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Resumo



O sistema renina-angiotensina (SRA) tem um papel importante na iniciacdo e
progressédo da aterosclerose, contribuindo ao desenvolvimento das doencgas
cardiovasculares (DCV). A renina é uma enzima proteolitica sintetizada como pré-pro
renina, que é clivada em pro-renina, e posteriormente em renina ativa, a qual é
armazenada e liberada de imediato apds estimulo. Quando é liberada na circulacdo, a
renina cliva o angiotensinogénio, formando a angiotensina | (Ang I). A Ang |, por sua vez,
em sua passagem pela circulacdo pulmonar, é clivada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), produzindo a angiotensina Il, que é um hormdnio biologicamente
ativo. Pacientes com doenca renal cronica, quando comparados a populacdo geral,
apresentam maior prevaléncia de DCV, incluindo doenca coronariana, cérebro-vascular,
vascular periférica e insuficiéncia cardiaca.

O presente trabalho mostra através dos parametros bioquimicos que 0s animais
gue passaram pelo processo cirurgico desenvolveram insuficiéncia renal crénica, uma vez
gue foi observada reducdo da taxa de filtragcdo glomerular e do clearance de creatinina,
bem como o aumento do clearance de proteinas totais.

Observa-se uma diminuicdo significativa da pressdo arterial média (MAP) apos
infusdo de Ang Il e fenilefrina (Phe), 28 dias apos a nefrectomia 5/6.

O presente estudo mostra que em carétidas de animais com insuficiéncia renal
cronica o efeito maximo (Emax) produzido pela Ang Il foi significativamente diminuido,
comparado aos sham operados. Na presenca do inibidor ndo seletivo das 6xidos nitricos
sintases (L-NAME), bem como dos respectivos inibidores seletivos para as isoformas
eNOS, INOS e nNOS, o Emax da Ang Il em artérias de animais nefrectomizados foi
restabelecido ao nivel dos sham, sugerindo que a producdo de NO e/ou expressao das

NOS podem estar aumentadas no modelo de insuficiéncia renal crénica, comprometendo

o efeito maximo desencadeado pela Ang Il.



Os resultados mostram que parece haver participacdo da enzima ciclooxigenase-1
(COX-1) na diminuicdo do Emax da Ang Il em carétidas de ratos nefrectomizados.
Receptores AT, também parecem participarem da redu¢do do Emax desencadeado pela
Ang Il no modelo de insuficiéncia renal cronica.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que a remocéo endotelial parece
ndo alterar o Emax da Phe e do KCI em carétidas do grupo nefrectomizado, sugerindo um
comprometimento da capacidade contratil em carétida de animais com insuficiéncia renal
cronica, bem como a perda da modulacgéo inibitéria do endotélio sobre a vasoconstricao
induzida por Phe e KCI.

A integridade endotelial na artéria dos animais nefrectomizados esta preservada,
pois o relaxamento desencadeado pela Ach foi semelhante tanto em artérias de animais
sham, quanto em artérias de animais com insuficiéncia renal cronica. Esse dado foi
confirmado pela andlise morfologica dessas artérias que demonstraram similaridade

morfoldgica entre 0s grupos em estudo.



Abstract



The renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in the initiation and
progression of atherosclerosis, contributing to the development of cardiovascular disease
(CVD). The proteolytic enzyme renin is synthesized as pre-pro renin, which is cleaved in
pro-renin, and later in active renin, which is stored and released immediately after
stimulation. When released into the circulation, cleaved to the renin angiotensinogen, to
form angiotensin | (Ang 1). The Ang |, in turn, in its passage through the pulmonary
circulation, is cleaved by angiotensin-converting enzyme (ACE), producing angiotensin Il,
a hormone that is biologically active. Patients with chronic kidney disease, when compared
to the general population, have higher prevalence of CVD, including coronary disease,
cerebral-vascular, peripheral vascular and heart failure. This paper shows through the
biochemical parameters that animals that experienced surgical procedure developed
chronic renal failure, since a decrease in glomerular filtration rate and creatinine clearance,
and increasing the clearance of total protein. There is a significant reduction in mean
arterial pressure (MAP) after infusion of Ang Il and phenylephrine (Phe), 28 days after
nephrectomy 5/6. This study shows that in carotids from animals with chronic renal failure
the maximum effect (Emax) produced by Ang Il was significantly decreased, compared to
sham operated. In the presence of non-selective inhibitor of nitric oxide synthase
(L-NAME) and selective inhibitors of the isoforms for eNOS, iINOS and nNOS, the Emax of
Ang Il in arteries of animals nefrectomizados was restored to the level of sham, suggesting
that the production of NO and / or expression of NOS might be increased in the model of
chronic renal failure, affecting the maximum effect triggered by Ang Il
The results show that there is involvement of the enzyme cyclooxygenase-1 (COX-1) in
the reduction of the Emax of Ang Il in the rat carotid nefrectomizados. AT, receptors also
seem part of the reduction of Emax triggered by Ang Il in the model of chronic renal failure.
The results of this study show that endothelial removal does not change the Emax of Phe

and KCI in the carotid group nefrectomizado, suggesting an impairment of the contractile



capacity in carotid artery of animals with chronic renal failure and the loss of inhibitory
modulation of endothelium on vasoconstriction induced by KCI and Phe. The integrity of
the artery endothelial nefrectomizados animals is preserved, since the relaxation caused
by ACh was similar in both arteries of sham animals, and in arteries of animals with
chronic renal failure. This finding was confirmed by morphological analysis of the arteries

that showed morphological similarities between the groups under study.
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Estado da Arte

