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Moysés ZP. Fluoxetine effect on kidney water absorption (dissertation). Séo

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2006. 43p.

The pathogenesis of the hyponatremia after Fluoxetine(Fx) supply in
elderly is not well understood. This event has been attributed to an
inappropriate antidiuretic hormone secretion although the vasopressin
enhanced plasma level has not been demonstrated yet in these pacients.
Thus, this experiment was designed to investigate the effect of Fx on the
kidney and more specifically if it would have a direct effect in the inner
medullary collecting duct (IMCD) from normal rats: 1) in vivo study- 10 rats
were supplied daily with i.p. injections of Fx 10 mg/kg. After five days, the
rats were sacrificed and blood and kidneys were collected. 2) in vitro study-
a) Immunobloting studies for AQP2 protein expression, in IMCD from
supplied rats and in IMCD tubules suspension from 10 normal rats incubated
with mm./sec) Fx. by 30 min. b) Microperfusion studies- the osmotic water
permeability (Pf, nm./sec) was determined in normal rats IMCD(n=6) isolated
and perfused by the standart methods.Fx (10'M) was added to the bath
fluid. Results: In vivo study showed that the weight decreased from
179+1.28g to 158+1.5g(p<0.0001); the Na® plasma level decreased from
139.3+0.78mEg/l to 134.9+0.5mEq/I(p<0.0001), the K" and the ADH plasma
level remained unchanged. In vitro study- a) the densitometric analysis of
the immunobloting essays showed an increase in AQP2 protein abundance
of about about 40%, both, in supplied rats (cont-99.6x 5.2 vs Fx 145.6+16.9,

p< 0.05), and in membrane fraction extracted from IMCD tubule



suspension incubated with Fx ( cont-100.0£3.5.vs 143.0+2.0,p<0.01). b)
Fx increased the Pf in IMCD in absence of vasopressin from the control
period- 7.24+2.07 to Fx- 15.77+3.25 (p<0.01). In summary, our data revealed
that, after Fx, weight, and plasma Na" level decreased, the plasma K" and
ADH levels remained unchanged, whereas the AQP2 protein abundance and
the water absorption in IMCD increased, leading us to conclude that the
direct effect of Fx in the IMCD, could account for the hyponatremia produced

by this drug in depressed elderly.

Descriptors: 1.Fluoxetine 2.Collecting kidney tubules 3.Hyponatremia

4 Water 5.Aquaporins 6.Serotonin uptake inhibitors



Moysés ZP. Efeito de fluoxetina na reabsorcdo de agua pelo rim
(dissertacdo). S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sé&o

Paulo; 2006. 43p.

A patogenia da hiponatremia decorrente do uso da Fluoxetina em
pacientes idosos ndo esta bem definida. Este achado tem sido atribuido a
uma secrec¢do inapropriada do Horménio Antidiurétido (HAD), embora ainda
ndo tenha sido evidenciado um aumento dos niveis plasmatico deste
horménio nestes pacientes. Desta forma, este trabalho visa investigar o
efeito da Fluoxetina sobre o rim e mais especificamente se ela teria um
efeito direto sobre o Ducto Coletor Medular Interno (DCMI) de ratos normais:
1) Estudos in vivo- 10 ratos foram suplementados com aplicacbes
intraperitoniais diarias de 10mg/kg de Fluoxetina. Apds 10 dias os animais
foram sacrificados e o0 sangue e os rins foram coletados para posterior
analise. 2) Estudos in vitro- a) estudos com a técnica de Imunoblotting para
avaliar a expressdo da proteina da Aquaporina 2 (AQP2) em ratos
suplementados e em suspensdo de tdbulos de DCMI de 10 ratos normais
incubados com 10'M de Fluoxetina por 30 min. b) estudos com
microperfusdo de segmentos isolados do nefron- a permeabilidade osmotica
a agua (Pf, mm./sec) foi determinada em DCMI perfundidos de ratos
normais(n=6) com a técnica standart, na presenca del0’M de Fluoxetina.
Resultados: 1) Os estudos in vivo mostraram que 0 peso caiu de 179+1,28¢g
para 158+1,15¢g (p<0,0001), o Na plasmatico caiu de 139,3+0,78mEq/l para

134,9+0,5mEqg/l (p<0,0001) e ndo houve alteracbes do K e do HAD



plasmaéticos. 2) Os estudos in vitro-a) a analise densitométrica dos ensaios
com imunoblotting mostraram um aumento da expressao da proteina da
AQP2 de 40%, ambos, em ratos suplementados (cont-99,6+ 5,2 vs Fx
145,6+£16,9, p< 0,05) e em fracdes de membrana da suspenséo de tlbulos
incubados com Fluoxetina (cont-100,0+3,5.vs 143,0+2,0, p<0,01). b) A
Fluoxetina aumentou a Pf nos DCMI, na auséncia de HAD de 7,24+2,07
para Fx- 15,77+3,25 (p<0,01). Em resumo, nossos dados revelaram que a
Fluoxetina determinou uma diminuicdo do peso corporal e do nivel
plasméatico de Na sem alterar os niveis plasmaticos de K e HAD e ocasionou
um aumento da expressao da proteina da AQP2 e um aumento da
permeabilidade a 4gua nos DCMI, levando-nos a conclusao de que o efeito
direto da Fluoxetina no DCMI, aumentando a reabsorcdo de agua, pode ser
responsavel pela hiponatremia encontrada nos pacientes idosos com

depresséo que fazem uso desta droga.

Descritores: 1.Fluoxetina 2.Tubulo coletores renais 3.Hiponatremia 4.Agua

5.Aquaporinas 6.Inibidores de captacao de serotonina
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragbes Gerais

A fluoxetina € um dos antidepressivos mais usados atualmente para
o tratamento de varios distarbios psiquicos. Esta droga tem a capacidade de
inibir seletivamente a recaptacdo da serotonina. Embora ela ja esteja sendo
usada h& alguns anos, recentemente tém sido relatados casos de
hiponatremia, principalmente em idosos, duas a trés semanas apds o inicio
do tratamento (1,2). A patogenia deste efeito ndo estd bem definida, mas
tem sido atribuida a uma secrecédo inapropriada do horménio anti-diurético
(HAD) (3), que juntamente com uma ingestdo de 4gua aumentada, levaria a
hiponatremia. Esta secrecao inapropriada de HAD néo foi ainda evidenciada
em pacientes com o uso da fluoxetina. Por outro lado, trabalho experimental
(4) com ratos, também nao mostrou aumento do HAD plasmatico nos
animais tratados com fluoxetina e ingestdo de agua ad libitum, tendo sido
sugerido que o efeito hiponatremiante poderia estar ocorrendo em
decorréncia de uma acéao direta sobre o rim, aumentando a sensibilidade do

HAD ou mesmo mimetizando a sua acgao.



