (Potthast ef of, 2001 Swinbrecher ¢ of, 2002a/%), Foi
observado que o guaniling, proguanilina, urogoaniting e prouroguaniling circulam no plasma
humano ¢ de outros animais (Kubur e/ al., 1993, 1994b, Nakazato ¢t al,, 1994, 1996; Hess ef

alo, 1995 Date ¢ of., 1996; Fan e al., 1996: Kinoshita et af., 1999; Fukac ef af., 2000),

O valores plastmdticos em humanos sauddvels foram mensurados em 30-40 pM
para guanilina ¢ 5-7 pM para o wroguaniting, sugetinde que a guaniling ¢ mais abundanie na
circylagdo, Na insuficiéncia renal cronica (IRCY, o8 nivels plasmdticos de ambos encontram-
8¢ aumentados. Estudos indicaram que os aiveis de guanifioa aumentum em =1 nM na IRC
(Kubn er ol 1994a), Qutras pesquisas refataram um aumento de até 8 oM em pacientes em
hemaodialise (Date ¢f al, 1996 Nakazato e aof., 1996, Kinoshita ¢f af., 1997h), Ja os niveis
plasmdticos de woguaniling aumentaram de 200300 pM e pacientes em hemodialise

(Kinoshita e of, 1999 Kinishita ef .. FOO7a), Portamto, o severidade do dano renal osta
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mente relacionada com 4 magnitude do awmento da concentragiio plasméticn de

e & uroguaniling.

Estudos em humanos ¢ em animais experitmentais indicaram que a proguanifing ¢
i da guaniting mais abundante no plasma (Kahn ef al, 1993 ¢ 1996, Nakazato ef al.,
Y. enquante gue tanto a uroguaniting ativa quanto g proucoguaniima inativa estio
glmente presentes ni circulaciio (Hess e al,, 1995 Nakazato of al., 1996, Kinoshita ef af.,
.)'l No entanto, na [RC severs, 05 nivels plasmdticos de  prourpguaniting encontram-se
mente aumentados em relagio aos de uroguaniling, sugerindo que o rim tenha um

im portante ni sua ativagdo (Makazato ef af., 1996),

Os niveis de uroguaniling também estio aumentados na insuficiéncia cardiaca
arrithers, ¢f al., 20008), slomerulonefrite (Kinoshita ¢ gl 19974) ¢ na sindrome nefritica
oshite e al., 1999, Um ponto em comurm gntee esses trds distarbios ¢ a retengfio de sal ¢
i pelo rim, o que tem como conseqliiénela edema, Foi sugerido que essa alteragiio na
icentragiio plasmética pode representar nm efeito compensatorio ne atmento da secreglio
roguaniling por outros Grgfos, como o coraglio ¢ o tralo gastrintestingl, para promover

itos diuréticos ¢ natrivedticos (Fonteles ef al,, Y998: Lima ¢f of., 1992; Greenberg et al.,

Confirmando esse papel da weoguanition na regulagio de sddio, Andreis e

olaboradores, em 1999, demonstraram a presenga de receptores GC-C nas glandulas adrenais
e a estimulaglio desses receptores causa inibigho da secregiio de aldosterona, Essas
[Andulas também produzem e liberam guaniting, que pode estar envolvida na regulagiio da

intese e seereglio desse importante mineralocorticdide (Reineeke e al., 1996),

Estudos com a deleghio do gene que codifica g urogusniling  produziram
amundongos com diminuigdo significativa na capacidade de aumentar a exeregiio de sodio
a urina apds a ingestiio de grande guantidade de sal (Lortenz et al., 2003; Forte, 2004). Esse
eleito tove como conseqiiénein, v aumento da pressfio arerial, Quando clevaddos niveds de
sodio foram  administrados por vig endovenosa,  esles  animals  exeretaram  na uring
soncentragdes semelhantes aos camundongos normats, Nestes camundongos ocorrew, ainda,
uma grande redugio na expressiio de guaniling no epitélio intestinal, sugerindo que a

uroguaniling tem um papel importante na regulaglo da guaniling no trato gastrintestinal,
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lmmmqi\u na resposta renal & elevada ingestio de s0dio nlo ocorrew guando antmais

alegiio do gene di guanilina foran produzidos (Steinbrecher o al., 2002 Loreng ef

2.8, A familia das guanilinas e sua agfio intestinal

A STa, o guaniling ¢ a uroguanilina @m agdes intestinais similares. Estimulam a
goies do hicarbonsto ¢ cloreto, 0 gue catsa um aumento da secregfio de s0dio ¢ dgua
1('5; o lamen intesting! (Joo et al, 1998 Kuhn er ol 1994b: Guba ef af, 1996, Volante Cal,,
”?; leda ef al., 1999), Os trés pepticleos siio agonistas dos receptores GO-C e estimulam a
odugdo intracelular de cGMP (Forte ¢f gl 1989 ¢ 1993 Hamra ¢ al, 1993 ¢ (997, Kita wf
:, 1994 Joo e af., 1998; Kuhn e af, 1994b; Guba er al, 1996). Estudos demonstraram que
) acflo (ntestinal é dependente dos receptores GO-CL uma ver que, em camundongos sem a
exprossdo desse receptor (“Knockout™), os efeilos foram completamente blogueados (Schulz
et al., 1997 Magn ¢f of . 19973, Contudo, bt indicios da existéncia de outros receptores para

" esses peptideos a0 longo do trato entérico (Mann ef al., 1997),

Mo inlesting geosso, onde o guaniling € mais abundante, sua aghio secretora de
Cfons ¢ eletrdlitos, juntamente com a mucing, provavelmente tem um efeito importante na
Cproteciio da mucosa (Forte, 1999), A secreglio intestinal de HCO3 no intesting detgado
Cpotencinliza o agio da geaniling, tendo em vista que esse peptideo tem poténeia e eficicia
maiores em phl dealine (Mamrea ¢f gl 1997: Guba e gl 19963 A wroguaniling, por sua vez,
apresenta sua maior poténcia em pH dcido, Desse modo, provavelmente tem importante
popel na regulaglio da secreiio de bicarbonalo no estdmago e intestine delgado, ajudandn na

neutralizaciio ¢ protegiio do epitélio (Forte, 1999; Hamea e ., 1997 Guba ¢f af., 1996),

2.9, Cancer de ¢6lon

Foi demonstrado que a produglio de guanilina € inibida no cdncer de cdlon,
emborg nos tecidos adjocentes, tenha sido encontrada a expressiio normal de seu KMA,
mensageiro (Coben er al, 1998), As células cancerigenas continuam a expressar

normalmente os receptores GO-C (Carrithers of al., 1996). A inibigio da guaniling nessas
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pasivelmente representa importantes consegiténeias Nelopatologicas no desenvolvimento dos
nocarcinomas de cblon s partir de pdilipos benignos. Futaros esclarccimentos a esso
speito se fazem necessdrios, mas pode-se especular a possibifidade do uso dessa familia de

pépll’clﬂnﬂ na prevengio efou tralamento dor clincer de colon (Cobien er al., 1998, Forte, 19993,

2L Figado

Foi observado que, em processos regenerativos em conseqlénels de hepatectomia
sarcial ou injdria ocasionada por agentes hepatotdxicos, ocorre um forte aumento na
gxprossio de GO-C no figado, Foi demonstrado que, 34 horas apds a ressecglio de /3 do
-':'f'ig,ﬂc.lt.r, ha um awmente significativo na atividade desses receptores (Laney of af, 1994

" Scheving & Russel, 1996),

Além disso, os niveis de GO-C no figade de fotos ¢ neonatos de ratos sifo
similares aos enconitados no tecido hepitico adulto em fase de regeneraglio (Laney ¢f al,
1992). Bsses achados sugerem um importante papel dos peptideos da familia das goanilings
1w regeneraglio hepdtica, Se essa hipotese ¢ realmente verdadeira, um grande avango inclusive

1a quatidade dos transplantes hepaticos pode ser esperado (Forte, 2004).

2,11 Treato respiratorio

Receptores para peptideos da famitia dag guanilinas foram encontrsdos no epitélio
do trato respiratdrio (Krause ef af., 1990). Também foi demonstrado gue a gaaniling &
produzida pelas células Clara nos pulmes (Cetin e al, 1993, Verificou-se, ainda, que osse
peptideo ¢ capaz de ativar um novo mecanismo de condutineia de cloreto o gpitélio
administeagiio sistémica da uroguaniling, mas nie da guaniling, foi eficaz na melhora dos
sintomas de asma em porquinhos da india (Ohbayvashi ef al, 1998). Este trabatho trouxe
indicios para o possibilidade do seu uso no tratamento da asma humana (Forte, 1999), A
passibilidade de que a uroguaniling seja capaz e aumentar o secregiio de cloreto e

-!'.. ¢ g i T L I T 3 3 - i o i
bicarbonato, através de carlis C1C-2 ou outros canais de Cl-, trouxe grandes perspectivas para
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dmento dos distarbios respiratdrios presentes em pacientes com fibrose cistica (oo ¢ of..
il bk y

LR;HNIEU"I el ol |{}HU; Forte, “}()”Jp

2,12, Sistema fmunodogico

A regulagio da atividade dos receptores GC-C pela STa Tot primeiramente
bservada em ratos com feucemia (Knoop ef al., 1983}, Este peptideo estimulou o aumento de
GME & da liberacito de histamine nesses Hnfoeitos, A alta expressio da Hinfoguaniiing ¢ dog
weptores GC-C em tecidos linfdides sugere a impondncia dessa familia de peptideos nos

mecanizmos imunoldgicos (Fan el ol 1997b: Forle er af,, 1999),

2,13, Hipertensiio

Uma das grandes perspectivas o cerca do potencial terapéutico dos peptideos da
Famitia das guanilinas, om especial a uroguaniling ¢ que eles possam see usados no tataments
de pacientes que apresentam um aumento na pressfio arterial dependente da inpestio de sal
(Forte, 2004},

Foi sugeride por Lorenz ¢ colaboradores, em 2003, que os camundongos
knockeut para o gene da uroguaniting representam wm Mimo modelo para se pesquisar a
poténeia e eleicicia desses peptideos em animais que apresentem hipertensio dependente do

sal, securddria a umy deficiéneia de uroguanilina,
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4, MATERIALS § METODOS
4.1, Perfusio de rim isolado