Aproximadamente 5% a 10% da populacdo mundial podem ser portadoras de
doenca renal crénica (DRC) (Serrano et al., 2008). Segundo a Sociedade Brasileira de
Nefrologia, o nimero de pacientes com doenca renal em 2003 era na ordem de 54 mil
(Cunha et al., 2007), aumentando cerca de 8% ao ano (Lima, 2007; Sesso and Gordan,
2007). A maior causa de morte dos pacientes com DRC é de origem cardiovascular,
atingindo um indice anual em torno de, aproximadamente 9%, da populacdo geral,
mesmo quando o ajuste é feito para outros fatores de risco, como idade, raca, sexo e
presenca de diabetes mellitus (Foley et al., 1998; Perico et al., 2008).

Na maioria dos pacientes com DRC observam-se patologias tais como
aterosclerose, hipertensdo, diabetes (Dummer et al., 2007; Cattai et al., 2007),
dislipidemia (Kronenberg et al., 2000), bem como, tabagismo e obesidade (Dummer et al.,
2007). Alem disso, a insuficiéncia renal cronica desencadeia toxicidade urémica, aumento
do estresse oxidativo, alteracbes na cascata de coagulacdo e alteracbes lipidicas,
contribuindo com a génese da aterosclerose (Langendorf et al., 1945), problema cardiaco
(Stefanski et al., 1996), resisténcia a insulina (Fliser et al., 1998) e alteracdes na
vasodilatacdo dependente do endotélio (Annuk et al., 2003), sendo os fatores de risco
prevalentes nos pacientes em didlises (Ross et al., 1993; Gensini et al., 1998; Huysmans
et al., 1998).

Na DRC, os sintomas manifestam-se lentamente. No estagio inicial, os efeitos
sobre o estado geral de salde sdo assintomaticos. A medida que a insuficiéncia renal
avanca, o individuo apresenta sintomas de fadiga, cansaco facil, espasmos musculares,
anemia, retencdo de liquidos, reducdo do volume urinario, falta de ar, inchaco,
hipertenséo, falta de apetite, ndusea, vomitos, confusdo mental e coma (Barros et al.,

1999).



Pacientes com doenca renal crénica, quando comparados a populacdo geral,
apresentam maior prevaléncia de doencas cardiovasculares, tais como coronariana,
cérebro-vascular (Prohovnik et al., 2007), vascular periférica e insuficiéncia cardiaca
(Neves et al., 2008). Alguns estudos tém demonstrado o desenvolvimento precoce de
doencas cardiovasculares (Canziani et al., 2004), sendo uma das principais incidéncias de
morbidade e mortalidade de pacientes com insuficiéncia renal crénica (Haktanir et al.,
2005).

Alguns estudos tém demonstrado que a insuficiéncia renal cronica promove
alteracbes no fluxo sanguineo cerebral (Skinner et al., 2005; Haktanir, et al., 2005;
Szprynger, et al., 2000), aléem de promover prejuizo cognitivo (Murray et al., 2006),
podendo apresentar crises convulsivas (Fujimaki et al., 1998; Barros et al., 1999).
Entretanto, as causas 0 0s processos que levam a essas alteracfes ainda ndo sdo bem
conhecidas (Prohovnik et al., 2007).

A perda aguda do volume intravascular e a mudanca de fluidos que ocorrem
durante o processo de dialise induzem edema cerebral, diminuindo a pressao sanguinea
intracerebral, a velocidade sanguinea e a prefusao cerebral (Murray et al., 2006).

O sistema renina angiotensina participa do processo homeostatico do organismo
(Brewster et al., 2004), incluindo o coracéo, rim, vasos sanguineos, glandulas adrenais e
controle cardiovascular (Crowley et al., 2006). A ativacdo exacerbada dessa cascata
promove danos ao rim, decorrente da producdo excessiva de angiotensina Il (Ang lIl),
levando as patologias associadas com proteindria, tais como nefropatias diabéticas e nédo
diabéticas (Jacobson, 1991; Hostetter et al.,, 2001), hipertensdo e problemas
cardiovasculares (Lonn et al., 1994). A sintese de Ang Il pode ocorrer de maneira local
e/ou sistémica (Engeli et al.,, 2000; Martin et al.,, 2006), podendo produzir efeitos

autécrinos ou paracrinos (Dzau, 1988).



Brown e Maegraith (1941) e Goldenberg et al., (1948), estudando a resposta da
artéria renal a acdo da adrenalina, tiramina e acetilcolina, apés a inducdo de
glomerulonefrite, observaram um aumento da resposta vasoconstritora as catecolaminas,
porém uma reducédo da resposta vasodilatadora a acetilcolina, resultante da constri¢cdo do
leito estudado. (Brown and Maegraith, 1941; Goldenberg et al., 1948).