1.2 Reabsorcgéo de dgua no ducto coletor medular interno

A reabsorcado de agua que ocorre no ultimo segmento do nefron, o
ducto coletor medular interno, € o mecanismo fino pelo qual o rim controla o
volume urinario final e é o responsavel pela manutencdo do balanco de
agua.

Esta reabsorcdo de agua, neste segmento € controlada por dois
grandes fatores: pela formacdo de uma medula hiperténica e pela acdo do

HAD.

1.2.1 Formacao da Medula Hipertonica

O sistema de contracorrente multiplicador inicialmente idealizado e
aplicado a medula renal € o mecanismo que explica a adicdo de solutos a
medula com pouco gasto de energia (5). A energia inicial gue movimentaria
este sistema é dada pelo transporte ativo de Na'Cl" da luz tubular para o
intersticio medular na por¢cao ascendente da alca de Henle. Este transporte
de Na'Cl é que, aumentando a osmolaridade do intersticio, promoveria a
reabsorcdo de agua no ramo descendente da algca, com consequente
aumento progressivo da osmolaridade do seu fluido tubular em direcdo a
papila. Este efeito inicial € multiplicado e o gradiente osmdético entdo criado
determinaria maior reabsorcéo de agua no ducto coletor.

Os estudos funcionais da por¢cdo espessa da alca de Henle, tanto

da regidao medular, como da regido cortical (segmento diluidor), mostraram



serem eles impermedveis a agua mesmo na presenca de horménio anti-
diurético (6). Neste segmento, na membrana luminal ocorre uma reabsorcéo
de Na" acoplado a CI" e K" em um cotransporte Na*:K:2CI", secundariamente
ativo ao transporte de Na' pela Na'-K-ATPase na membrana basolateral
(7,8). Este transporte ativo propicia um gradiente eletroquimico favoravel a
entrada da Na’ na célula. A passagem de Na’ da luz tubular para o
intersticio retirando Na® do fluido filtrado e adicionando-o ao intersticio,
constitui o chamado efeito unitario do mecanismo de contracorrente
multiplicador. Este cotransportador Na*:K:2ClI" ja foi clonado e sequenciado
(9). A porcao espessa ascendente da alca de Henle € uma regido importante
para 0 mecanismo de concentracdo urindria e é o local de acdo dos
chamados diuréticos de alca, como o furosemide e a bumetanida que se
ligando ao sitio do ion CI" promovem a inibicdo do cotransportador Na':K’
:2CI (10).

Os ramos finos da alca de Henle, tanto ascendente como
descendentes, sdo formados por um epitélio simples, que repousa sobre
uma membrana basal e o citoplasma de suas células é escasso em
mitocdndrias. Este padrdo morfologico € de um epitélio favoravel ao
equilibrio osmatico entre o [imen e o intersticio, e ndo a um transporte ativo
com gasto de energia (11).

O estudo funcional da porcdo fina descendente da alca de Henle
mostra que este ramo € altamente permeavel a agua e pouco permeavel a
sédio e a outros solutos, sugerindo que o equilibrio osmético com o

intersticio medular ocorra a custa da reabsorcdo de agua, com consequente



aumento da concentracdo de cloreto de soédio, uréia e outros solutos no
fluido tubular, em direcao a papila renal, chegando o fluido tubular a alcancar
a osmolaridade de 1200mOsm/Kg de HO0.

A porcdao fina ascendente da alca de Henle apresenta
caracteristicas opostas as descritas acima para o ramo descendente.
Observa-se que a porcao ascendente é impermeavel a agua e altamente
permeavel a Na* e CI', sendo que o movimento transtubular de cloretos deve
ocorrer por um mecanismo passivo facilitado.

Nestas condi¢des, a mudanca de caracteristicas de permeabilidade
a agua e solutos nos ramos finos descendentes e ascendentes permite que
o acumulo de Na'Cl,, que ocorre na por¢do descendente da alca de Henle
por reabsorcdo de agua, se desfaca, pelo menos em parte, na porcéo fina
ascendente. No entanto, neste segmento ascendente o equilibrio osmético
com o intersticio medular da-se as custas do efluxo de Na'Cl rapido e
influxo de uréia mais lento, o que resulta na formacédo de um fluido tubular
com menor concentracdo de Na'Cl que o intersticio. Este fluido, agora
atingindo a porcdo espessa ascendente, onde ocorre uma grande
reabsorcdo ativa de Na'Cl’, ficara cada vez mais hipotonico, sendo que a
sua osmolaridade pode atingir valores inferiores a 100 mOsm/Kg H20 no
inicio do tubulo distal. Por essa razdo, este segmento é chamado de
segmento diluidor. Vé-se, portanto, que apenas as caracteristicas opostas
de permeabilidade dos ramos finos, descendentes e ascendentes,

proporcionam um meio genial de adicionar soluto (Na*Cl") ao nivel da regi&o



medular interna e de formar um fluido hipoténico a custa, unicamente, da

reabsorcao ativa de Na'Cl” da regido medular externa (12).

1.2.2 Acédo do Horménio Antidiurético.

O conhecimento dos eventos celulares envolvidos na acdo do
horménio antidiurético expandiu-se consideravelmente nos ultimos anos. O
HAD é um horménio capaz de induzir alteracBes estruturais na parede
luminal das células principais do ducto coletor medular interno (DCMI)
determinando um aumento da permeabilidade a agua e a uréia. O HAD, que
evoca a resposta celular é o “primeiro mensageiro”, e o seu efeito
intracelular é mediado por um “segundo mensageiro”, que € produzido como
resultado da interacdo do horménio com o seu receptor especifico. Dois dos
mais significantes sistemas de “segundos mensageiros” conhecidos sdo os
sistemas da adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e o do Ca™. O HAD
exerce seu efeito hormonal estimulando dois tipos de receptores chamados
de V1 e V2, sendo que respectivamente utilizam o Ca’™ e o AMPc como
“segundos mensageiros”. Estes receptores estdo localizados na membrana
basolateral da célula principal e quando estimulados determinam alteracdes
bioquimicas intracelulares que por sua vez acarretam modificacbes na
membrana luminal modulando ou regulando a permeabilidade a agua.