4.1.1. O SISTEMA

O métode de perfustio de rim isolado consiste em acoplar am eim o um sistema
que foi desenvolvido para simukar as condighes encontradas por esse Orgho no organismo
vivo, Dessa forma pode-se observar a atividade renal de substiineiag sem que haga qualquer
interferéncia enddgena, As primeiras perfustes foram realizadas por Lobell, em 1849, De i
pura eh, virias allecaghes foram feitas ¢ o sistema foi sendo modificado (Bowimnan, 1970: Ross

et al., YOT% Cohen e ol 1977 Forteles, 1980 Fonleles e ol 1983 Ardjo Filho, 1945},

descobertn de novas substancias, permitinde uma methoria nas perfusfes que véem
acontecendo até os dias de hoje, Em 1970, Bowman adicionou a fraglio V de atbumina bovina
purgs 4 soluglio perfusora, Schurek, em 1080, iniciou a wilivaglo da soluglio de Krebs-
Henseleit, Outras alterages oeorreram ainda, como o uso de wn filtro miliporo (Pege. 1971
Rass ¢f af., 1973 Cohen ¢ al, 1977, Fonteles, 1980) ¢ de substiincias como glicose,
aminodeidos, factato, oxalacetato o piruvato (Bahlman ef of,, 1967; Trimble ¢ Bowman, 1973;
e Melo ¢ Maack, 19760, BEm 1974, Hamilton ¢ colaboradores adicionaram wm pulmiio
artificial do tipo silistico, Baseado nesse modelo, foi sugerida a adicfie desse pulmiio ao
sistema fechado nos trabathos de Fonteles (1980) ¢ Moreiva Lima (1983). Existem dois tipos
de sistema de perfusio tenal, O aberto, no qual o perfusato afio recircala pelo rim e o fechado,
onde ocorre a recircufagiio.

Nos experimentos do o presente trabaltho, foi oatibizado o sistema fochado
inicialmente baseado nos estudos desenvolvidos por Bowmian e Maack (1974) ¢ Ross (1978),
modificado em nosso laboratério pela adigio de um pulmdo artificial para methorar a
oxigenagho (Hamifton e af,, 1974) ¢ pela wilizagio de um filwo milipore 1.2 pm (Pegg,

VOT1) Foi definido o acréseimo de albuming bovina, fraglio V, 6% & solupiio de Krebs-

Il

Henseleit (Monteire, 1990, Lima e of, 1992). Esse sistema ¢ muis econdmico, J4 que o
perfusato  fiberado pela vein renal ¢ rewtilizado. Gastasge, portanto, menos  albumina,

diminuindo o orcaumento do Projeto.
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Cénula
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Catabolhas —

+— Mandémetro de
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«— Condensador
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Seringa coletora de
perfusato

Fluxtmetro
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Figura 05 - A — Desenho esquematico do sistema de perfusdo de rim isolado de rato.
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() sistema uttlizado em nossos experimentos, como pode ser observado na figura

_ & composto pelag SELUINTES PArtes:

e Condensador — mantdm aquecido o cilindro reto que comporta a solugdio

srfusory

an Cedetor de uring;
= Seringa coletora de pevfusato;
e Bomba de perfusfio (Watson) — ¢ o “ooragio”™ do sistema, Bombeia o solugdo

= Filtro de milipore (8pum) — filtra o solugiio perfosora, dificultando a passagem

de células ou debris que casunlmente permanegam 0o fim apds sua colocaglo noe sistema;

= Banho-maria - aquece o oxigenador ou pulmdo actificial, mantendo o

al

temperatura constamte em 377 C;

wx Oxigenador ou pulmiio artilicial - promove as trocas gasosas (93% de Oy ¢ 5%
de (O

=z Fluxdmetro — mede o Huxo de perlusdo;

= Catabolhas - retiva as bolhas do sistema, evitando que entrem no rim ¢ causem
embolin:

= Mandetro de meredrio - mede a pressiio de perfusiio;

e Bomba aquecedors com termostato - mantém o sistema & emperatura de 37°C;
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4.1.2. Animais

Faram utilizados ratos Wistar-Kyoto adultos. de ambos 0s sexos, pesando entre
iz ¢ 280 g, oviundos do hiotério da Unidade de Pesguisas Clinicas da Universidade Federal
fo Ceard. Para a realizagiio dos experimentos, os animais eram submetidos a um jejom de 24

oras, com dgua ad libitum.

#.1.3. Preparaciio do sistema

Antes de cada experimento, o sistema era cuidadosamente montado e calibrado.
Apds a colocagiio de solugiio saling no sistema, gra sempre verificada a presenca de gualguer
vazamento, que quando encontrado, era rapidamente solucionado, Para a calibragiio, a solugiio
saling aquecida o uma temperaturg de 377 €, era coletada por um minulo em proveta
tilimetrada a cada velocidade da bomba ~ de | a 50 Ao mesmo tempo, eram também
Cverificadas as medidas do fuxémetro ¢ do mandmetro de meredrio. Entre cada mndanca deo
elocidade da bomba csperava-se aproximadamente cinco minutos, para a adaptacio do
istema.

O objetivo da calibragiio era verificar o (Tuxo de perfusiio frente o resist@neia do
proprio sistema, Para tanto, os resultados dessas calibragbes foram compilados em curvas,
nde plotamos a velocidade da bomba no eixo das abscissas contra 2 pressifo de perfusio.
olume de salina coletada ((uxo) ¢ o valor obtido no (luxémetro, no eixo das ordenadas,

As Figuras 06, 07 ¢ 08 mostram Gue o sistema se manteve constante em todos os
TUPOS experimentats,
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Figura 06 -

Fluxémetro {LitrosfHora)

1 2 3 4 5
Velocidade da Bomba (rpm x 10)

Figura 07 « Calibragiio do sistema. Velocidade do bomba versus medida

do fluxdmetro.
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Fluxo {mLimin)

1 2 3 4 5
Velocidade da Bomba {rpr x 10)

Figura 08 - Calibeagiio do sistema. Velocidade da bormba versus fluxo,

4.1.4. solughio perfusora

A soluglo escothida ot o de Kreebs-Henseleit (1932) maodificada, associada &
lfmirm bovina fragdio V, 6 g % (Monteire, 1990; Limacer of,, 1992). A solugao tem grande
p&;rlﬁmzia na manutengio das fungbes renais no decorrer dos experimentos,

Inicialmente era preparada wma solugho de Krebs-FHenseleit, concentrada a 20%,
mposta de [38g de NaCl, Tg de KCL 3.2 de Nl PO O, 8,88 de MeSO, L0 ¢ Hg
o Uréia,

No tempo de 48 horas antes do experimento, separgva-se 100ml desta solugiio e
entava-se 4,28 de NaHCOy, 0,74g de CaCla. 2M20. 2g de glicose ¢ 0,05g de peniciting G
atina potdssica. Fm seguida, completava-se o volume pare 21 com dgun bidestilngdan.
ravaese, entio, 300m] desta dltima solughio, na qual adicionava-se albumina bovina (6%).
seguida, era realizada a didlise, auxilinda por wm homopgeneizador, gue tinha por objetivo
ar substincias contaminantes, como piruvato, citrato ¢ lactato (Cohen et al., 1977,
ek ¢f ol 1970; Ross, FO78Y. Os 1700m! restantes eram usados como solugiio para a

i iae [ o N g g g o r . . i . n
mll.-‘ith aqual era trocada com 24 horas, Apds 48 horas de didlise, acrescenava-se 0,15g de

tHina. O pH da solugiio era ajustado entre os valores de 7.3 ¢ 7.4,
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4.1.5 Substincias utilizadas

NabtC O (Synth)

Nl PO (Synth)

WNaCl (Synth)

M SO, 7THRO (Reagen)

Manito! (Reagen)

Uréia (Reagen)

KT {Merck)

Glicose (Sguibb)

Fleparing (Roche)

Fragio ¥ de albumina bovina (SIGMA)
Peniciling G potdssica eristaling (Sguibh)
tuling (STGMA)

Pentobarbital sodico (STGMAY

4.1.6, Técenica cirdrgica

Para a reticada do eim, os animais eram anestesiados com pentobarbital sddivo, na
l,qs:i;: de S0mgkg de peso vivo, por via intraperitoneal. Apos a indughio, eram administrados
lf de manitol a 20% por via intravenosa, através da veia femural, para facilitar o diurese
igra 09 - A), Fazia-se, entiio, & anti-sepsia de todo o abdome. A tenica cirdrgica utilizada
p(!ﬂ?:tiﬁ‘ﬂ the wma incisfio ao longe da linha Afba de aproximadamente Sem. Seguida de outra
.[.l}ﬂr!clictular A primeira, de aproximadamente 3em, Rebatia-se as visceras para o esquerda,
ermitingdo a visualizagio do rim direito, Amarravaese e retirava-se a glandula adrenat a fim
que nenhum de seus hormdnios viesse a influenciar os tesultados do experimento. [solavae
I:'c:.uiciaclcmzmwrltc: o ureter, amarrando-o, para facititar sua posterior canulagiio com tuboe de
olictileno (PESO), Retirava-se. entio, o capsula renal, Limpava-se a artéria mesentérica e
mal. Canulava-se o ureter e a artéria reoal, a partir da mesentérica superior, sem que
Quvesse interrupedo do Nuxo sangbineo para o rito (Bahlmann ef al., 1967; Nishiitsutsuji-

WO ¢ 6Ty come R T P «
WO el al 1967y, como pode ser visto an figura 09, Reticava-se cuidadosamenie este Orpdo,
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limpava-se ¢ colocava-se no sistema. Esperava-se um periodo de 20 a 30 minutos para a

adaptagdio renal as novas condigdes.

-

Figura 09 - Téenica cirtrgica. A — veia femural; B — ureter direito canulado; C — artéria renal;

D - artéria mesentérica; E — aorta; F — canula arterial.

w1 s%440AS 03
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4,1.7. Protocolo experimental

niciava-se o protocolo experimental zerando o crondmetro. A partie desse
ento sram coletados uring ¢ perfugato a cada 10 minutog, alternadamente de forma que a
i 5 minutos se fazia uma coleta, Por ocasido de cada coleta, apotava-se a medida do
1’litl;('}l'l'lt’:l'l‘(} de mercario ¢ do Muxdmetro, Os frascos di uting eram pesados ¢, juntamaente com
“de perfusato, acondicionados a uma tempetatura de -20% Cpara permitie posteriores
f&gﬂgctm de potdssio, sidio, cloro, inuling & osmolaridade. Passados os 30 minutos iniciuis,
m@ funciongvam come controle interno, aplicava-se a substincia a ser testada, O experimento

inha duragiio total de 120 minutos,

Apos a colocaglo do rim direito no sistema, retiravaese o vim esquerdo para o
ntrole. Ble era pesiado ¢ devidamente acondicionado parg posterior exame histopatoldgico.