Brown e Maegraith (1941), Goldenberg et al. (1948), Kelleher et al. (1987), Cusi e
Bianchi, (1991) observaram aumento na reatividade a catecolaminas, em artéria renal de
animais com insuficiéncia renal cronica (Kelleher et al., 1987; Cusi and Bianchi, 1991),
resultado da diminuicdo do fluxo sanguineo renal e diminui¢cdo do fluxo tubular (Adams et
al., 1980). O aumento na reatividade a catecolaminas & consequente ao aumento na
atividade do sistema simpatico renal (Cusi and Bianchi, 1991). Além das alteragbes nas
respostas vasoconstritoras, tem sido relatado também um comprometimento no
vasorelaxamento dependente do endotélio e sintese de oxido nitrico (Coats et al., 2001).

Embora tenha sido descrita sobre a reatividade da artéria renal, € importante
estudar a reatividade da artéria carotida, que € um dos principais vasos responsaveis pela
irrigacdo do sistema nervoso central (Prohovnik et al., 2007), frente aos conhecimentos
sobre as alteracdes do fluxo sanguineo cerebral promovidas pela insuficiéncia renal
cronica. E importante ainda conhecer os mecanismos celulares envolvidos na reatividade
a Ang I, devido a sua participacdo no desencadeamento e progressao da doenca renal

(Jacobson, 1991; Hostetter et al., 2001).



Aspectos Gerais

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem um papel importante na iniciacdo e
progressédo da aterosclerose, contribuindo ao desenvolvimento das doencgas
cardiovasculares (DCV). Este corresponde a um complexo sistema hormonal, cujo papel
fundamental estd relacionado com a homeostasia hidroeletrolitica do organismo e o
controle da presséao arterial (PA) (Menard et al., 1993), estimulando também a liberacao
de aldosterona pelo cértex da supra renal. No entendimento classico do SRA, a
substancia ativa Ang Il é a responsavel pela maioria dos efeitos fisiol6gicos observados e
exerce suas acbes em oOrgdos-alvo, distantes do local de producdo (Dzau et al., 1986;
Martin et al., 2006).

Existe uma grande relacao entre a funcéo renal e a hipertensao arterial e tem sido
amplamente estudado. Dados da literatura consideraram o rim como um determinante
final da pressdo sanguinea, devido sua funcdo na regulacdo do volume do fluido
extracelular (Guyton et al., 1972). A hipertensdo severa agride inevitavelmente o rim,
agravando a doenca renal crbénica (Klag et al., 1996). Em 1988, Brenner e colaboradores
propuseram uma hipotese alternativa que implica a deficiéncia renal, isto €, 0 nimero de
néfrons como defeito (Brenner et al., 1988).

Trabalhos experimentais em ratos revelaram que a retirada de parte da massa
renal promove mudancas estruturais e funcionais nos néfrons remanescentes
caracterizadas por hipertrofia e hipertensdo glomerular, proteinuria, esclerose glomerular
progressiva e azotemia. Tais achados caracterizam o estado de hiperfiltracdo glomerular
superimposto a massa residual (Ferreira et al., 2006).

A importancia do rim na hipertensdo surgiu ap0s 0S primeiros experimentos,
realizados por Robert Tigerstedt e Peter Bergman, em 1898, demonstrando que o extrato
renal possuia uma substancia capaz de elevar a pressao arterial (Tigerstedt e Bergman,

1898; Inagami et al., 1998). O envolvimento da PA no controle da liberacao de renina foi



mostrado pela primeira vez pelo grupo de Goldblatt, em 1934, quando ficou estabelecido
gue uma substancia vasopressora era liberada pelo rim em resposta a hipovolemia e/ou
hipotenséo. Esta substancia foi posteriormente identificada como sendo a renina liberada
pelo aparelho juxtaglomerular (Goldblatt et al., 1934). A renina € uma enzima proteolitica
sintetizada como pré-pré renina, que € clivada em pro-renina, e posteriormente em renina
ativa, a qual é armazenada e liberada de imediato ap6s estimulo. Quando é liberada na
circulagdo, a renina cliva o angiotensinogénio, formando a angiotensina | (Ang I). A Ang |,
por sua vez, em sua passagem pela circulacdo pulmonar, € clivada pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), produzindo a angiotensina Il, que é um horménio
biologicamente ativo (Phillips et al., 1999; Tamura et al., 1995). Apesar da angiotensina |l
ser a substancia ativa mais importante do SRA, outras angiotensinas produzidas tém
acOes especificas e, entre as melhores caracterizadas até o momento, estdo as
angiotensinas Ill, IV e a angiotensina (1-7) (Santos et al., 2000). Todas estas
angiotensinas podem ser produzidas a partir do mesmo precursor, 0 angiotensinogénio,

por acdo da renina e outras reacdes enzimaticas (Vianna et al., 2004; Martin et al., 2006)



Cascata do Sistema Renina-Angiotensina

Angiotensinogénio

l Renina
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Necrose cardiaca e arterial;
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A Ang Il é um vasoconstritor extremamente potente, atuando de maneira direta

Protecao cardiaca e renal

sobre o musculo liso, principalmente de arteriolas, além de atuar sobre o cortex da supra
renal, acarretando a liberacdo de aldosterona, com consequiente aumento da reabsorcéo
de sais e agua pelos tubulos renais (Queiroz et al., 2001; Quan et al., 1996).