Quando o HAD se liga ao receptor V2, é ativada uma enzima
chamada de adenilciclase. Acredita-se que esta enzima faca parte de um

sistema regulador complexo que consistiria de trés unidades diferentes: o



receptor ( R ) a proteina G e uma unidade catalitica ( AC ). Neste modelo a
adenilciclase estaria ligada a dois receptores de naturezas opostas: um
deles a estimularia (Rs) enquanto o outro a inibiria (Ri), através das
unidades reguladoras da proteina G, respectivamente Gs e Gi. Estes
receptores ativariam (Gs) ou inibiriam (Gi) a adenilciclase quando o receptor
estimulador ou inibidor fossem ocupados respectivamente. O receptor do
HAD é o receptor estimulador (Rs), enquanto o receptor ocupado pelos
agentes a-2 adrenérgicos seria inibidor (Ri) uma vez que estes agentes
inibem o transporte de agua (13).

A ativacdo da adenilciclase promoveria a conversdo da adenosina
trifosfato (ATP) no mediador intracelular 3',5" adenosina monofosfato ciclico
(AMPc). A formagdo do AMPc é o inicio de uma reagdo em cascata que
termina na incorporacdo de canais de agua na membrana apical: o0 AMPc
ativaria a proteinoquinase A (PKA) que fosforilaria proteinas do citosol, que
por sua vez atuariam em elementos do citoesqueleto celular, tais como
microfilamentos e microtibulos que participariam nos mecanismos pelos
quais vesiculas citoplasmaticas especificas carregando os canais de agua
seriam inicialmente inseridas na membrana apical e posteriormente
removidas. Neste processo, quando o ADH estiver presente no plasma,
canais de agua seriam inseridos na membrana apical (exocitose) enquanto
na auséncia de HAD, estes canais seriam removidos da membrana apical
(endocitose). [Este processo, no entanto, pode ser modulado

intracelularmente pela atividade da AMPc fosfodiesterase, que converte o



AMPc a sua forma inativa a 5’adenosina monofosfato, 5’AMPc, bem como
por autacéides, como prostaglandinas, Ca'™" e proteinoquinase ¢ (PKC).

Recentemente foi descrita a existéncia de receptores do tipo V1 nas
células principais dos tubulos distais (14). Este receptor quando ocupado
pelo HAD desencadearia uma reacdo em cascata da seguinte forma:
ativacdo de uma fosfolipase C (PLC) de membrana que clivaria a fosfatidil-
inositol bi-fosfato (PIP,;) em dois segundos mensageiros - o diacilglicerol
(DAG) e o inositol-trifosfato (ITP). DAG e Ca++ ativariam PKC enquanto o
ITP estimularia a liberacdo de célcio das organelas para o citosol. O
aumento do calcio no intracelular e a PKC regulariam a atividade da
adenilciclase, exercendo sobre ele um efeito inibitorio.

O HAD também estimula uma fosfolipase A de membrana que
agindo sobre o acido aracdoénico (AA), produzindo prostaglandina E2 (PGE2)
que por sua vez tem um efeito inibitério sobre o adenilciclase, constituindo
desta forma um sistema de “feed-back” negativo, modulando a acédo do
HAD.

A insercdo dos canais de agua nas paredes luminais do DCMI faz
com que a agua seja reabsorvida, da luz para o intersticio, somente pela
acdo do gradiente osmotico estabelecido entre a medula renal e a luz
tubular, produzindo uma urina concentrada (15).

Estes canais de agua, denominados aquaporinas (AQP) fazem
parte de uma familia de proteinas que facilitam o transporte de agua atraves
das membranas celulares de todos os seres vivos. Até 0 momento ja foram

descritas onze aquaporinas sendo que oito sdo expressas no rim, mas



apenas trés nos ductos coletores, a AQP2, a AQP3 e a AQP4. Destas,
somente a AQP2 é regulada pelo HAD. As outras duas sao expressas
constitutivamente, na membrana basolateral (16). A AQP2 ja foi clonada e
sequenciada e a sua expressdo nos DCMI é facilmente detectada pela
técnica de Western Blotting. Através desta técnica foi recentemente
descritas duas isoformas: uma de 29 kDa e uma outra glicosilada, de 35-50
kDa (17). Esta AQP2 pode se apresentar mais ou menos expressa de

acordo com uma inibicdo ou uma estimulagcéo da cascata do HAD.
1.3 Fluoxetina

A Fluoxetina é um agente antidepressivo que aumenta a
neurotransmissao serotoninérgica através de uma potente e seletiva inibicéo
da reutilizacdo da serotonina (5-hidroxitriptamina 5-HT) (18). Através de uma

n-desmetilacdo a molécula de Fluoxetina (Figura 1) transforma-se em

desmetilfluoxetina que também possui uma acao inibidora na reutilizacao da

FBC‘.A@—O—CIICHZCIIENHCII}

FLUOXETINE

serotonina.

Figura 1. Férmula estrutural



Ambos os compostos ligam-se as proteinas plasmaticas e possuem
uma meia-vida de eliminacdo de varios dias, facilitando a manutencéo de
uma concentracdo plasmatica efetiva durante o tratamento.

A reutilizacdo da serotonina é o fendmeno pelo qual este mediador
apos estimular os seus receptores na placa poés-sinaptica é reaproveitado
pelo axénio pré-sinaptico. O nivel extracelular de serotonina € controlado por
um transportador localizado na membrana plasmatica do neurdnio
serotoninérgico e é dependente de Na* e CI. Estes transportadores sdo o
alvo dos inibidores em questédo (19).

A inibicBo da reutilizacdo da serotonina propicia uma maior
permanéncia desta droga na fenda sinaptica e um aumento da sua
capacidade de estimular os seus receptores pds-sinapticos.

Embora o uso destas drogas inibidoras da reutilizagdo da serotonina
seja muito difundido atualmente, elas ndo séo isentas de efeitos colaterais
(20). Os efeitos colaterais mais comuns sao: hiponatremia, sintomas
extrapiramidais, sangramentos, arritimias cardiacas, a sindrome da
serotonina e anorexia, efeito este utilizado em terapias para reducao de

peso.

1.4 Hiponatremia

A hiponatremia € uma alteracdo do equilibrio hidroeletrolitico em

que a concentracdo do sodio plasmatico encontra-se abaixo de 135 mEq/L.