‘mesm era feita com o rim dirgito apds o término do experimente,

(s percentuais de teansporte tubular de sodio, potdssio ¢ cloreto, ¢ o ritmo de
traglio glomerutar foram determinados através das formular de efearance, de acordo com as
igdes de Pitts, em 1075 ¢ Martinez-Maldonado & OpavieStitzer, em 1978, Tambéin
m determinados o fMuxo wrindrio e o clearance osmodar. O sodio ¢ potdasio foegm
etérminados em fotbmeto de chama (instrumente laboratorial modela 445), A inling foi
minada de acordo com Walsor e colaboradores, em 1953, ¢ modificado por Fonteles e
oradores, em 1983, A psmolaridade foi mensurada et osmdmetro (Needham Heights,
USAY A fungiio distal foi avaliads ateavés do clearance de dgua tivee (Pitts, 1975 ¢

nez-Maldonado & Opava-Stitzer, gm HO78).
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4.1.8. Grupos experimentals

Cada grupo experimental era composto por seis experimentos, realizados um por

O ginco grupos analisados forar os seguintes:

& Crupo controle (O) onde os ring foram perfundidos somente com o soluglio

perfusora;

G Cirupo SER-THR-LYS-GUANILINA, na dose de O bpg/mb (Ser-gaan

0.4 pg/mi).

4 Cirupo SER-THR-LY S-GUANILINA, na dose de Tpg/ml, (Ser-guan Tug/mL);
< Cinupo UROGUANILINA, na dose de 0,5ug/ml, (Uro 0,.5ug/ml);
o Grupo SER-THR-LYS-GUANELIMA, na dose de Tpg/ml -+ UROGUANILINA,

na dose de 0,5ug/mb. (Ser-guan + Uro): a primeira fof adicionada no inicio do
experimento ¢ a segunda, apds 30 minutos,
4.1.9. Céleulo dos pardmetros renais
Para o determinagiio dos pariimetros renais foram utitizadas as seguintes formuolag
P - pressiio de perfusfio (mmtlg) - dado obtido do mandmetro de mereirio

FU - fluxo urindrio (ml.g ' min )

RVR = pesisténcin vaseutar renal (mmlg.mL.g” min’

RVR = PP/FPR

)

RIFG - ritmo de filtragio glomerular ( mb.g ' min")



DO, = densidade dtica da inutina nopurina

FNa® - sodio Hleado Gablg.g Cmin
FNa" = REG K PMa’ onde

PNa” = concentragiio de s0dio no perliisato

fiNa " - sodio excretado (kg min’)
ENa’ = FU x UNa'onde

UNa" = concentragio de s0dio na uring

s * ' I Ao IR BRI B
INa’ - sodic transportado (pBag.g”amin™)

TNa = PNa’ - ENa'

TN - percentual de sodio transportado
SeTNa" = TNa' x 100/ FNa"

- et ) -t vo-l
LCosi - i:-'.(f:’l:u'ﬂ”(.'t.’ CHRMOUTED ( [£8] [.ug An )

Cosm = (Uand Pown ¥ % FUonde
Poon = osmolidade de perfusato

CH - elearance de dgua Hivee (11'11...4;_,"’ amin )y
CHyO= FLU-Clogn

yr i3 ] ] ; W o
dTNa” - transporte distal de sodio (ml.g™min ! )

P s . N - . P
Ad Na™ - aporte distal de sédio (uq.g aninhy

Ad Mg = dTNa" -+ ENa©

- b e . N -1 I
PINa = transporte proximal de sodio (B amin'')

T
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dopTNa" = pINa's 100/FNa
Todos os edleutos realizados para o determinaglio dos parimetros do sdidio

repetidos para o potdssio ¢ o cloreto,

4.2, Futatistice

Ox dados foram analisados atravds do programa de estatistica Crraphfrism para
ilise de dados, expressos como a média b erro padiio da média (E.P.M.), Os valores dos
Ameteos renais foram comparados entre o8 grupos por ANOVA ¢ tesle comparativo entre
grupas com ¢ grupo controle e controde interno, felto por teste / de Student, com
s‘ig(‘nﬁcﬂnc:izu de * p<0.03, Todas as tabelas ¢ graficos que avalisram os pardmetros renais
.lillt't'l estudados de acordo com a varidvel tempo, ¢ 0s dados compilados em intervidos de 30
inutos (30, 60, 90 ¢ 1203,

4.3, Sintese da ser-thr-lys-goaniling ¢ da uroguanilina

Ox peptideos (see-thr-lys-goanilina e uroguaniling de rate) foram sintetizados ¢
windos pelos pesquisadores Richard Greenberg ¢ Stephen Carrithers, através de wma
colaboragdo internacional entre & Universidade de Kentueky ¢ a Universidade Federal do

Ceard, peln " American Peptide Company™, Califdraia, EUA.

Para o sintese injcial da lys-guaniling, un oligonucleatideo, contendo a seqliéneia
previamente conhecica, foi sintetizado ¢ puriticado. Um plasmideo fol isolada usando-se umm
Prcwmlimcnm de fise aleating seguida de centrifugacho em gradientes de CsCL contendo
brometo de etichum, Fragmentos de DNA foram isolados e gel de agarose, utitizando-se
Gene Clean 1 (Bio 101, La lolla, CA), O plasmideo codificando a guaniling de rato foi
- Produzido usando o vetor de secregiio pIAL 36, de acordo com a deserigio de Fonteles ¢
colsboradores, em 1996,
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A Escherichia coli K-12 DPB 372 foi usada para as transformagdes ¢ produgdo da
or-thr-lys-guanilina. As células cresceram em meio rico em Lurrie-Broth (LB), suplementado

com ampicilina (50 mg/mL). Através desta técnica de bioengenharia, construiu-se o primeiro

derivado artificial das guanilinas.

Com a proposta inicial da sintese de um peptideo correspondente a Lys-guanilina,
previamente sintetizado em um processo bioldgico extremamente trabalhoso, foi produzida a
ser-thr-lys-guanilina, que € objeto desta pesquisa.

Ser-Thr-Lys-Pro-Asn-Thr-Cys-Glu-lle-Cys-Ala-Tyr-Ala-Ala-Cys-Thr-Gly-Cys

A sintese uroguanilina de rato foi realizada pelo método de fase sélida e
purificada de acordo com Currie (Currie ef al, 1992) e Hamra (Hamra e al., 1993). Foi
utilizado um sintetizador de peptideos fabricado pela Applied Biosystems 431A.

Thr-Asp-Glu-Cys-Glu-Leu-Cys-lle-Asn-Val-Ala-Cys-Thr-Gly-Cys

A purificag¢do dos peptideos foi realizada por HPLC em colunas de fase reversa ¢

as estruturas confirmadas por espectrofotometria ¢ anélise de segiiéncias.

4.4. Comité de Etica

A metodologia desenvolvida no presente trabalho foi submetida e aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Ceara.
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5. RESULTADOS

5.1, Grupos experimentais:

1. Cirupo controte (O onde os rins foram perfundidos somente com a solugdo perfusora;
[ Grupo SER-THR-LYS-GUANILINA, na dose de 0. 1pg/mi. (Ser-gaan §,1pg/mi.);
(1, Grupo SER-THR-LYS-GUANILIMNA, na dose de Tpg/ml (Ser-guan {pg/mi.);

IV, Grupo URCGUANILINA, pa dose de 0,5pg/mL (Uro §,8pg/mi);

V., Grupo SERCTHR-LYS-GUANILINA, na dose de tpg/ml -+ URODGUANILINA, na
de O0,5pg/ml, (Servguan + Uro): a primeira fol adicionada no infcio do expertmento ¢ a

ncda, apds 30 minutos,

Os dados slio expressos om média b erro padriio da média (H.P.M.) ¢ estiio
mpitados em quatro periodos de trinta minotes (30, 60, 90 ¢ 120 min). A andlise estatistion
feita por ANOVA ¢ teste ¢ de Student com p = 0,05, Os trints minutos iniciats foram
lizadoy como controle interno, Os grupoes teatados foram comparados entro i ¢ a um grupo

ole, onde os vins foram perfundidos apenas com a solugiio de Krebs-Henseleit,
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7. Pressio de perfusiio (FP)

e pode ser observado na tabela 03 ¢ nag figurss 10 ¢ 1, tanto a sec-the-tysgs
ose menor de 0,1 pg/ml, como a uroguaniling, na dose de 0.3pg/ml, causatam
ento milueno ras significativo ("p = 0,053) na pressdo de perfusio em relagiio ao
qos 120 minutos do experimento, a nltina tambérn em relaglio ao controle
ase maior de lpg/ml, & ser-the-lys-guanilina apresentou efeito inverso, tendo 4
ti;/a'u'rwnm dirninuida 208 90 minutos de experimento, A secthe-lys-guaniling
iul capaz de bloquenr o efeito causado pela wroganiling, de modo gue no grapo

Uro niio houve efeito significativo na PP

30 min, 60 min, 90 min. | 120 min.
104,04 0.9 034+1.0 | (03,2600 1 104, 140.8
X :(l,'l il 100,54 0.7 103,30 3.8 10,0k 2.7 {110k 2 0%k
Tug/ml, 105,74 1,2 99,1 £ 2,54 | 05,04 2,604 99,9 4 3,5
bOT.2 o 2.6 103,9 % 3.6 106,7 £2.7 | 110,403,500
guan -+ Uro | 1052407 1044 £ 0,5 1029 0,9 103,34 1.9

AT & I RRTRTY. PN JRY T e Ferye €e ; ~heniar sl 3 it
= Pressito de perfusio (PP, mmEg): Os resullados apresentam média  erro padrio
EPM) et cada grupo experimental.