A rapida expansdo das técnicas de biologia molecular permitiu que o0s
componentes do SRA fossem clonados e sequenciados, o que possibilitou a
determinacado da distribuicdo tecidual de seus componentes. Por isso, de modo diferente
visdo enddcrina classica, hoje se fala em sistemas renina-angiotensina teciduais, com
funcdes paracrinas, autdcrinas e epicrinas, A producéo de Ang Il também foi reconhecida
em orgaos diferentes, como vasos, rim e coracao (Queiroz et al., 2001; Nishiyama et al.,
2002; Danser et al., 1999) entre outros, contudo, esta producao local da mesma e dos
outros componentes do sistema renina-angiotensina parece nao ter conexao com sua
liberacdo sistémica (Danser et al., 1999; Warnock et al., 2001). A Ang |l formada nestes

tecidos regula a expresséo de fatores de crescimento, citocinas e moléculas de adeséao,



as quais estdo envolvidas no crescimento celular/apoptose, na fibrose e inflamacao
(Vianna et al., 2004).

A Ang Il estimula a aterosclerose através de varios processos como a disfuncéo
endotelial, a proliferagéo celular e a inflamagdo. Muitos destes efeitos aterogénicos da
Ang Il sdo mediados pela reativagdo do oxigénio. A inflamacdo induzida pelo sistema
renina-angiotensina pode esclarecer a causa da patofisiologia das doencas
aterosclerdticas (Fukuda et al., 2006).

Ha décadas a Ang |l é estudada, e acreditava-se que seu efeito fosse mediado por
um Uunico receptor. No final dos anos 80, estudos com antagonistas especificos
identificaram os subtipos AT, e AT, (Carey et al., 2000). Até o inicio da década de 90, as
acOes da angiotensina Il eram atribuidas ao receptor AT;, sendo as fun¢des do AT, pouco
conhecidas (Ardaillou, 1999). Em 1992, Sasamura e colaboradores clonaram (Sasamura
et al., 1994) e caracterizaram duas isoformas do AT;. ATia € ATig. Hoje sabemos que
existem varios tipos de receptores AT envolvidos em ac¢des especificas da Ang Il ou das
outras angiotensinas.

Algumas acdes dos receptores AT, funcionalmente se opdem as acbOes dos
receptores AT; (Navar et al., 2000) podendo a prépria Ang Il agir de modo simultaneo
sobre ambos os receptores, de modo a permitir uma modulacéo de seus efeitos (Arima et
al., 2001). Além disso, evidéncias indicam que a ativacdo de receptores AT, contribui de
forma importante na manutencdo da homeostase cardiovascular e renal, bem como
aumentam a expressao cardiovascular em situacdes patolégicas (Schulman, et al., 2008).

A pressao arterial elevada é tanto uma causa quanto uma conseqiéncia da doenca
renal crbnica. Como conseqiéncia, a hipertensdo pode se desenvolver no inicio da
doenca renal crénica e estd associada, particularmente com a perda mais rapida da

funcao renal e desenvolvimento de DCV (Bastos et al., 2004).



Os efeitos benéficos dos bloqueadores do sistema renina-angiotensina podem ser
uma consequéncia da reducao da presséao capilar intraglomerular (Anderson et al., 1985)
e também um efeito antiprotéico (Weidmann et al., 1995), antiinflamatério (Wu et al.,
1997) antiproliferativo (Wolf et al., 1992) e antifibrético (Peters et al., 1998; Oikawa et al.,
1999).

Os inibidores da ECA pertencem a uma categoria de drogas com uso crescente em
uma variedade de doencas, incluindo hipertenséo, insuficiéncia cardiaca, infarto do
miocardio, nefropatia diabética e outras formas de nefropatia. Além de converter Ang | em
Ang I, a ECA também inativa as cininas, portanto os inibidores da ECA aumentam o0s
niveis de bradicinina, o que contribui para seu efeito anti-hipertensivo. Além de reduzir a
pressao arterial, os inibidores da ECA promovem regressao da hipertrofia ventricular,
melhoram a disfungéo endotelial, diminuem a morbi-mortalidade associada a insuficiéncia
cardiaca, reduzem a mortalidade e melhoram a funcéo cardiaca poés-infarto e reduzem a
progresséao da nefropatia diabética e de outras nefropatias (Cheung et al., 2002).

Embora o uso de drogas bloqueadoras do sistema renina angiotensina tenha sido
empregada na clinica, € importante o conhecimento das consequéncias sobre o0s
aspectos celulares que séo afetados pela insuficiéncia renal, e outras vias e enzimas que
podem modular os efeitos da Ang Il (Burrel et al., 2004), abrindo novas alternativas no
tratamento da hipertensado, levando em consideracdo que as doencas cardiovasculares

serdo em 2020 as principais causas de morte no pais (Rigatto et al., 2004).

Palavras-chave:

Aterosclerose, nefrectomia 5/6, angiotensina Il, reatividade vascular, carétida.



Objetivos



Objetivo Geral:
Estudar as consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a Ang Il

em car6tida de ratos.

Objetivos Especificos:

- Estudar as consequéncias da nefrectomia 5/6 na morfologia de artérias carétidas;

- Estudar a influéncia da insuficiéncia renal crénica nos parametros metabdlitos;

- Estudar as consequéncias da insuficiéncia renal crénica na pressao arterial sistdlica e
pressao arterial média (MAP);

- Estudar a participagdo do oxido nitrico, bem como as isoformas da oOxido nitrico sintase
na modulacéo da contracéo induzida por Ang Il em carétidas, apos a nefrectomina 5/6;

- Estudar a participacdo de prostanoides na resposta contratil induzida por Ang Il em
carotidas;

- Estudar a ativacao dos receptores AT, e AT, na artéria carétida apos nefrectomia 5/6;

- Estudar a influéncia da insuficiéncia renal crénica no vasorelaxamento dependente de
endotélio em artérias carotidas;

- Estudar a capacidade contratii das artérias carotidas por via independente de

receptores.