Ela pode estar associada a uma osmolaridade plasmatica normal,
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aumentada ou diminuida. A osmolaridade efetiva ou tonicidade refere-se a
contribuicdo da osmolaridade dos solutos, tais como sédio e glicose, que
ndo podem atravessar com facilidade a membrana celular, induzindo, desta
forma, saida de agua da célula. As principais situacdes clinicas que podem
estar associadas a hiponatremia estéo relacionadas abaixo:

Sindrome Nefrética

Insuficiéncia Renal Crénica

Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

Cirrose Hepatica

Pseudo-Hiponatremia

Disturbios Enddcrinos

Contracao do volume intravascular ou extravascular

Estresse emocional e fisico

Agentes farmacoldgicos

Sindrome da Secrecéo Inapropriada de HAD.

A hiponatremia hipotdnica ou dilucional € a forma mais comum de
hiponatremia é causada por retencdo de agua. Quando a ingestdo ou
retencdo de agua € superior a capacidade de o rim excreta-la, ocorre uma
diluicdo dos solutos do organismo resultando em hipoosmolaridade com
hipotonicidade (osmolaridade plasmatica inferior a 275 mOsm/kg). Este tipo
de hiponatremia ocorre frequientemente na insuficiéncia cardiaca congestiva,

na deplecdo do espaco extracelular, na secrecdo inapropriada do hormonio
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antidiurético e na presenca de alguns farmacos como hidroclorotiazida (21),
carbamazepina (22,23) e clofibrato (23,24).

A hiponatremia hipertdnica ou hiperosmolar esta relacionada
principalmente com hiperglicemia ou a infusdo de manitol (por exemplo em
cirurgias urolégicas de resseccdo trans-uretral de prostata) e cursa com
osmolaridade plasmatica superior a 290 mOsm/kg.

Por fim, temos a hiponatremia isotbnica ou isosmoética, também
chamada de pseudo-hiponatremia, que ocorre em pacientes com
hiperproteinemia ou hiperlipidemia. A osmolaridade plasméatica, em geral
esta entre 275-290 mOsm/kg.

A hiponatremia hipoténica ou dilucional pode ocorrer por perda renal
de sbdio, como no uso inadequado de diuréticos, na insuficiéncia renal pela
falta de aldosterona, na nefropatia do “salt-wasting” e recentemente tem sido
relatada como decorrente do uso de alguns anticonvulsivantes e

antidepressivos.



12

2 OBJETIVO

A hiponatremia causada pela fluoxetina, apesar de ndo ser uma
ocorréncia muito frequente, pode dificultar o uso desta potente arma
terapéutica no tratamento de disturbios do humor.

O objetivo deste trabalho foi tentar reproduzir experimentalmente os
efeitos dessa droga relatados pela literatura, principalmente quanto a
hiponatremia, com o intuito de elucidar o efeito renal deste inibidor da
recaptacdo da serotonina, através das técnicas de microperfusdo 'in vitro’ de
segmento isolado de ductos coletores e de Western Blotting e com estudos

em gaiolas metabdlicas.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Estudos in vivo

Nestes experimentos foram utilizados 10 ratos Wistar, machos, com
0 peso em torno de 180g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo e mantidos no biotério do nosso
laboratério até o momento do uso, com dieta normal e livre acesso a agua.
Os animais foram triados apos jejum de 24 horas com a finalidade de serem
excluidos os animais que apresentassem a dosagem de uréia sérica acima
de 60 mg% (Método de Crocker modificado - Espectrofotbmetro Femto
432C). O sangue era colhido por via caudal e apds separagdo do plasma
foram dosados o sddio, o potassio (Fotdmetro de Chama - CELM) e a uréia
plasmatica. Os animais foram pesados nesta ocasiao.

Os animais receberam durante 10 dias inoculagfes intraperitoniais
de Fluoxetina na concentracdo de 10 mg por kg/ peso, mantendo sempre os
mesmos horarios de aplicacdo e foram mantidos em dieta normal e livre
acesso a agua (5). No décimo dia, apdés 24 horas em jejum, 1 hora apos a

aplicacao da Fx, os animais foram sacrificados. Foi colhido sangue total via
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puncdo cardiaca para analise do sodio, do potassio e do Horménio
Antidiurético (RIA 1'*®, AVP DSL-1800) no plasma e imediatamente apés, 0s
rins foram removidos cirurgicamente e colocados na placa de Petri com
solucgéo artificial de Ringer HCO3; gelada (Tabela 1). A papila renal foi isolada
com o auxilio de pincas de pontas afiladas (Dumont n° 5) e tesoura oftalmica
apropriada, com o auxilio de uma lupa binocular (Nikon) com aumento de 8 a
40 vezes. O material foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
estocado a —80° C para analise da expressdo de Aquaporina 2 pela técnica
de western blotting.

Tabela 1 — Composicdo da Solucgéo utilizada

Substancia Concentracao
NacCl 115,0 mM
NaHCO3 25,0 mM
CH3;COONa 10,0 mM
Glicose 5,0 mM
NaH2P04 1,2 mM
CacCl, 1,0 mM
KCI 5,0 mM
MgSO, 1,2 mM

3.2 Suspenséao de Tubulos

Foram utilizados 10 ratos Wistar machos, com o peso em torno de
180g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo e mantidos no biotério do nosso laboratorio até o
momento do uso, com dieta normal e livre acesso a 4gua. Os animais foram
triados com os mesmos procedimentos acima descritos.  Apé6s o sacrificio
os rins foram removidos cirurgicamente e colocados em placas de Petri com

solugcéo artificial de Ringer HCO3; gelada (Tabela 1) e a papila renal foi
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isolada com o auxilio de pingas de pontas afiladas (Dumont n° 5) e estiletes
apropriados para cortar os segmentos dissecados sem danifica-los,
destacando feixes de tecidos do cortex em direcdo a papila renal este
procedimento foi realizado com o auxilio de uma lupa binocular (Nikon) com
aumento de 8 a 40 vezes (25). O material foi separado em dois grupos e
incubado por 30 minutos, em solucéo artificial de Ringer HCO3 (Tabela 1)
sendo borbulhada por mistura carbogénica contendo 95% O, e 5% de CO;
a 37° C, sendo 10 papilas no grupo controle incubado com veiculo e 10
papilas no grupo Fluoxetina na concentracdo de 10'M, imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e estocado a —80° C para analise de

western blotting.

3.3 Extracdo de proteina e western blotting

Amostras das papilas renais de ratos Wistar foram obtidas dos
animais tratados com fluoxetina e das suspensao de tubulos, previamente
congelado em nitrogénio liquido e estocado a —80° C.