)5 para compatacio em relagio aos 30 min {controle interno) de seu proprio grupo,

0,05 para comparagio em refagiio ao grupo controle.

LT VNI
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A i Conirole
a b
b @ ser-thr-lys-guanilina
0,1pg/mL

0 ser-thr-lys-guanilina
Tpg/ml

60 90 120
Tempo (min.)

ura 10 - Pressdio de perfusio (PP; mmHg). Os dados sdio expressos por média + erro

da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

m Controle

a
C
m Uroguanilina 0,5 pa/mL
0 Ser-thr-lys-guanilina
1pg/mL + Uroguanilina
0,5 pg/mL
60 90 120

Tempo (min)

mparaciio em relagfio ao grupo controle e “c”: comparag¢do entre a uroguanilina e a ser-
na + uroguanilina,



5.3, Resisténcia vascular renal (RYR)

alizados pa tabela 04 ¢ nas Hgpuras 12 e 13,

Somente a ser-thr-lys-guaniling, na dose maior de Tpg/ml, foi capaz de causar
diminuigho significativa (*p < 0,08) na resisténeia vascular renal em relaglio ao controle

fo ¢ an Erupo cotrole,  aos 90 minutos do experimento, BEsses dados podern ser

30 min,

60 man,

90 min,

p-guan 1pg/mi,

ro 0,5pg/mi,

guan + Uro

4,66 :k

4.6k ) . (44

4,36k 018

464 & 0,04

4390 0,34

0,06

3k 0,03

43k 007

4 36 0,12

A58 ()38

4 52k (),()3

b7 & 0,35

l:!'-y-;?« :;?, ol (‘L l 3 stk

4,61 £ 005

4,560k (0,1

4,56 :& 0,03
4,74 0,35

4,39:% 016
4,87 4 0,35

458 0,13
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[0 Controle

5 a
e E ser-thr-lys-guanilina
E 4 0. 1pg/mL
é’ O ser-thr-lys-guanilina
= 3 Tpg/mL
o
B
g 1
(14

0 L Y i

30 60 90 120

Tempo (min)

F_igura 12 — Resisténcia vascular renal (RVR; mmHg.mL/g/min.). Os dados so expressos
por média + erro padrdo da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.
“a”; comparagdo em relagio ao grupo controle e “b™: comparagdo entre as duas doses da ser-

thr-lys-guanilina.

® Controle

5
Coary
£ m Uroguanilina 0,5 pg/mL
E 4
B
E 3 O Ser-thr-lys-guanilina
& 1pg/mL + Uroguanilina
£ 2 0,5 pa/mL
g1
(14

0 A

30 60 a0 120
Tempo (min.)

Flgura 13 — Resisténcia vascular renal (RVR; mmHg.mL/g/min.). Os dados sio expressos

POr média + erro padro da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

g, " :

@ comparagiio em relag@o ao grupo controle e “c™: comparagfo entre a uroguanilina e a ser-

thr-lys-guaniling + uroguanilina.



1o wina diminuiciio significativa no grupo Ser-guan + {ro.
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we mesmo periodo de experimento, foi capaz de bloquear o efeito da wrogoanilin,

30 min,

60 o,

groan 0,1 pg/mi.
in fpg/mi,
0,5 pg/mi,

gmm + Uro

0, | G5k (L(]U?

O 058000146

0 A65::0.004

0,160,016

"l ™. HH
O groguaniling,

01670003

0,204:0,021

(0, 206e£0,02 1 4+

0 72:60,004

PEguan”: sev-the-lys-guanilina,

P 0,05 para comparagiio em relaglio ao grupo controle,

90 min,

120 min,

0,213:£0,01 0%

O Re0,0] # e

023100162

0 ) PA2E0 005w

0, 166:60,003

(L2230, 0104w

0, 180,000 %

0,226y, 2k ok

”.. ‘ l {:l:_jl:; ()N“U{] i e o

et 05 - Flaxe urindrio (FUy mlg lamin”): Os resultados apresentam média & erro
3o da média (EPM) em cada grupo,

0,05 paca comparagiio em relagio aos 30 min (controle interno) de seu proprio grupo,
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0 Controle
a
4a
| ser-thr-lys-guanilina
0,1pg/mL
a
b ' a 0 ser-thr-lys-guanilina
b 1ug/mlL
60 90 120
Tempo (min)

{ — Fluxo urindrio (FU; mL.g".min'l). Os dados sdo expressos por média + erro

@ Controle
a ' ,
@ Uroguanilina 0,5 pg/mL
¢ a [ Ser-thr-lys-guanilina
1pg/mL + Uroguanilina
. 05pug/mL
90 120

Tempo (min)

15 ~ Fluxo urindrio (FU: mL.g.min™). Os dados sio expressos por média + erro
da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

paragio em relagiio ao grupo controle ¢ “c”: comparagdo entre a uroguanilina ¢ a ser-
guanilina + uroguanilina,
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5.5, Ritmo de filtragio glomerular (RFG)

“Como pode ser observado na tabela 06 ¢ nag figuras 16 ¢ 17, somente a ser-the-
l’l’l.ll.l:]ﬂ, ira dose maior de 1 pg/ml ¢ no grupo Ser-guan + Uro {0l capay de causar uma
‘Jffﬁ) signiticativa {p = 0,05) o ritmo de filtragio glomerutar em relaglio ao controle
& a0 grupo controle, aos 90; ¢ 90, 120 minwtos do experimento, respectivamente, Fm

a0 controle interno ¢ 40 grupo contrple.

30 min, 60 min, 90 min, (20 min,

O83T00.047 | 0.8a1+0.080 | 0RR2E0.075 0,855:0,050

an 0,1pg/mi. 07740060 | 09560, 141 (,769:0,074 0,724:0,035

uan 1pg/ml. (L 878:L0,061 081360005 1 063760082+ 0,622:60,12%
ug/mi, 0,735:0,063 0875601209 075560085 0,773:60,084

tan + Uro (,769::0,061

LSS2:L0,0680 %4 1 0 37%k0,03()Mk*

la 06 - Ritmo de fittraciio glomerular (REG; ml.g" min'"y, Os resultados apresentam
&k erro pacdiito da média (EPM) e cada goupo;

0,05 para comparagiio em relagio aos 30 min (controle interno) de seu proprio grupo,
P < 0,05 para comparagio em relagiio ao grupo controle,
guan™; ser-thr-lys-puaniling,

} ", . [ER]
FLuroguaniling,
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o Controle
@ ser-thr-lys-guanilina
0, 1pg/mL

O ser-thr-lys-guanilina
1pg/ml

60 90 120

Tempo (min)

Figura 16 — Ritmo de filtracio glomerular (RFG; mL.g".min'l). Os dados s@io expressos por
~ média + erro padrdo da média (EPM) ¢ a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

g comparagio em relagio ao grupo controle e “b™: comparagéo entre as duas doses da ser-

thr-lys-guanilina.

m Controle
1,2
] m Uroguanilina 0,5 pg/mL
—
=
%, 0,6 0 Ser-thr-lys-guanilina
1pg/mL + Uroguanilina
E 0,5 pg/mL
S
Q 04
e
0 -— : :
60 90 120
Tempo (min)

Figura 17 - Ritmo de filtragdo glomerular (RFG; mL.g"'.min"). Os dados sdo expressos por

média + erro padrio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.
“¢™: comparacdo entre a uroguanilina e a ser-

6,0, "
4" comparagio em relagdo ao grupo controle e

thr-lys-guanilina + uroguanilina.
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6. Percentual de transporte tu balar de sodio (Y6 TNa")

sar-thr-lys-guaniting, na dose O 1ug/ml. ¢ a uroguaniling causaram uma

aniline, 0o grupe Ser-guan + Uro ndo foi capaz de reverter esse efeito da
iling, de modo que neste grupo continuou havendo diminuigiio significativa do
te gos 60, 90 ¢ 120 minatos em relagio ao grupo controle € aos 120 minutos, em

10 controle interno. Hases dados podem ser visualizados na tabeta 07 ¢ nas figarss 18

30 min, 60 min. 90 min. M min,

an (4, g/ml

1 pe/ml,

8800 074 | 87.88  0.81

890113

BE.74 4 003

B84k 12

87,02 - 1,73

87,5k (),78

Hx,.:'.ﬂ -t 0“7:7 o

R1,62:4 267 L

B4, e 1,04

79,9062 220N

A8, 14+ 1,08

79,03 £2, 59%w%

86,97 & 1,18

RO,271 5300

ok Urg

TOAQES 29%% 1 70 9 1 5w

TOOT b 4 s

)7 - Percentual de transporte tubular de sédio (%0TNa"). Os resultados apresentam

o padrdio da média (FPM) em cada grupo;

uaniling,
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a & Controle
a b
& ser-thr-lys-guanilina
0, 1pg/mL
O ser-thr-lys-guanilina
Tpg/mL

60 90 120
Tempo (min)

18 — Percentual de transporte tubular de sédio (%TNa"). Os dados sio expressos

a + erro padriio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.
paragdo em relagdio ao grupo controle e “b™: comparagfo entre as duas doses da ser-
1anilina,

@ Controle

4 4 ® Uroguanilina 0,5 pa/mL

O Ser-thr-lys-guanilina
Tpg/mb + Uroguanilina
0,5 pg/mL

60 90 120
Tempo (min)

19 - Percentual de transporte tubular de sédio (%TNa"). Os dados sdo expressos
dia + erro padréio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

Mparacio em relagio ao grupo controle e “¢™: comparagfo entre as duas doses da ser-
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5.7, Percentual de tramsporte tubular proximal de sédio

Observando a tabela 08 ¢ as figuras 20 ¢ 21, pode-se perceber que a ser-the-lys-
iling, na dose 0,lpg/ml ¢ a uroguaniling causaram uma diminuighio significativa
0,05) no percentual de transporte tubular proximal de s6cdio (%HpTNa"), em relagiio ao
irole interno e ao grupo controle, sos 90 ¢ (20 minutos do experimento, Todavia, g ser-
yswgua.-xilim:a‘ no grupo Ser-gaan b Ure ndo foi capaz de reverter esse efeltp da

guanilina,

730 min, 60 min, 90 min, 120 win,

83836105 | BLSLE 152 | 75,948 23800 | 74,27 42,0340

84,535 1,04 | 83266106 | $157 144 | 82514165

B 320k 1,24 Bl.16:: 1.56 T3 BT DEMAN | 57k 35" o
80'-{)(”: 211 ?::H}F; 5.4

TG | A

la 08 - Percentuat de transporte tubular proximal de s6dio (%pTNa"). Os resultados
settam média  erro padifio da média (EPM) em cada grupo;

0,05 paca comparagiio em relagiio nos 30 min (controle interno) de seu proprio grupo,
005 para comparagio em relagio ao grupo controle.