Materiais e Métodos



1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, com idade média de 90 dias,
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeiréo Preto, da Universidade de S&o
Paulo.

Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e alimento, em temperatura

constante de 22°C e em ciclo de luz de 12 horas (claro/escuro).

2. Processo Cirurgico — Inducéo da insuficiéncia renal crénica

Os animais foram anestesiados com Ketamina (100 mg/Kg) e Xylazina
(100 mg/Kg), através da administracao intraperitonial.

Na primeira cirurgia foi removido dois tergcos do rim direito, através de uma incisao
lateral. Foi utilizado adesivo de pele de uso veterinario, Vet Bond (3M), para impedir perda
de sangue.

Apoés sete dias foi removido o rim esquerdo, através de uma incisdo medial. Foi
utilizado fio de nylon para amarrar a artéria renal, antes da remoc¢ao do orgao.

Os animais Sham passaram pelo processo cirurgico ficticio e os controles foram
animais intactos, sem nenhum tipo de manipulagéo cirdrgica.

Foi usado 0,2 mL de terramicina, um antibiotico, através da administracao
intramuscular, para evitar possivel infeccéo.

30 dias ap6s a remocao de 5/6 da massa renal, os animais foram sacrificados e

tiveram a artéria carétida isolada e retirada.



3. Divisdo dos grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos, sendo dois grupos controles, um
composto de animais submetidos a cirurgia ficticia (Sham), outro composto de animais
intactos, e um terceiro grupo, onde foi realizado o procedimento cirdrgico para indugcédo da
insuficiéncia renal cronica. E importante ressaltar que foram utilizados animais da mesma
idade, e que o objetivo dos dois grupos controles € verificar se existe diferenca entre eles,

visto que os animais sham n&o permaneceram intactos.

4. Histologia

Os segmentos de artérias de animais controle e de animais operados foram
removidos e fixados em formol tamponado a 10% durante 24 horas. Esses tecidos foram
fixados, desidratados e incluidos em blocos de parafina. Cortes de 4 mm de espessura
foram dispostos em lamina de microscopia. As laminas foram coradas segundo a técnica
de coloracdo com Hematoxilina/Eosina. Os cortes foram analisados em microscépio Nikon
(Japdo) com aumento de 40x, e as imagens foram captadas por camera digital (Coolpix
4500, Roper Scientific, Japdo) armazenadas em computados e editadas utilizando o

software Adobe PhotoShop 7.0 (Adobe System Inc.; Nasdaqg: ADBE; San Jose, CA, USA).

5. Andlise Bioquimica

Com o objetivo de caracterizar e validar o método cirargico, foram feitas andlises
bioquimicas temporais de amostra de soro e urina dos animais submetidos a nefrectomia
5/6, dos controles e dos Sham.

Com auxilio de gaiolas metabdlicas foram coletadas as amostras de urina em um
periodo de 24 horas. Dia -1 (menos um) foi definido como dia antes do processo cirurgico.
Dia O (zero), o dia da segunda operacao. Dia 14 (quatorze) e 28 (vinte e oito) como 14 e

28 dias ap6s a cirurgia, respectivamente.



Amostras de sangue foram coletadas da aorta abdominal dos animais, com o
cuidado para nédo ocorrer hemolise, antes do isolamento e retirada da artéria carétida para

a realizacao dos experimentos de reatividade.

5.1 Andlise de amostras de urina ap6s nefrectomia 5/6
Foram realizadas analises para quantificar a excrecdo urinaria de creatinina,

proteinas totais, sédio e potassio em amostras coletadas em um periodo de 24 horas.

5.1.1 Andlise da excrec¢éo urinaria de creatinina apés nefrectomia 5/6

Primeiramente foi feita a diluicdo 1:25 da amostra, 1 (uma) parte de urina e 25
partes de agua destilada. Em seguida, a amostra foi submetida a analise, com auxilio do
aparelho Abba VP e do Kit creatinina K, da Labtest. Foram feitas duplicatas e triplicadas
das amostras, para obter um resultado mais preciso da analise, sendo utilizado o valor de

suas médias. Os resultados foram expressos em miligramas por decilitro (mg/dL).

5.1.2 Anélise da excrecdo urinaria de proteinas totais apds nefrectomia 5/6

Foi feita a diluicdo 1:6 da amostra, 1 (uma) parte de urina e 6 partes de agua
destilada. A amostra foi submetida a analise, com auxilio do aparelho Abba VP e do Kit
Sensiprot, da Labtest. Foram feitas duplicatas e triplicadas das amostras, para obter um
resultado mais preciso da analise, sendo utilizado o valor de suas médias. Os resultados

foram expressos em gramas por decilitro (g/dL).