A extracdo de proteina seguiu o0 protocolo previamente descrito,
com pequenas modificacdes (26). As amostras das papilas renais foram
maceradas em nitrogénio liquido, homogeneizadas com um aparelho Potter
em solugdo K-HEPES (Manitol 200 mM, HEPES 80 mM, KOH 41 mM, pH
7,5 e coquetel de inibidores de protease (SIGMA, Saint Louis, Missouri,
USA) e centrifugadas a 2000 g por 15 minutos a 4° C para remover nlcleo e

debris células. Para se obter as fracbes de membrana, o extrato total
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representado pelo sobrenadante inicial, foi centrifugado a 100,000 g por 60
minutos a 4° C (rotor 50Ti, Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA) o
pellet, suspenso em solucdo K-HEPES a 4° C. As proteinas presentes foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Kit),
comparando as medidas obtidas para as amostras a curva padrdo de
albumina bovina lida a 595 nm.

Andlises por western blotting foram realizadas utilizando ~ 5 ug de
proteina desnaturada em tampdo de amostra por pogo. As amostras foram
separada em minigéis SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)
12 %, de 0,75mm de espessura, em tampao de corrida (Tris 1920 mM,
Glicina 250 mM, SDS 10%, pH 8,3 ) utilizando-se 150 V e 70 minutos de
corrida. A transferéncia para membrana de PVDF (Polyvinylidene fluoride,
Hybond-P, Amersham Biosciences, Sweden) foi feita com tampao de
transferéncia (Tris 1920 mM, Glicina 250 mM, metanol 20%), com velocidade
constante 150V e por 90 minutos. A membrana foi bloqueada com 5 % leite
em pé desnatado (Molico) em PBS-T (NaHPO, 80mM, NaH,PO,; 20mM,
NaCl 100mM, Tween 0,1%, pH 7,5) por 60 minutos, lavada com PBS-T 3
vezes por 10 minutos. A incubacéo primaria foi feita com AQP2 (Aquaporina
2, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz , CA, USA ) na diluicdo de 1:500
em solucdo de PBS-T e Actina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) na diluicdo de 1:2000 em solucdo de PBS-T, overnight a 4° C. A
incubacdo secundaria foi realizada com anticorpo anti-goat (Sigma, Saint
Louis, Missouri, USA) na diluicdo de 1:10000 em solucédo de PBS-T, por 60

minutos. O procedimento de deteccdo foi o sistema baseado em
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quimioluminescéncia ECL (Amersham Biosciences, Sweden) por 1 minuto.
Revelado em filme de RX (18x24cm — KODAK-MAT G/RA Film), por 8
minutos. A densitometria € feita com o aparelho Image Master VDS

(Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).

3.4 Microperfuséo in vitro

Os estudos de transporte de agua no Ducto Coletor Medular Interno
(DCMI) foram realizados utilizando-se a técnica de microperfuséo in vitro de
segmentos isolados do néfron, descrita para coelhos por Burg e col. em
1966 (27) e adaptada por Rocha e col. em 1991 (28) para o DCMI de ratos
Wistar, devido as caracteristicas préprias deste segmento.

Com esta técnica foram realizados estudos para a determinacéo da
permeabilidade osmaética a agua para se caracterizar o transporte de agua
no DCMI de ratos normais na auséncia e na presenca de fluoxetina. Para
isto foram utilizados ratos Wistar, machos, com o peso em torno de 180g,
fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo e mantidos no biotério do nosso laboratério até o0 momento do
uso, com dieta normal e livre acesso a agua. (O uso de animais neste
projeto foi aprovado pela Comissio Etica , cujo protocolo de pesquisa tem o
n° 950/04).

Os animais foram anestesiados por inalacdo de éter e o rim
removido cirurgicamente. Imediatamente apdés, foi isolada a papila renal,

cortando-se uma fatia em forma de cunha perpendicular ao eixo maior do rim
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e colocada em placa de Petri com solucao artificial de Ringer HCO3 (Tabela
1) sendo borbulhada por mistura carbogénica contendo 95% O, e 5% de
CO.,. A microdisseccéo foi feita com o auxilio de pingas de pontas afiladas
(Dumont n° 5) e estiletes apropriados para cortar os segmentos dissecados
sem danifica-los, destacando feixes de tecidos do cortex em direcdo a papila
renal. Deste feixe sao isolados o IMCD, cuja identificacdo foi feita pelas
caracteristicas morfoldgicas e relagbes anatdbmicas. Este procedimento foi
realizado com o auxilio de uma lupa binocular (Nikon) com aumento de 8 a
40 vezes. O segmento isolado foi transportado para a camara de perfuséao
por meio de aspiragdo com uma pipeta Pasteur com ponta recurvada e
adaptada para essa finalidade.

A camara de perfuséo é um disco de acrilico com diametro de 6 cm,
tendo na parte central uma concavidade de 3 cm de comprimento por 0,5 cm
de largura, com volume de aproximadamente 1 cm®. O assoalho é composto
por uma laminula de vidro para permitir a visualizagdo dos procedimentos.
Esta cavidade € circundada por uma resisténcia ligada a um termostato
externo que mantém a solucdo do banho a 37°C. O banho é borbulhado
continuamente por mistura carbogénica contendo 95% O, e 5% de CO, para
manter o pH em torno de 7,4. A camara de perfusdo é adaptada ao prato de
um microscopio invertido (Olympus, Tokyo) de modo que todo procedimento
podem ser visualizado diretamente com aumentos que variavam de 50 a 400
vezes.

O segmento de DCMI transferido para a camara de perfuséo tinha

uma das suas extremidades fixa, por meio de succdo, a uma pipeta
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adaptada ao sistema perfusor e outra extremidade adaptada ao sistema
coletor.

O sistema perfusor e o sistema coletor sdo montados sobre um
conjunto de micromanipuladores que permite o seu deslocamento nos trés

planos ortogonais facilitando o processo de “captura” e fixagdo do tdbulo as

micropipetas (Figura 2).

Figura 2. Equipamento de microperfusao

Em cada micromanipulador foram fixadas pipetas confeccionadas
com tubos de vidro fornecidos pela “Dumont Scientific Company” (Boomol,
Pennsylvania, USA), sendo que as pipetas A ou seguradora e pipeta C ou
coletora foram confeccionadas com tubos de 0,064 polegadas de diametro
interno e as pipetas B ou perfusora e uma pipeta calibrada com volume

constante foram confeccionadas com tubos de 0,040 polegadas de diametro
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interno. As pipetas foram manufaturadas com a ajuda de uma microforja
(Ch.Beaudoin, tipo 35), que processa a extremidade da pipeta previamente
estirada por meio de estirador vertical, fabricado em nosso laboratério.