U™ ser-thr-lys-guanilina.

uroguaniting,
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[ Contrale
a
" b
& ser-thr-lys-guanilina
0,1pg/mlL
O ser-thr-lys-guanilina
Tug/mL
30 60 90 120
Tempo (min)

0,05.

comparagdo em relagiio ao grupo controle ¢ “b™": comparagio entre as duas doses da ser-

® Controle
a a a @ Uroguanilina 0,5 pg/mL

[0 Ser-thr-lys-guanilina
1pg/mL + Uroguanilina
0,5 pg/mL

30 60 90 120
Tempo (min)

'Figura 21 ~ Percentual de transporte tubular proximal de sédio (%pTNa"). Os dados sio

.»§$Pressos por meédia + erro padriio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p
=<0,05,




%)

gito e relaglio a0 grupo controfe ¢ "¢ comparagiio entre a uroguaniting ¢ o ser-
ilina -+ uroguanilina.

5.8, Percentual de transporte tubular de potdssio (% TK")

erificando os dados contidos na tabela 09 e nas figuras 22 ¢ 23, percebe-se que
QrUpOs, Com exeegio do grupo controle, apresentaram ama diminuigdo significativa
05y do percentual de transporte tubular de poldssio, principalmente aos 90 ¢ 120

4 de experimento.

F0min. | 60 min. 90 min, 120 min.

GO8TE 1,22 6689 42,34 67,48 1206 66.94 & 1 47
vuan 0, ipg/ml, | 66,89 & 277 1 S2E8 &3 96M | 42 80 2 50000 | 47 20 47 ek
er-guan 1pg/mi, 7229412 58,491 574" L4078k 6,750 [ ST T Rh, SO0k

0.5pg/ml, 63,5443 82 4O RO FEHY | 3L TRET G5 1 40, 5§, [ b

ey

suan + Ura 09,083, 17 | 56,466446%% " | 41 84kd BAMEE | 42 DRAS (6K FF

. ‘ ‘ \ cuprp b .
la 09 . Percentual de transporte tubular de potdssio (%7K Os resultados
ftam média & erro padido da média (EPM) em cada grupo;

005 para comparagio em relagito avs 30 min (controle interno) de seu proprio grupo,

(LO3 para comparagio em relagho ao gru po controle.
i e R T
s serthe-lys-guaniling,

", - . HH
O uroguaniling,
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0 Controle

@ ser-thr-lys-guanilina
0,1ug/mlL

O ser-thr-lys-guanilina
Tug/mL

90 120

Tempo (min)

2 — Percentual de transporte tubular de potissio (%TK"). Os dados sdo expressos
=+ erro padriio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

a¢io em relagdo ao grupo controle e “b”: comparagio entre as duas doses da ser-

nilina.

m Controle
@ Uroguanilina 0,5 pg/mL
a a a
0 Ser-thr-lys-guanilina
1ug/mL + Uroguaniiina
0,5 pg/mL
60 90 120

Tempo (min)

223 — Percentual de transporte tubular de potissio (%TK+). Os dados sdo expressos
edia =+ erro padrao da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05,

Ymparagio em relagfio ao grupo controle e “c™; comparacd@o entre a uroguanilina e a ser-
=guanilina + uroguanilina.
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‘percentual de ¢ransporte tubnular proximal de potassio

omo pode ser observado na tabela 10 e nas figuras 24 ¢ 25, todos os grupos, com

30 min, &0 min. Q0 min, b20 min.
ARG A2 | 62342248 | 63074225 | 62.564k 172

an O, 1pg/mi. 61,70 & 315 473745210 1 36,000 306440 1 42 57163 R

wan fpg/mi, 68,09+ 1,37 S4.25 £ 6,027 | 44,90

7220 | 47,2887, 30w

:'\ (-) ‘a"t(] o '; .H / 4 ] “fﬁ_‘} (‘.83 b th :.tg'»,{‘."(‘l 7*{)4 o ",'; '? ‘4511._1.': R v*-.} i

n+ Uro 63,68 & 365 S1, 8804 pRynen 36, LA L7 36 Odie 3 [ ()R

- 10« Percentual de transporte tubular proximal de potdssio (‘5'?.]:3"!"'!{'}':), (s
ados apresentam média + erro padriio da média (EPM) em cada gru por;

LO3 para comparagiio em relugio aos 30 min (controle interno) de seu proprio grupo,
0,05 para comparagio em relagfio ao grupo controle,

Quan’; see-thr-lys-goanilina,

uroguanilina,
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[ Controle

@ ser-thr-lys-guanilina
0, 1pg/mL

| a a a a a4 O ser-thr-lys-guanilina
Tpg/mL

30 60 80 120
Tempo (min)

Percentual de transporte tubular proximal de potassio (%pTK+). Os dados
os por média + erro padriio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA
< 0,05.

mparagdo em relagfio ao grupo controle e “b™: comparagfo entre as duas doses da ser-
= Controle

m Uroguanilina 0,5 ug/mL

0O Ser-thr-lys-guanilina
Tpa/mL + Uroguanilina
0,5 pg/mL

60 90 120
Tempo (min)

— Percentual de transporte tubular proximal de potissio (%pTK+). Os dados
©5508 por média + erro padrio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA
<0,05.

mparacio em relagio ao grupo controle e “c™: comparacio entre a uroguanilina e a ser-
anilina + uroguanilina.



e

0

OO

'M%/:Y ;
i

o
i

v
i

IS

43

.10, Percentual de transporte tubular de cloreto (% TCY)

Todos 03 grupos, com exceglio do grapo controle, apresentaram diminuichio

< (1,05 do percentual de transporte tubular de cloreto, Tanto a serdbhr-lys-

=
=11
=
=
=
a3
P
—
o
;

4

Jo no controle inlerne ¢ ao grupo controle, o primeiro grupo aos 90 ¢ 120 minutos: ¢ o

apiinclo 405 60, 90 e 120 minutos de experimento, A ser-thr-tys-gaaniling, na dose maior, de
i

el

i
‘Y. A

causou esse efeito aos 60 ¢ 90 minutos. Bases resultados podem ser visualizados na

3 min, 60 min. 90 min, 120 min.
TR0 0047 | 8504 £ 0.059 | 8533 0.075 | 804 0,05

guan 0,1 pg/ml. 85,60 1,19 82,25 6222 | 7582 229000 1 7550 k2 630N

!

er-giinn 1pg/ml. 85.06:£ 0,79 | 83,845 0990 [ 819 1,37 | 82424 1,47
hSpg/mi. R4.32:4 1,05 | 80,071,120 | 78266120000 | 72,01k | [
.
-
n+ Ura 80,976 2,03 | 7444k 5444 | 60,65k 6,70%% | T3 61E1385

L~ Percentanl de transporte tubslar de cloreto (%0TC). O resubtacos apresentam

i 0.0 para comparagio em relaglio aos 30 min (controle interno) de seu proprio grupo,
\;1."‘3: }M‘. .
s < 0,05 par

A comprragiio cm relagio ao grupo controle.

L MEOgaani g,

W
A, ‘u/l
(i

I
i
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a a a a o Controle
b

@ ser-thr-lys-guanilina
0,1pg/mL

O ser-thr-lys-guanilina
1pa/mL

60 90 120
Tempo (min)

_ Percentual de transporte tubular de cloreto (%TCI). Os dados sdo expressos

m Controle
a a a
@ Uroguanilina 0,5 pg/mL
0 Ser-thr-lys-guanilina
1ug/mL + Uroguanilina
0,5 pg/mL
60 90 120

Tempo (min)

@0 em relagdo ao grupo controle e “c”: comparagdo entre a uroguanilina e a ser-
ina + uroguanilina,




f
.\M«ﬁ

K?

o
éwfﬁ” "%ﬁ Vi

i i JJ‘H"
Q\A \ \’{?Q?‘k)\f\ﬁ‘.‘ i \-
et

Percentual de transporte tubalar proximal de cloreto
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vando o tabela 12 ¢ as figuras 28 ¢ 29, percebemos (que tanto a dose menor
suaniling (0, fpg/mb) quanto a uroguaniling apresentaeam wna diminuigo
1035) do percentual de transporte tubular proximal de eloreto em relagiio
mmrm'_s e no grupe controle, aos 90 e 120, ¢ aos 60,90 ¢ 120 minwtos,
jnente.

A ser-the-lys-guaniling ndo for capaz de bloquear o efeito da uroguaniling, de
no grupo Ser-guan + Uro também houve diminuiciio significativa (p = 0,05} aos

tos em relagio a0 controle interno, ¢ aos 90 ¢ 120 minutos em t‘c:iz:u‘,:ﬂc: At Erupo

30 min. 60 min, 00 min, 120 min.

X

8O,04 1 1,08

RO51 6 0,08

BL7S £ 119

7900k 1,02

7757 2,48

B138+ 1,19

16,1408 2,12

79,6 1.3

T6, B2 0 07 b

8093 k117

FONT k2 B

YRS

4-.0(’1[ i l llil ot

6300 B2

80,56 4 1,54

GE, 8 421 ot

78,37 & 1,96

6798 k] Ophbs

GRAQET Fgiort

uaniting,
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a 0 Controle
" b @ ser-thr-lys-guanilina
0,1pg/mL
O ser-thr-lys-guanilina
Tpg/mL
60 90 120

Tempo (min)

cio em relagiio ao grupo controle e “b™: comparagdo entre as duas doses da ser-

@ Controle
- a a
m Uroguanilina 0,5 pg/mL
0 Ser-thr-lys-guanilina
1pg/mL + Uroguanilina
0,5 pg/mL
60 90 120

Tempo (min)

?Ql‘centual de transporte tubular proximal de cloreto (%pTCI"). Os dados séo

r média + erro padriio da média (EPM) ¢ a estatistica foi feita por ANOVA com

14680 em relagfio ao grupo controle e “c”; comparagio entre a uroguanilin e a ser-
ina + uroguanilina,



T

242, Clearance osmolar (Cosm)

Ao se analisar a tabela 13 ¢ as figuras 30 ¢ 31, pode-se vertficar que a sar-the-lys-
guaniling, na dose maior de tpg/ml, foi capaz de causar uma diminuiglo signiticativa
(p0,05) no elearance osmolar em relaghio ao controle interno € a0 grupo controle, aes 120
minutos do expecimento, Nesse mesmo periodo, o grupo Ser-guan + Uro também apresenton
diminuicio significativa, mas somente em relagiio ao controle interno.