5.1.3 Anélise da excrecdo urinaria de sédio apds nefrectomia 5/6
Foi realizada a diluicdo 1:100 da amostra, 1 (uma) parte de urina e 100 (cem)
partes de agua milique (30 pL de urina concentrada e 3 mL de agua milique). A amostra

foi submetida a analise, com auxilio do fotbmetro de chamas. Foi utilizado o volume



urinario e o peso corpéreo de cada animal. Os resultados foram expressos em mili

equivalente por litro por 100 gramas de peso corporeo (mEqg/L 100g).

5.1.4 Andlise da excrec¢do urinaria de potassio ap6s nefrectomia 5/6

Foi realizada a diluicdo 1:2000 da amostra, 1 (uma) parte de urina e 2000 (duas
mil) partes de agua milique (100 pL de urina ja diluida e 2 mL de agua milique). A amostra
foi submetida a analise, com auxilio do fotbmetro de chamas. Foi utilizado o volume
urinario e o peso corpéreo de cada animal. Os resultados foram expressos em mili

equivalente por litro por 100 gramas de peso corporeo (mEg/L 100g).

5.2 Anélise de amostras de sangue
Foram realizadas analises para quantificar creatinina, albumina, proteinas totais,

sodio e potassio no soro dos animais em estudo, 28 dias apds 0 processo cirdrgico.

5.2.1 Anédlise de creatinina no soro apos nefrectomia 5/6

Apés a coleta da amostra de sangue da aorta abnominal dos animais, foi feita a
separacdo do soro, através de centrifugacdo por 15 minutos, com velocidade de 3,000
rpm, em centrifuga Spin VI, Incibras. Aliquotas de soro foram analisadas com auxilio do
aparelho Abba VP e do Kit Creatinina K, Labtest. Foram feitas duplicatas e triplicadas das
amostras, para obter um resultado mais preciso da analise, sendo utilizado o valor de

suas médias. Os resultados foram expressos em mg/dL.

5.2.2 Anélise de Albumina no soro apés nefrectomia 5/6
Apés a coleta da amostra de sangue da aorta abnominal dos animais, foi feita a
separacdo do soro, atraves de centrifugacdo por 15 minutos, com velocidade de 3,000

rpm, em centrifuga Spin VI, Incibras. Aliquotas de soro foram analisadas com auxilio do



aparelho Abba VP e do Kit Albumina, Labtest. Foram feitas duplicatas e triplicadas das
amostras, para obter um resultado mais preciso da analise, sendo utilizado o valor de

suas médias. Os resultados foram expressos em g/dL.

5.2.3 Analise de proteinas totais no soro apos nefrectomia 5/6

Apos a coleta da amostra de sangue da aorta abnominal dos animais, foi feita a
separacdo do soro, através de centrifugacdo por 15 minutos, com velocidade de 3,000
rpm, em centrifuga Spin VI, Incibras. Aliquotas de soro foram analisadas com auxilio do
aparelho Abba VP e do Kit Proteinas Totais, Labtest. Foram feitas duplicatas e triplicadas
das amostras, para obter um resultado mais preciso da analise, sendo utilizado o valor de

suas medias. Os resultados foram expressos em g/dL.

5.2.4 Anélise de sodio no soro apos nefrectomia 5/6

Apés a coleta da amostra de sangue da aorta abnominal dos animais, foi feita a
separacao do soro, através de centrifugacdo por 15 minutos, com velocidade de 3,000
rpm, em centrifuga Spin VI, Incibras. Aliquotas de soro foram analisadas com auxilio do
aparelho Wiener Bt 3000 Plus, Eletrodo de referéncia, analisador automatico, utilizando

moédulo ISE. Os resultados foram expressos em mili equivalente por litro (mEQ/L).

5.2.5 Anélise de potassio no soro apés nefrectomia 5/6

Apés a coleta da amostra de sangue da aorta abnominal dos animais, foi feita a
separacao do soro, através de centrifugacdo por 15 minutos, com velocidade de 3,000
rpm, em centrifuga Spin VI, Incibras. Aliquotas de soro foram analisadas com auxilio do
aparelho Wiener Bt 3000 Plus, Eletrodo de referéncia, analisador automatico, utilizando
médulo ISE. Os resultados foram expressos em mili equivalente por litro (mEqg/L).

5.3 Estudo da filtracdo glomerular apos nefrectomia 5/6



Com o objetivo de validar o método cirurgico, foi avaliada a filtracdo glomerular dos

animais em estudo, através da formula Ucreatinina X V : 1440, onde Ucreatinina € @ €xcrecao

urinaria de creatinina, P creatinina
em mg/dL, P creatinina € @ concentracao de creatinina no soro, em mg/dL, V é o volume
urinario, em mililitros (mL) e 1440 sdo os minutos correspondentes a 24 horas. Os

resultados foram expressos em mililitros por minuto (mL/min).

5.4 Estudo do clearance de creatinina ap6s nefrectomia 5/6
Com o objetivo de validar o método cirurgico, foi analisado o clearance (depuracéo)

de creatinina dos animais em estudo, através da féormula Ucreatinina X V 1 1440, onde

Ucreatinina € @ €XCrecao urinaria de creatinina, P creatinina
em mg/dL, P creaiinina € @ concentracdo de creatinina no soro, em mg/dL, V € o volume
urinario, em mL e 1440 s&o os minutos correspondentes a 24 horas. Os resultados foram

expressos em mL/min.