O sistema perfusor consiste de duas pipetas: a pipeta A, de
didmetro maior, contendo no seu interior a pipeta B, de didmetro menor e
com capacidade de se movimentar concentricamente ao longo da pipeta A
por meio de um micromanipulador especialmente construido.

Com a extremidade do segmento dentro da pipeta A, movimenta-se
a pipeta B para frente introduzindo-a no interior do tubulo. Esta pipeta,
previamente preenchida com solucao de Ringer HCO; (Tabela 1) perfunde o
tubulo imediatamente apds a sua introducdo na luz do segmento.

A solucdo perfusora (Tabela 1) utlizada nas experiéncias de
permeabilidade osmatica era isotbnica ao plasma (295+5 mOsm/kg/H20). A
solugdo de banho tinha a mesma composicdo que a solucao perfusora,
porém com o acréscimo de NaCl para elevar a sua osmolaridade para em
torno de 510 mOsm /kg/H20, portanto hiperténica em relagdo a solucéo
perfusora. A osmolaridade foi verificada através do osmodmetro (The
Advanced Osmometer Instruments) e o pH foi medido através do pHmetro
(Iris 7 Tecnow).

Um corante vital atéxico e livre de sédio, FDC (Keystone-Aniline
Company), foi adicionado, ao fluido perfusor na concentragcdo maxima de
0,05% com o objetivo de detectar perfuracbes e danos celulares que
ocasionalmente podem ocorrer no tubulo durante a perfusdo. A velocidade

de perfusédo foi dada pela pressao hidrostatica de uma coluna de liquido de
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altura varidvel em contato com a extremidade distal da pipeta B. A variacdo
da altura da coluna liquida permite uma variagédo no fluxo da perfuséo.

A pipeta A ou seguradora tinha a extremidade com o diametro
interno entre 40 a 60 micrdmetros, com uma constricao de aproximadamente
20 micrometros localizada a cerca de 100 micrometros da extremidade,
tornando assim a forma de calice, foi siliconizada com 6leo Sylgard 184
(Dow Corning).

A pipeta B ou perfusora movimenta-se dentro da pipeta A e tinha a
extremidade afilada com 7 a 14 micrometros de diametro.

O sistema coletor é composto pela pipeta C que coletava o fluido
perfundido e pela pipeta calibrada que, quando introduzida no interior da C,
recolhe o liquido que percorre a luz do tabulo e se depositava sob o 6leo
mineral.

A pipeta C ou coletora foi construida de maneira semelhante a
pipeta A, porém sem a constricdo. A sua extremidade tinha o didametro em
torno de 50 micrdmetros e também foi siliconizada com 6leo Sylgard.

A pipeta calibrada tinha forma de ampulheta e capacidade
constante. Foi calibrada isotopicamente e utilizada para coletar e transferir,
para os frascos de contagem, o liquido ja perfundido através do DCMI e
coletado sob o 6leo na pipeta C coletora.

As extremidades das pipetas A e C sado preenchidas com o6leo
Sylgard com a finalidade de promover um isolamento mecanico e elétrico
entre o banho da camara de perfusdo e o fluido, tanto o coletado como o

perfundido.
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A medida da permeabilidade osmdtica foi feita a partir do calculo do
volume de fluido absorvido (Vr) em resposta a um gradiente osmotico de
soluto impermeante.

Este volume absorvido (Vr) foi calculado utilizando-se a seguinte
equagao:

Vr=Vi-Vc

Onde Vr tem as unidades de nanolitros por minuto, Vi é o volume
infundido em nanolitros por minuto e Vc é o volume coletado nas mesmas
unidades.

O volume coletado foi medido diretamente através da pipeta
coletora, de volume constante e conhecido. Dividindo-se pelo tempo de
coleta obtinhamos o volume coletado por minuto. O volume infundido foi
calculado utilizando-se as seguintes equacoes:

Vi.Cin =Vc. Cc
Vi =Vc (Cc/ Cin)

Sendo Cc e Cin as contagens por minuto de Inulina **C (Amersham
Life Science International and New England Nuclear) coletada e infundida,
respectivamente. O isotopo foi adicionado na solugdo de perfusdao na
concentracéo final de 25-100cpm/nl.

Sabe-se que a Inulina ndo é reabsorvida e nem secretada pelos
tubulos renais, sendo sua concentragdo conseqiéncia da sua maior ou
menor diluicdo na luz tubular. A concentragdo de Inulina radioativa na

7

solugéo perfusora (Cin), isto €, na solucao infundida foi obtida tomando-
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seum volume conhecido, retirado diretamente da pipeta B, logo apds o
término da experiéncia e verificando-se o nUmero de contagens por minuto.
O volume de agua reabsorvido (Jv) foi calculado pela formula:
Jv = (Vi-Vc)/L
Onde é L o comprimento do tubulo.
Utilizamos para o célculo da permeabilidade osmaética a seguinte
equacao descrita por Bois e col.,1976 (29).

Pf=1/ (RTA .Cb?) {Cb( Vi-Vc ) + Ci .Vi [In(Cb — Ci).Vi - In(Cb . Vc — Ci . Vi)[}

Onde Cb e Ci sédo as osmolaridade do banho e do fluido de perfuséo
inicial, respectivamente, R é a constante dos gases, T é a temperatura
absoluta e A € a area. A area foi calculada através da equacédo- Di x L X m,
onde Di é o diametro interno e L é o comprimento do tubulo. Estas medidas
foram feitas utilizando-se uma ocular com escala graduada e o resultado foi

expresso em 10 cm?. Os resultados foram expressos em 10°um/seg.

O banho era trocado a cada 10 minutos para reduzir o efeito da
evaporacao e consequentemente o aumento do gradiente osmatico.

Em cada periodo foram efetuadas, no minimo 3 coletas. As
amostras coletadas eram imediatamente transferidas para os frascos de
contagem apropriados e com 0,5ml de dgua e em seguida era adicionado o
liquido de cintilacdo (1000 ml Triton X-100 , 2000ml Tolueno (Merck), 0,2069g
POPOP e 16,50g PPO (SIGMA, Saint Louis, Missouri, USA)).

A radiagdo presente nas amostras era contada em um contador
para radiacdo beta (Packard Tricarb 1600TR, Downers Grove,IL) utilizando

um canal para carbono *C. As contagens eram feitas por 2 minutos duas
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vezes. O numero de contagens por minuto presente nas amostras foi
sempre maior que 20 vezes a contagem de fundo.