Tanto a dose menor da seethedys-guanilina (0. bpg/ml) eomo a wroguaniling
apresentaram uma tendéneia ao aumento do Cosm com ¢ decorrer do tempo de experimento,

s

mas esse aumento ndo foi estatisticamente significative (Hguras 30 ¢ 31,

.‘ (ffir‘upc; ' 30 min, 60 min. 90 min, 120 min,

Controle € 0,13 £ 0,01 013000 [ 0,034 0.0 0,13 0.0
Ser-guan 0,1 pe/mi. 0,13 0,02 0,165 0,02 017002 019 0,03
Ser-guan 1ug/mi, 0,13 0.0 012+ 0,01 0,10 0,01 008 £ rH2

Uro 9,5pg/mi. 0136 0,058 017 8 0,06 0,19 0,05 0,198 0,06

r-gann + Uro 014 0,01 (154 0,01 043 40,01 010 L 0,01

padeiio da média (EPM) em cada grapo!

" P < 0,05 para comparagiio em relacgio aos 30 min (controle interno) de seu proprio grupo,
M p < 0,08 para comparagfo e relaghio ao grupo controle,

“Ser-guan™: ser-thr-tys-guanilina,

“ e L qa
W™ yroguanilina,
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0,26 O Controle
- 02 & ser-thr-lys-guanilina
E 0,1pg/mL

O ser-thr-lys-guanilina
o
a 0718 b a Tug/mL
T 01 b
O 0,05
0 | : :
30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 30 — Clearance osmolar (Cosm; mL.g”" .min™). Os dados sdo expressos por média +

erro padriio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

19 L

a”™: comparagio em relagio ao grupo controle e “b™: comparagfo entre as duas doses da ser-

thr-lys-guanilina.

0,25 - ® Controle
E Uroguanilina 0,5 pg/mL

£ Ser-thr-lys-guanilina

C osm (mL/g/min)
=3
>

0.1 1pg/mL + Uroguanilina
' 0,5 pg/mL
0,05
0 ‘ ——
60 90 120
Tempo (min)

Figura 31 — Clearance osmolar (Cosm; mL.g" .min™). Os dados sdo expressos por média =
erro padriio da média (EPM) e a estatistica foi feita por ANOVA com p < 0,05.

&K 9, o~ 4,9 4 B
a”; comparagdio em relago ao grupo controle e “c™: comparago entre a uroguanilina e a ser-

thr-lys-guanilina + uroguanilina.




5.13. Analise histopatologica

Em todos os grupos, os rins analisados apresentaram aspecto similar. Foi
observado a presenga de substancia proteincea no espago urinirio em um nimero pequeno a
moderado de glomérulos e tibulos. A intensidade variou muito pouco entre os grupos.
Intersticio e vasos tinham aparéncia normais.

Os rins do grupo controle e os rins esquerdos (controle interno) foram analisados e
néo apresentaram alteragdes.

Figura 32 — Andlise histopatolégica do rim esquerdo, com aumento de 20x10. Controle
interno. Todos os rins esquerdos apresentaram aparéncia semelhante, sem alteragdes.
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Figura 33 — Anélise histopatolégica do rim direito perfundido com ser-thr-lys-guanilina, na
dose de 0,1 Pg/mL, com aumento de 20x10 (A) e de 40x10 (B). Presenga de material protéico
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no espago urinario de um namero moderado de glomérulos. Alteragdo presente em todos os

grupos testados,

Figura 34 — Analise histopatolégica do rim direito perfundido com ser-thr-lys-guanilina, na
dose de 1 pg/mL, com aumento de 20x10. Presenga de material protéico no espago urindrio de

um ntimero moderado de tabulos. Alteragdo presente em todos os grupos testados.



Ouadro 01 — Sintese dos resuttados dos pardmetros renais obtidos nos grapos: 01, Grupo
controle (€Y, 02, Grupo SER-THR-LYS-GUANILINA, na dose de 0,Tpg/ml. (Ser-guan
O, pg/mdly, 03, Grapo SER-THR-LYS-GUANILINA, na dose de tug/ml (Ser-guan
bagfoady; 04, Crupo UROGUANILINA, na dose de 0,5ug/ml (Uro 8,5pg/mi); 05, Grupo
SERCTHR-LYS-GUANILINA, na dose de Tpg/ml + UROGUANILIMNA, na dose de
0. 5pe/ml (Ser-guan + Ure): a primeira foi adicionada no iniclo do experimento ¢ a segunda,

apds 30 minwos,

Crrupo: o 02 03 04 (5

PP o + 1 7 .

H

i - R ) T

REG o

g e
Yo T MNa

Yo TNa o

By

g
Mo TK e

-

i
B

= e e e

£
=

Wap (K" i

r

Y TCT

r) o ; &
-
—

0Hp TCT i

Cosim - . 1 - .

PP - pressito de purbisfion RVR - resisténcin vascular renaly FU - Buxe wrindeio; RFG - ritmo de filtraghio
plomernlar, % TNa" - percentual de transpocte wbwdar de sddio YpT™a' - percentus! de transporte tubutar
proximal di sodioy %TK" -~ pergentual de transporte tubular de potissio; %pTH' ~ percentual de teansporte
mbular provimal de potdssion WICT — percentual de transporte wbulae de cloretor YpTCE - percentual de
transporte tubulae proxsimal de cloreto; Costn - clearance asmolar.,



6. DISCUSSAD

A ser-the-tys-goanifing, obtida por sintese encomendada & “Ameican Peptide
Company™, {oi fruto de wm desejo de sintetivar a lysib-guaniling. Esse peptideo, na dose
menor, de 0,0 pg/ml ¢ a uroguaniling, na dose de 008 pg/ml, apresentaram curvas muito
similares em (odos o8 parfimelros estados, Nesty dose, este novo peptideo mostroun aghes
diveéticn, natriurdtica ¢ caliveéticn semethantes ds agdes causadas pela toxing termo-estivel da
fscherichia coli (STa), guanilina, uroguamiing e lys-guaniling em sistema de rim isolado de
rato (Lima e af, 1992 Fonteles ef al., 1996 ¢ 1998). Do certo modo, ele se ravelou nesta dose
s potente que a uroguaniting, Foi capae, ainda, de exusar diminuicdo no transporte tubular
de cloreto, o gue também jd havia sido observado em rim isolado apds a administeagdo de
guantfing, uroguaniling ¢ lys-guanitinag (Lima e af, 1992 Fonteles e ol 1996 ¢ 1098;
Santos-MNeto, 19993 ¢ em owtros locals, como em células T8 do intestino humano (Schutz e

ol 199Y Vorte ¢ af,, 1993),

A idgin da existénoia de um agente quimico de origem intestinal com atividade
natriurética ¢ muito antiga (Lennane ef af, 1975, Carey, 1978), Carey ¢ colaboradores, em
P78, i haviam sugerido o existéncia de um hormdnio intestinal com atividade natriurética
para ﬂ:.\iplil‘:‘a'll' a natriutese que ocorre em resposty a uma grande ingestiio de sal. A
administragito de sal oral € mals eficiente nesse aumento da diurese que a administragiio
intravenosa de soluglio saling. Enquanta o sistema renina-angiolensing-aldosterona age na
regulagiio de sddio quando suas concentraglies no organismo estfio baixas, o8 mecanismos gue
regulam o aumento pos-prandial da natriurese em conseqliénela & ingestiio elevada de sédio
permangcg sem explicagho. Um hormonio natriurético poderia, entfio, ser liberado pelo
intesting ou outre Grgdo para estimular a exereydo de NaCl pela urina, Com o que se sabe alé
o presente momento, os peptidecs da familin das guanilinas poderiam perfeitinente ser
responsaveis por fazer esse ¢lo entre os dois sistemas, servindo como wm Rovo mecanismo de
controle de pressko. Essa ligaciio foi primeiramente  evidenciada  guando  ox  efeitos
natriuréticos <da STa foram deseritos por Lima ¢ colaboradores em 1983, Quase uma déeada
antes da descoberta das guanilings, Virios estudos sugerem que, deatre esses peptideos, o
uroguaniling apresenta atividade renad mais expressiva (Lima e ol 19925 Hamra ef af., 1993,

Kita et af., 1994 Fan et af., 19970 Greenberg ef al., 1997, Fonteles ef al., 1998),
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Em 1993, Hamra ¢ colaboradores demonstraram que a uroguaniling apresents
mator afinidade pelos receptores GO-C (guanilato ciclase de membrana - ) presentes nos
tbulos renads, Um sumento ma esereelio de wrogaaniling  foi relacionado com alts
concentragdes urindeias de sOdio ¢ cGMEP, Em experimentos com animais submetidos a uma
dieta rica em sal, fol observado um aumento nas concentragGes plasmaticas de uroguaniling ¢
provroguaniling (Forte ¢ Hamra, 1996; Kinoshita ¢f af.. 1997a; Whitaker ¢ of , 1997, Perking
et al, 1997), Em hamanos que consomem quantidades elevadas e sddio foi vertficada uma
maior concentragio urindria de uroguaniling, cGMP ¢ sdeio (Kinoshita ef af.. 19978), Como o
RNA mensageivo desse peptideo estd presente no dtio e ventriculo (Fanoof af, 1996), ele
poderia servir como wma ponte entre o intesting, coragho € o rim, em W mecanismo de
gontrole de pressiio ainda pouco esclarecido, Além disso, em pacientes com insuficiéneln
cardiaca congestiva, foi observada grande concentragiio de uroguaniting na urina (Fan e of,

100G Andreis ¢f e, 1999 Carriters e of., 2000a),

A localizagio da uroguaniling no estomago ¢ intestine delgado proximal &

compativel com essa idéia, Sua presenca em células enterocromafing duodenais possibititaria
sua seeregdio na circutaglo apds a deteeclio de altos niveis de s6dio na dicta (Kinoshita ef af,
L0070 Makazato ef al., 1998 Whitaker e ol 1997 Perking ef o, 1997) Embors tante a
guaniling guanto o wroguaniling scjam encontradas no plasma ¢ apresentem dimensoes
passivels de filtraglo, apenas » altima ¢ encontrada na aring de rato, gambd ¢ humana (Fan ef
al., 1995 Mivazate ¢f af,, 19964 ¢ b), o gque pode estar relacionado com a diferenga desses

peptidecs guanto ao metabolismo renal,

Santos-MNeto ¢ cotaboradores, em 1999, verificaram que existe oma interaglo entre
a atividade dos peptideos da famflia das guanilinas com outros peptideos nateivedticns. Em
seus experimentos o préstratamento dos rins perfundidos com atriopeptina-A ¢ capaz de

aumentar a resposta renal 4 guaniting e & uroguaniling.