5.5 Estudo do clearance de proteinas totais apés nefrectomia 5/6

Com o objetivo de validar o método cirurgico, foi avaliada o clearance de proteinas
totais dos animais em estudo, através da formula Uprotenas X V' : 1440, onde Upoteinas € @
excrecao urinaria de proteinas totais, P proteinas
em g/dL, Pproeinas € @ concentragdo de creatinina no soro, em g/dL, V € o volume urinario,

em mL e 1440 sdo os minutos correspondentes a 24 horas. Os resultados foram

expressos em mL/min.

6. Estudo da pressao arterial sistolica
Como o obijetivo de verificar se a insuficiéncia renal crénica altera a pressao arterial

sistélica dos animais, foi realizado um estudo temporal, através de plestimografia da



cauda. Foi chamada de Nx | a primeira cirurgia, ou seja, remoc¢ao de dois tergos do rim
direito, 14 e 28 dias apds a remoc¢do de 5/6 da massa renal, foi repetido o estudo. Os

dados foram expressos em milimetros de mercurio (mmHg).

7. Estudo da presséao arterial média (MAP) e freqluéncia cardiaca (HR) através da
canulacéo da artéria femoral

Com o objetivo de verificar se a insuficiéncia renal cronica altera a pressao arterial
média (MAP) e a frequiéncia cardiaca (HR) dos animais, foi realizado um estudo temporal,
através da canulacao da artéria femoral. A canulagéo da artéria femoral foi realizada para
obtencao dos registros da presséao arterial e frequiéncia cardiaca, enquanto que a infusao
dos agonistas foi feita através de um cateter implantado na veia femoral. Os dados da
MAP foram expressos em milimetros de mercario (mmHg) e da HR em batimentos por

minuto (bpm).

8. Estudo da reatividade vascular a agonistas

Apés o isolamento, a artéria carotida foi cortada em anéis de 4 mm e dois ganchos
de metal foram inseridos no limen da mesma para produzir tensédo, com o cuidado de néao
danificar o endotélio. Os anéis foram isolados em cuba de 6rgao isolado (5 mL), contendo
solucéo de Krebs. Um dos ganchos foi conectado a um suporte fixo ajustavel e o outro, a
um transdutor para registro da contracdo isométrica.

Antes do inicio do protocolo experimental, as preparacdes permaneceram em
repouso sob uma tensao passiva ideal de 1 g, que foi estabelecida pela curva de tenséo
antes do inicio dos protocolos experimentais, durante 60 min para estabilizacdo. Apos o
periodo de estabilizacdo, a viabilidade da preparacao foi testada com KCI 90 mM e Phe
(107 M), até a reproducdo da resposta contrétil. A presenca do endotélio foi averiguada

com a administracéo de Ach (10° M), sobre & pré-contracdo desencadeada pela Phe.



8.1 Protocolos experimentais
Todos os protocolos foram realizados em carétidas de animais controle, Sham e

animais submetidos a nefrectomia 5/6.

8.1.1 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a angiotensina
| (Ang 1)

Com o objetivo de estudar se ha alteracdo na resposta contratil da artéria carétida
comum a Ang |, foram realizadas curvas concentracdo-efeito para Ang | (10 * a 10 " M),

em artérias na presenca (c/e) e auséncia de endotélio (s/e).

8.1.2 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a angiotensina
Il (Ang 1)

Com o objetivo de estudar se ha alteracdo na resposta contratil da artéria carotida
comum a Ang |l, foram realizadas curvas concentracdo-efeito para Ang Il (10 ** a 10

M), em artérias na presenca (c/e) e auséncia de endotélio (s/e).

8.1.3 Estudo da participacdo do O6xido nitrico na resposta contratil induzida pela
Ang Il, ap6s nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participacdo do NO na alteracdo do efeito maximo nas
contracdes induzidas por Ang Il, foi realizada curva concentracdo-efeito para este
agonista (Ang Il) em anéis de carétida, na presenca e auséncia de endotélio, com L-

NAME (inibidor da enzima éxido nitrico sintase - NOS, 10* M, pré-incubados por 30 min).



8.1.4 Estudo da participagcdo da 6xido nitrico sintase neuronal na resposta contratil
induzida pela Ang Il, ap6s nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participacdo do NO na alteracdo do efeito méximo nas
contracdes induzidas por Ang Il, foi realizada curva concentragédo-efeito para este
agonista (Ang Il) em anéis de car6tida, na presenca e na auséncia de endotélio, com 7-NI
(inibidor da enzima 6xido nitrico sintase neuronal - nNOS, 10 M, pré-incubados por 30

min).

8.1.5 Estudo da participacdo da 6xido nitrico sintase induzida na resposta contratil
induzida pela Ang Il, ap6s nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participagdo do NO na alteracdo do efeito maximo nas
contracdes induzidas por Ang Il, foi realizada curva concentracdo-efeito para este
agonista (Ang Il) em anéis de carotida, na presenca do endotélio, com 1400W (inibidor da

enzima 6xido nitrico sintase induzida - iINOS, 10 M, pré-incubados por 30 min).

8.1.6 Estudo da participacdo da 6xido nitrico sintase endotelial na resposta contréatil
induzida pela Ang Il, ap6s nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participacdo do NO na alteracdo do efeito maximo nas
contracdes induzidas por Ang Il, foi realizada curva concentracdo-efeito para este
agonista (Ang Il) em anéis de carétida, na presenca e na auséncia de endotélio, com L-
NNA (inibidor da enzima 6xido nitrico sintase endotelial - eNOS, 10* M, pré-incubados por

30 min).