Foram estudados 8 segmentos, de permeabilidade osmdética no
IMCD de ratos na presenca de Fluoxetina adicionados ao banho na

concentracdo de 107M.
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3.5 Estatistica

Os dados sdo expressos em média * erro padrdo. Para analise
estatistica dos dados obtidos utilizamos o teste “t” de Student pareado (nivel
de significancia de 5%). Nos experimentos de microperfusdo, em cada
periodo o valor apresentado representa a média de 3 a 4 coletas. A andlise
estatistica dos valores de Na, K e peso dos animais foi feita utilizando-se o
mesmo teste descrito acima. Para analisar a expressdo de AQP2 pelo
método de western blot, foi utilizado teste de Mann-Whitney. Valores de
p<0.05 foram considerados significantes. Toda a andlise foi realizada
usando o GraphPad Prism Program version 3.03 (GraphPad Software, San

Diego, California).



26

4 RESULTADOS

Estudo in vivo

Estes experimentos foram realizados com animais normais, nos
quais foi injetado intraperitonealmente uma solucao de soro fisiologico com
fluoxetina na dosagem del0 mg por kg/ peso. No periodo controle, ap6s a
triagem, os animais eram pesados e as dosagens plasmaticas obtidas na
triagem de sodio e potassio foram consideradas pertencentes a este

periodo.

Peso corpéreo — No periodo controle a média do peso dos animais foi de
179,0 + 1,28 g, caindo para 158+1,15 g (p<0,0001) no décimo dia de
tratamento (Tabela 2, Figura 3).

Tabela 2 — Efeito da Fluoxetina sobre o Peso dos animais

Ratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 xtep
Controle (182 187 172 175 181 179 177 180 178 179 179,0+1,28

Fx 160 166 154 153 159 157 158 160 156 158| 158,1+1,15*

Fx-Fluoxetina; * p<0,0001, comparados com o controle
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Controle Fluoxetina

179,0+1,28 158,1+1,15

Figura 3. Efeito da Fluoxetina sobre o peso dos animais
* p<0,0001, comparados com o controle

Sadio plasmatico- Os niveis plasmaticos de Na tiveram uma significante
reducdo quando comparados pré e pos tratamento. A média das dosagens
de Na dos animais controle antes do tratamento 139,3 + 0,7 mEg/l e apés o
tratamento com Fx reduziu para 134,9+ 0,5 mEg/l (p<0,0001) (Tabela 3,

Figura 4).

Potassio plasmatico- As dosagens de potassio plasmatico dos periodos
controle e com fluoxetina  ndo mostraram diferengas significantes

(5,37+0,1x5,04+0,2, respectivamente) (Tabela 3, Figura 4).



Tabela 3 — Efeito da Fluoxetina sobre o0 s6dio e o potassio plasmatico
+

Na* K

RATOS Controle Fluoxetina Controle Fluoxetina
1 143 135 4.8 4.3

2 137 134 5.6 5.7

3 138 135 5.0 4.8

4 141 136 5.8 4.4

5 138 136 5.0 4.8

6 137 137 5.4 5.6

7 138 135 5.1 5.0

8 140 132 6.0 4.4

9 142 134 5.6 4.4
X+EP 139,3+0,7 134,9+0,5* 5,3710,1 5,04+0,2

Na® e K" mEq/l; *p<0,0001, comparados com controle

150- 7.5
145- Na K
2 1401 5.0 =,
E e
+'; 135_ %
Z <
= 1301 2.5
1251
120 0.0

C Fx C Fx
139,3+0,7 134,9+0,5 5,37+0,1 5,04+02

Figura 4. Efeito da Fluoxetina sobre o Sodio e o Potassio plasmético
*p<0,0001, comparados com controle
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HAD plasmatico- O horménio antidiurético foi dosado em apenas 4 animais,
por insuficiéncia de material, colhido no décimo dia. Estas dosagens foram :
14pg/ml, 12pg/ml, 13pg/ml e 16pg/ml correspondendo aos ratos n° 1,3,4 e 5.
O método utilizado tem como padrdo de valor normal até 14pg/ml. Desta

forma, estes animais ndo apresentaram aumento dos niveis séricos de HAD.

Analises por Western Blot - Neste grupo foram realizados dois tipos de
experimento: a) animais tratados com fluoxetina 10mg/kg/rato. Destes
animais foram retirados os rins e as fraces de membrana das papilas renais
foram analisadas por western blot. Estas analises demonstraram bandas
especificas de peso molecular 29 e 35-50 kD para aquaporina 2 (AQP2).
Essas bandas foram detectadas nas papilas dos animais que foram tratados
com fluoxetina e nas incubacfes de suspensao de tubulos. Nos animais
tratados com Fluoxetina foi detectado uma intensidade maior das bandas,
guando comparados com 0s animais controle, média de 4 animais controle
99,6 + 5,17, maior intensidade da banda na média de 10 animais tratados
com Fluoxetina 145,6 + 16,93 (Figura 5). b) Nas incubacdes de suspenséo
de tdbulos foram detectadas maior intensidade das bandas, quando
comparamos a incubacédo controle, média de 4 incubacdes controle 100,0 +
3,52, ocorreu uma maior intensidade da banda na média de 5 incubacodes

tratadas com Fluoxetina 143,0 + 2,0 (Figura 6).
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Figura 5. Analises por western blot .dos animais tratados com Fluoxetina

(Fx)

Controle n=4; Fluoxetina n=10; *, p< 0,05, comparados com Controle ( C)
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Figura 6. Analises por western blot das incubacdes de suspenséo de
tubulos

Controle n=4; Fluoxetina n=5; *, p<0,001, comparados com controle
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Microperfusao in vitro

Nesta série de experimentos, utilizando-se a técnica de
microperfusdo de segmentos isolados perfundidos in vitro, foi determinada a
permeabilidade osmética (Pf x10° pm/s) de DCMIs de ratos normais, nos
periodos controle (C), experimental (Fx) e recuperacéo (Rec) na auséncia de
HAD. A fluoxetina (Fx) adicionada ao banho na concentracdo de 107 M
determinou um aumento estatisticamente significante da permeabilidade a
agua. No periodo controle foi de 7,24+2,07, aumentando para 15,77+3,25
(p<0,01) e recuperando-se para 6,21+1,13 apos a retirada da droga (Figura

7).

20+

Pf (mm/sec)
|_\
?