Forty, em 1999, baseado na capacidade deste peptideo de induzic a produgiio de
cGMEP em células T84 ¢ em rim de gambd. sugeriu uma ordem segundo 8 poténcia da aclio
prra agonistas dos receptores GC-CL A ST serfa mais potente que a uroguaniling ¢ esta, por
sua ver, (que a guanilina. A mesma ordem de poténcia fol confirmada em gisterna de perfusiio

de rim tsofado de rato (Lima er ol 1992 Fonteles f of,, 1998), Fot sugerido que gssy menor



potencia da guaniling em relaglio o wroguaniling se devia ao fato de que a primeira ¢
rapidamente clivada e inativada pela quimiatripsing, 0 que ndo ovorte com a segunda
(Carpick e Gaviepy, 1993, Hamea er al, 1996 wb; Greenberg e al, 19973 Quando
administrada por via oral, a guaniling, mesmo em altas doses, ¢ bem tolerada ¢ nfio & capaz de

causar efeitos, como os causados, por exemplo, pela 8Ta (Forte & Harea, 1996),

Incorporando-se wma fising va porglio N-terminal & esteatura da guaniling de rato,
obteve-se a lys-guanilina, o que foi desenvolvido inicialmente por biclecnologia (Fonteles ef
il 1996), Este peptideo mostrou-se mais potente e resistente d hidedlise que sua estrutura de
arigem (Fonteles er af., 1996 ¢ {998), Em 1999, Santos-Neto realizon um estudo comparativo
entre & lys-guanitinn e seu peptideos de origem, observando que a guaniling apresentava
relagiio tempo-eteito diferente do andlogo Hisil, Perceben que o8 efeitos natrinréticos da fvs.
guaniting se mantinbam até o final do experimento, enguanto que a guaniling produzia esse
efeito somente durante 60 minutos. Seu estudo sugere que a lys-guaniling ¢ mais potente que
a guaniling na capacidade de provocar resposta natriurélica ¢ diurética (Santos-Neto er af.,
2003, B nogsos experimentos, foram incorporados uma sering, treoning e lising na porglio
N-terminal 4 estrutura da guaniling de rato, formando a ser-thr-tys-guaniting, Na dose de O,
pg/ml, esse peptideos mostrou-se estivel @ os eleitos natriurético, caliurético ¢ diurético nio

sO se mantiveram, como aumentaram até o final dos experimentos,

A guantling, pa dose de 0.3 pg/ml., ndo induzin divrese ou natriurese (Suntos-
Neto, 1999: Fonteles ¢f of., [998), A dose de 0.66 pp/mb causou alteraglies significativas
apenas os transportes tubulares, No presente estudo, uma dose ainda menor de sere-theetys-
puaniling (0,1 pg/mb)y foi capaz de alterar significativamente a pressiio de perfusiio (PP, o
fluxe wrindrio (FU) ¢ o percentual de transporte tubular total ¢ proximal de sddio, potissio ¢
cloreto, sugerindo ama poténcta maiot gque a da goaniling, Nog estudos de Santos-Neto, em
1999, a guaniling na dose de 0.3 pe/ml. causou alteragdes ma fungdo renais quando os rins
foram pré-tratacdos com quimostating, Essa substineia prolongou o aumento da diurese até o

final dos experimentos.
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A uroguaniling, na dose de 0.5 pg/ml, também fol testada em sisterna de pecfusio
de rim isolado por Santos-Meto, em 1999, Como em nossos experimentos, foi observado wim
aumento na PP oo intervido de 120min, Mos estudos de Santos-Meto, houve admento no P
nos intervalos de 90 ¢ 120 min. Ein nossos experimentos, esse atmento teve iticio @@ aos 60
i, Chaanto a0 percentual de reabsorglio tubular de soddio, potdssio ¢ cloreto, em seus
trabathos, houve redughio desde o intervalo de 60 min, O gue também Foi observado no
presente estudo. Mo entanto, em relagiio ac pereentual de transporte total e proximal de sédio,

em nossos experimentos, esta dimingiglio ocorteu somente nos intervalos de 90 ¢ 120min,

No presente trabatho tunto a dose de 0,1 pg/mi. de see-the-lys-guaniling como g
uroguanilion ‘na dose de 0.5 pg/ml. apresentaram aumento na pressio de perfusdo
significativo nos intervalos de %) e 120 minwtos, Em 1998, Fonteles ¢ colaboradores ja
haviam descrito esse efsito da uroguaniling, nas doses de 0,63 pe/mb, ¢ 1O pg/ml, relatando
wm avmento significativo desde o intervale de 60 minutos ¢ confirmado por Santos-Neto e
cotaboradores, em 1999 ¢ 2003, Esse efetto Toi também verificado apis a administraglio da
Iys-guaniting (Fonteles ef al, 1996). A guaniling ndo foi capsz de causar essa alteraglio

significativa na pressiio de perfusiio (Fonteles ¢f al,, 1998).

Os resultados  da dose menor de sersthedys-puanifing (0, Tpg/mL)y  foram
surpreendentes 50 passo que, mesmo numa concentragiio tio pequena, fol capaz de causar
alterpgdes tho expressivas.  Foi administrada, entdo, uma dose maior (lug/ml)y desse
peptidens, Experava~se que el nove grupo apresentasse vy poténeia divrética e natrinrética
ainda  maior, mas  surpreendentemente foram observadas wma aglio antidiurdtica
gatatisticamente significativa ¢ nenhuma aglio no transporte tubular de sddio, embora os
efeitos nn diminuigiio do transporte  whular total e prosimal de potdssio ¢ cloreto

continuassem presentes,

!’t:rfm]mhmurrum, gntlio, se a sorthedyvs-guantling, na dose de (pg/ml., era capaz de
bioguear os efeitos cuusados pela uroguanilina, Messe grapo, ela ndo apenas bloqueou o efeito
ciurético da uraguanniling, como continuou cavsando um eleito antidiundtico sipnificativo, No
eritanto, ndo foi capaz de bloguear 05 efeitos natriuréticos da uroguanilina.  Como explicar

resultacdos tBo intrigantes?
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A interagio entee a STa ¢ peptideos da familia das guanilings com 08 receplores
GC-C, bem como os eventos que ocorrem em conseqliéneta dessn interagllo, explica o
meoanism de agiio intestinal desses peptideos. Pordm, ald o presente momento, o mecanismo
de aglio renal preciso ainda néio foi completamente esclacecido, Sabe-se que esses peptideos se
Hgam aos receprores GO-C (Schalz e of,, 1990), pordm b indicios de que existam owras vias
de agdio renal, independentes desse receptor, B experimentos com o deleciio dos genes que
codificam esses receplores, 08 animais nfio apresentaram gualquer resposta no sumento da
secrepio intestingd apds a administragio da S'Ta (Schulz et of,, 1997 ¢ Mann et af,, 1997), o
gque confirma o mecanismo de aplo intestind  desses  peptideos, No o entanto, tesses
camundongos, o aumento das concentragbes urindrias de sodio, potdssio, cloreto ¢ dgua se
mantiveram presentes, apos a administeaglio de 8Ta o de uroguaniling (Carrithers ef al., 1999
@ 2004), Esses resultados sugerem g existéncia de outro receptor renal, cuja mediagdo é,

entretanto, dependente de ¢GMP,

B (999, London ¢ colaboradores identificarmm um novo receptor em rim de
gamba, que fol chamado OK-GC (do inglés: “opossuim kidoey™), uma proteing de 1049
artinodcidos pertencerte & crescente familia dos receptores GOs. O receptor QRGO ¢ ativado
pela guaniling, weoguaniling ¢ STa, Seu mRNA ol abundantemente encontrado no cdriex
renal & na mucosa intestinal, aldm da bexiga urindria ¢ coragifo, Esse receptor exibe somente
0% de identidlade no dominio de ligagio cont a forma intestingl do GO-C de rate, humano e
suing (Schulz ef ol 1990 DeSauvage ef ol 1991 Wada ef al., 1994), O receptor OR-GC
pode ser o responsdvel peta manutengito do efeito natrivrético nos camundongos CGC-C

“hnockout™ (Sehulz ef el 1997 Mann ¢ al., 1997 ¢ Carvithers e al,, 1999).

Nas duns doses estadas, a ser-thr-lys-guanilina diminuiu o transporte tubular tolal
e proximal de pothssio, resultando em wm aumento em sua concentraglio na urina. Esse efeito
foi descrito tambdm como conseqliéncia da admimstraglio de STa, guanilina, uroguaniling ¢
lvs-guaniling em sistema de perfusiio de vitn isolado de vato (Limaed al., 1992 Fomteles e/ .,
1996 ¢ [998: Santos-Neto, 1999), Essa acfo renal ndto fol encantrada ¢m experimentos com
esses peptideos em intesting, fato que contribui para o hipdtese de que os mecanismos de agiio
renal ¢ intestinal sdo distints, Uma dose pequena de guaniling de 033 pg/ml, causou
diminuigio significativa no transporte de potdssio, sem qualquer alteraglio na exeregio de

sidio (Fonteles ¢f @l 1908), Esse efeito timbém foi observado com a administraglo de ser.
. Y
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the-bys-puaniling, na dose maior, de | pg/ml, em nossos experimentos. A descoberta dos

canms de potassio Kenl ¢ sua regulagiio talver possa see wma explicagiio para essa aglio. Fol
sugerido também por Fonteles ¢ colaboradores, em 1998, gque a natrivrese provocada em
tabulos proximais ocasionaria grande concentraglio de sodio nos thhulos distais, o que
consedlientemente poderia estimular a segregfio de potdssio por esses segmentos do néfron,
Essa estimulagiic pode ocorrer mesmo gquando o gumento na voncentragdio de sodio na urina

ndio ¢ petceptivel.