O T I T

Controle  Fluoxetina Rec
7,24+2 07 15,77+3,25 6,21+1,13

Figura 7. Efeito da Fluoxetina sobre a permeabilidade osmotica em ratos
wistar Normais (n=8); *, p<0,01 para Fx vs. C e Rec
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5 DISCUSSAO

A manutenc¢do do balanco de agua pelo organismo é mantida pela
guantidade de agua ingerida, regulada pelo centro da sede e pela
quantidade de agua excretada, regulada pelo rim. Para esta manutencéo, 0s
mamiferos terrestres necessitam eliminar urina com osmolaridade superior a
do plasma, isto &, formar uma urina concentrada em solutos.

A eliminagdo de urina concentrada é consequéncia da reabsorgéo
de agua no ducto coletor medular interno na presenca de um gradiente
osmotico entre a medula e a luz tubular e sobre a acdo do HAD,
aumentando a sua permeabilidade & agua.

Alteracdes no mecanismo de reabsor¢cdo de agua neste ultimo
segmento do néfron, ou pelo aumento ou pela diminuicdo da reabsorcéo,
pode gerar alteragcbes do balanco de agua no organismo, levando a
patologias tais como hiponatremias ou hipernatremias. Estas alteragdes, por
exemplo, podem ser decorrentes do efeito de drogas que interferem com a
acao do HAD.

Recentemente foram relatados casos de antidepressivos do tipo

dos inibidores da recaptacdo da serotonina que tém ocasionado
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hiponatremia do tipo dilucional pelo aumento da reabsor¢cdo de &gua
(21,24,30). Este aumento de reabsorgdo tem sido atribuido a uma secrecao
inapropriada do HAD, mas este efeito ainda n&o foi determinado.

O presente estudo teve como objetivo estudar o efeito destas drogas,
especificamente a fluoxetina, uma vez que ndo esta caracterizado o seu
efeito no ducto coletor medular interno.

Estudos in vivo- Neste grupo foram estudados animais nos quais a
Fluoxetina foi  administrada por via intraperitoneal na dosagem de
10mg/kg/rato (4). Nestes animais o peso foi medido no periodo controle e
no fim do experimento, antes do sacrificio dos animais, bem como foram
dosados os niveis séricos do sédio e do potassio. O nivel de HAD s6 foi
dosado no final do experimento em 4 animais.

Peso-Os resultados encontrados mostraram uma redugdo do peso dos
animais ao longo dos 10 dias de uso da Fluoxetina (Tabela-2). E conhecido
gue esta droga é largamente utilizada como coadjuvante na terapia de
reducdo de peso em pacientes obesos (31). Como os animais perderam
peso neste periodo, estes resultados podem ser decorrentes deste efeito
anorexigeno, mas pouco se sabe sobre isto em animais de experimentacao
(32), no entanto foi referido por Marar e Amico (4).

Sadio Plasmatico- Os valores do sddio plasmatico encontrados no periodo
controle foi de 139,3 + 0,7 mEQ/l e o resultado apés 10 dias de uso da
Fluoxetina foi de 134,9+0,5 mEg/l. Estes dados, que estdo na Tabela 3 e na
Figura 5, evidenciam claramente que houve uma queda para valores

considerados como uma hiponatremia (igual ou abaixo de 135mEqg/l). Este
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efeito hiponatremiante é fartamente relatado na literatura em pacientes
(1,2,3,24,33,34 ), mas muito pouco referido em estudos experimentais com
animais. Todas as referéncias descrevendo casos clinicos aventam a
hipétese de esta hiponatremia ser decorrente de uma secrecao inapropriada
do HAD, mas nenhum trabalho apresenta os niveis de HAD no plasma.
Marar e Amico fizeram as dosagens de HAD plasmatico em ratos e nao
encontraram diferencas entre o periodo controle e o experimental e sugerem
gue a causa da hiponatremia poderia ser um aumento da sensibilidade do
rim ao efeito do HAD (4).

Potassio Plasmatico- N&o foram observadas alteragbes nos niveis
plasmaticos do potassio (Tabela 3 Figura 5), ap6s o uso da fluoxetina.

HAD Plasmatico- Embora as dosagens de HAD nado tenham sido feita em
todos os animais (4 dosagens), ndo foi detectado um aumento dos niveis
plasmaticos deste hormonio. Estes achados estdo em conformidade com os
dados encontrados por Marar e Amico (4).

Expressdao da Aquaporina 2- A expressao da AQP2 foi determinada nos
ductos coletores de ratos previamente inoculados com fluoxetina no
peritbneo e nos ductos coletores de ratos normais incubados com o
antidepressivo. Os resultados encontrados, nos dois grupos, mostraram que
houve um aumento da expressao do canal de agua, confirmando os dados
encontrados nos experimentos de microperfusdo. Estes resultados
encontrados confirmam, por outra metodologia, os resultados de nossos

estudos de microperfuséo.
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Perfusdo in vitro- A dose utilizada de Fluoxetina foi de 107 M, apés um
projeto piloto que mostrou ser esta a menor dose que apresentava
reprodutibilidade dos resultados. Nos estudos in vivo, foi adotada a dose de
10mg/kg/rato intraperitoneal (4). Neste grupo de experimentos foi
determinada a permeabilidade osmética do ducto coletor medular interno na
auséncia de HAD. No periodo controle a Pf( x10™ pum/s) foi de 7,24+2,07.
Ap6s a adicdo de 10”'M de Fluoxetina ao banho a Pf subiu para 15,77+3,25
(p<0,01) mostrando um claro efeito de aumentar a permeabilidade a agua e
evidenciando um efeito “HAD-like”. No periodo de recuperacdo, apos a
retirada da fluoxetina a permeabilidade se recuperou para 6,21+1,13. Este
efeito mostra uma acéo direta da Fluoxetina sobre o DCMI, como havia sido
sugerida por Marar e Amico em um dos poucos trabalhos experimentais com

ratos encontrados na literatura (4).
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6 CONCLUSAO

Os dados encontrados neste experimento confirmam a hip6tese de
que a hiponatremia associada ao uso de fluoxetina tem origem na diluicdo
plasmatica ocasionada por um aumento da reabsorcdo de agua no ducto
coletor, como foi observado pelas experiéncias de microperfusdo. O
aumento da expressdo da AQP2 nos ductos coletores que estiveram em
contacto com a fluoxetina confirmam os dados in vitro. Estes dados,
juntamente com a auséncia de elevacdo do HAD plasmatico, mostram que o
efeito direto da fluoxetina no ducto coletor é a causa primaria deste defeito e
nao uma secrecao inapropriada do HAD, como os trabalhos de literatura
sugerem. No entanto, ndo podemos deixar de considerar a possibilidade da
existéncia de outros fatores que possam coexistir e colaborar para o

aparecimento desta hiponatremia.
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