Existem virios estudos sobre o local de agllo renad dos peptidens da familia das
guanitinas, HA indicios de que os principais locais sfio o tibulo contoreido proximal, a porgiio
medutar final da alga de FHenle ascendente e o tibulo coletor. Esses segmentos <o néfron
expressam niveis elevados de mRNA pars receptores GC-C e proteina quinase 11 dependente
de cGMP. Virios estudos demonstram gue os efeitos intestinais desses peptideos séo
mediados especificamente por ¢ssa proteina, en wsposts a elevada concentragio intracelular
de ¢GMP (Ciuba e of., 1996 Hoeaderop e al,, 1999; French ef al., 1993 Vaandrager ef .,
FOO7ay, Além disso, hd virias pesquisas sugerindo que um aumento no ¢cGMP intracelular
reatmente & capaz de causar wma diminaigio no transporte ubular nesses segmentos do

néfron (Jackson ef al.. 199%; Baily e al., 1998 Eitle ef o, 1998).

Em 1998, Baily relatou gque um aumento no oGMIP inibiu a reabsorgiio de NaCl na
poredo final do ramo agcendente da alga de Henle, Esse efeito ol observado apds a ativaglo
dos receptores GC de membrana pelo peplideo natrivrdtico ateial (ANP)Y, fator de ativaghio de
plagquetas ¢ urodilating, bem como apods a ativagdo da guanilate ciclase solivel pelo dxido
pitrico, No mesmo ano, Bitle ¢ colaboradores demaonstraram que tanto o ANP como o
pitroprussiate de sodio (deador de dxido nitrico) inibiar a reabsorglio tubular proximal, Em
estudos com microperfusiio em tdbules coletores corticais, foi observado que doadores de
Oxide nitrico atenvavam o aumento na permenbilidade 2 dgua causido pela vasopressing
(Gareia et o, 1998). Em contraste, Schlatter ¢ colaboradores, em 1996, demonstraram que os

peptideos ativadores de cGMP o modificam a reabsorglio nos tbulos coletores corticais.
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Mo presente estudo, os efeitos de ambaz as doses de sersthidysepuaniling
(O Apg/ml ¢ fpg/ml)y no (uxo windtio, embora contracios (diurético ¢ antidiuedtico,
resprectivamente) foram  tempo-depentes, croscentes atd o intervalo de 1200 minutos de
experimento, confirmando a reststénela desse peptidens ao metabolismo renal, Ambas
cavsaram diminuigio no percentual de transporte tubalar total ¢ proximal de potdssio ¢
cloreto, mas aparentemente esse efeito ndo foi dose-dependente, Na dose de 0, 1pg/ml.,
diminuiu tambdém a reabsorclo tubular total ¢ proximal de s6dio, o que nle ol observado com

a dose maior,

Contudo, o efeito antidiurdtico da see-the-lvs-guanilina, na dose maior (Tgg/mLy,
pertanecs sem explicagiio. Existe o possibilidade de gque esse peptideo tenha o capacidade de
se ligar & outro receptor ainda oo klentiBicado, provavelmente loealizado nas porgdes mais
distais do néfron, que provogque uma agliio sobre a reabsorgiio de dgua, mas tenha pouca ou

nenhima aglo sobre o reabsorplo de eletrdlitos,

Ha ainda a possibilidade de que um componente menor ¢ comaminante possa

apresentar efeitos antagdnicos ou até mesmo bloguendor das guaniiinas,
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7, CONCLUSORS

'

=i

O presente  estudo  mostrow que 8 ser-thedyseguaniling  apresenta  alteragies
significativas na funefio renal, No entanto, seu mecanismo de agho renal ainda nfo fol

completamente esclarecido,

£

a administragiio dos peptideos da familia das guanilinas,

we peptiden causou eleitos antagdnicos aos previamente descritos na fiteratura apds

Mo entanto, em doses peguenas, aprescatou-se como agonista, £ possivel que haje o
presenca de umg substineia contaminante, de mode gue duas entidades estejam agindo

de forma antagdnica. Talver haju o necessidade de isold-las,

Contudo, o possibilidade da descoberta de um antagonista desses peptideos ¢ concreta
@ representa grande importdneia no meto cientifico.

A descoberta dos peptideos da tamilia das guanilinas promoveu avangos significativos
na compreensio di regulagiio endogena dos transportes de dgua ¢ eletrdlitos. Contudo,

set mecanismo de agho renal ainda ndo foi completamente elucidado.

A ser-the-tys-gaaniling representa, ainda, uma ferramenta farmacoldgica importante na

husea pela total compresnsio do mecsnismo de aglio renal desses peptideos,
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Simbaolo
Cily
Aln
Val
Leu
l50
Pros
*he
Tyr
Tep
Sor
The
Cys
Met
Asn
Ciln
Asp
Cila
L.y
Arg

Flis

Abrevintura

i

\‘.f

W

M

0

£



W A
FITT P | i i b
MUY, '\ﬁu'lﬂllc\‘u ‘mw.-r-..mi;rf‘n-n“- ¥

ey
£ v U

T

(Rt
e

.

AT

"
L
FIR -
ol il
e T

o waraldd

1

e

'\. .w LJ .L'\n

TR T RN

156

oA U:- HA :.p.' ':“M,Jw T
My Canpey Do ROCs34, B0
.!..vx-ni“ng'mn, Honmaky SD534
LA

"I"»':iﬁ‘pkm o SAR-TI

Conkaety Acehunts Payshis/POROES

0
i l{ ,'um“h

Thiw hi\""’“ium_. i

e e WM
.‘T.J r:m.m gj o l‘.‘{. l‘:la nfueky 40508

Rose B

EXET SN BRIy
3, Darmidbhens/Rogch Tt

",Z“f:lf;:r:.'. bu:s ne: \il.‘l'@

il and Added | i

LR

." g et i 1

pinitenr £y sl

S

——————

ahivier o oy bl

e e s A e e e e A ¢ = et ko B e

P
S aay e
- Frye e

4 AT

TR !Q"‘J

WA

et amiaee ol Ty W iy Y A

1,9&3(!,0&
U u'i




-‘,f‘\‘-.'i.. \

Ly T o ey
LY sy e I™NT AN
AR 5 o !k.‘ v Bt Ls i £y

L0 o 5 om0 gy 4 s g 1
ot “m o

My F,

P e
]wi,:,i“ L‘? E ",'r{ ” e
(8 g T o ) Yt fhm e
Eret L L . S i S0 e
‘-m.J"“l_‘ k™ ! gy | J\<r||| -y Ly "L‘“M‘:l Sy A " § oy e i it ) '
s P8 i, R } " nfesalicr Volr v e i
v e i AR -~ R W
LA ’ |
i
J
.\rsr‘; n':w.
t f
00 i . i
1
{ %
A000 ‘
i ‘
o
it ;
g {
}
g |
- l
ERot |I
Al \2 . ‘~-----m"”y?l‘" e o *-(' by . A %
4 i i
[.
1
b
et e & (s S i A S e et e s e e S S !
B4 BV T RS A0 W00 - HL040
:. i '.n‘u“A
' | ) } " P
BT Awesy % Avas ) '
- . ! }
! CoasmEsd 0al
. M ! ¢
) i g b
2 P a0 -0
4 Af},,r;.,n!},ﬁ}{ ey xj 38001 .
Sy , - "
11 9.679 | 301065 |
ey
!s Uf}!/i Gia i .
dlaraa] :a.%;;.r.hj 0.84 |

Raphrt Vh"i\f.‘: %'JEC.Z Repuait Prinad 23508 PR 9270 ' Fage!

1 af 1



CAN PEPTIDE COMPANY

oy
EANELTIN

Certificate of Analveis

Foroclost Masgnas  Urosusnylie, Busmas
et A ) Ly Lotdn PODIASTY

Bugpaene Adgt = Asp e A Oyt G- Low - Cys - Val » Asn sl O ¥ - Thr -« Cily - Cys - Len

B e

{ - l

Diasdinenlae ¥ saghts 1679 atiu
Minsg Spectee] Avsdysis BEALDLTTOF “Eabibis cotreot B
fgae attaehed ME speotiogram)
HEPLAC Aolysis Pepride Purity: o 93.0%
‘ (g prtehiad BR-FIPLO chromarogeam)

Solubility: T tend 4o TOW AL with 8085 venter

ApDEnraes: White Lyaphilized powder
Pepdicls Contonts B, 0%

Cromaunter foms Triflueronesiads

B of bty L/ ‘

. i, 4
Aociedine Acid doauadyals;

LR Y A AR =T TN Loidee Fuoand Bapach ale, Eouse Sl
A 100 o Uiln [} (sl Tl ﬂ et} 1.0
Asn N S0 Gy [RAS AN Vad AN tud
Lyh ERvY L vy Tt pREN air!
Rl Wk Do baskiue g, pemanced peyeoses only.

g Copsedlys dlantiide bonts weee partdally destreyved dugng bydrolysis,

T

. etitimy. n_-..umw.u.‘.mw‘?‘ ‘ 1 | | )
Quatizy Asgwranae b 2 {/ Vo Lol Dutes 100101

3!5 ey £ m,{ i @,T;i'{;f e
W e

‘. i J! i, _w‘ 0
AR e ]

o
Toaks

BERE, VL.

‘i’l"“’W“ a..&f-:‘.-'é‘.a‘xz:u Loy S SRER T L0ERA
4@y r LRG0T

LER T
NP

SR
v;l]:l]‘//".!‘v‘,'\w



o e wan aoar o e A e e e e WL A A AR AR L L AL EORIEY

ity miiend

o ——
ngaes i A w "
e iy,
Wy

' Yo L L o AR
LM {‘v"j V;‘“V :J% O -

Fii
i

HmIJ":- . 1,

gt

Gt

X
g,

w\{' o P

v

oA ii=v
i
e "

s

il
. ' ] [ L} i ot o Lt i
b bl : ! v

o

bapad  4mie