8.1.7 Estudo da participacdo da ciclooxigenase-1 nas respostas vasculares, apo0s

nefrectomia 5/6



Para verificarmos a participacdo dos produtos do acido araquidénico na alteracdo
vascular a Ang Il, foram realizadas curvas para este agonista (Ang Il) em anéis de
carétida, na presenca e na auséncia de endotélio, anteriormente incubadas com SC-560

(inibidor seletivo de COX-1, 10™° M, pré-incubados por 30 min).

8.1.8 Estudo da participacdo da ciclooxigenase-2 nas respostas vasculares, apés
nefrectomia 5/6

Para verificarmos a participacdo dos produtos do &cido araquidbnico na alteracao
vascular a Ang I, foram realizadas curvas para este agonista (Ang Il) em anéis de
carotida, na presenca e na auséncia de endotélio, anteriormente incubadas com SC-236

(inibidor seletivo de COX-2, 10™° M, pré-incubados por 30 min).

8.1.9 Estudo da participacdo dos receptores AT; nas respostas vasculares, apos
nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participacdo dos receptores AT na alteracdo do efeito maximo
nas contracfes induzidas por Ang ll, foi realizada curva concentracdo-efeito para este
agonista (Ang Il) em anéis de carétida, na presenca e na auséncia de endotélio, com

Losartan - LOS (antagonista dos receptores ATy, 107 M, pré-incubados por 30 min).

8.2 Estudo da participacdo dos receptores AT, nas respostas vasculares, apoés
nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participacdo dos receptores AT, na alteracdo do efeito maximo
nas contraces induzidas por Ang ll, foi realizada curva concentracao-efeito para este
agonista (Ang Il) em anéis de carétida, na presenca e na auséncia de endotélio, com

PD123319 (antagonista dos receptores AT, 10® M, pré-incubados por 30 min).



8.2.1 Estudo da participacdo do oxido nitrico e dos receptores AT, nas respostas
vasculares, apos nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participacdo do 6xido nitrico e dos receptores AT, na alteracdo
do efeito maximo das contra¢des induzidas por Ang Il, foi realizada curva concentracao-
efeito para este agonista (Ang Il) em anéis de cardtida, na presenca e na auséncia de
endotélio, com L-NAME (inibidor da enzima oxido nitrico sintase - NOS, 10* M) e

PD123319 (antagonista dos receptores AT,, 10 M), pré-incubados por 30 min.

8.2.2 Estudo da poténcia dos antagonistas seletivos Losartan e PD123319

Como o objetivo de quantificar a poténcia dos antagonistas LOS e PD123319 foi
realizado o calculo do pA,. Entende-se por pA, como -log da concentracdo de
antagonista necessaria para deslocar a curva concentracao-efeito para a direita duas
vezes, Ou seja, para obter o mesmo efeito na auséncia do antagonista € necessario duas
vezes a concentracdo do agonista (Kenakin, 1997). A formula do pA; foi baseada na
equacao de Shild (1947).

O calculo déi realizado segundo a férmula:

pA; = -log [B] + log (CR — 1), onde:

B: € a concentracdo utilizada do antagonista

CR: -log da diferenca dos valores de pD, do agonista, obtidos na presenca e
auséncia do antagonista.

pD2: -log [ECso] do agonista



8.2.3 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular ao KCI
Para verificarmos se h4 alteracdo na maquinaria contratil em artéria carétida, foram
realizadas curvas concentragcdo-efeito de concentracdo para KCl (10 a 120 mM), em

artérias na presenca e auséncia de endotélio.

8.2.4 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a Fenilefrina
(Phe)

Com o objetivo de verificar se a insuficiéncia renal cronica altera a contracao
induzida pela Phe, foram realizadas curvas concentracdo-efeito para Phe (10"°a 10™ M),

em carotidas na presenca e na auséncia de endotélio vascular.

8.2.5 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a acetilcolina
(ACh)

Com o objetivo de verificar se a insuficiéncia renal crénica altera o relaxamento
vascular dependente do endotélio, foram realizadas curvas concentracdo-efeito de

relaxamento para ACh (10*° a 10° M), em carétidas com endotélio vascular.

9. Andlise Estatistica

Para comparacdo entre os grupos em estudo foi utilizada a andlise de variancia
variada (ANOVA) “one-way”, seguido do pos-teste de Newman-Keuls, através do
programa GraphPad Prism (versdo 3.01 Prism, GrapPad, USA).

Para comparacédo entre os dois grupos (sham e operados), foi utilizado o teste t (e
teste ndo paramétrico), através do programa GraphPad Prism (versdo 3.01 Prism,

GrapPad, USA).



Resultados



4. Histologia

Morfologia das artérias carotidas

Hematoxilina-eosina:

Os estudos morfolégicos foram realizados através da coloracdo por
Hematoxilina-Eosina em artérias carétidas de animais sham e nefrectomizados.

A coloracéo histolégica por Hematoxilina-eosina evidencia na coloracéo azul
(Hematoxilina) estruturas celulares como, nudcleo, proteinas acidas do citoplasma e
proteoglicanos. Na coloragdo rosa (eosina) € possivel identificar flamentos protéicos do
citoesquesleto, fibras colagenas e proteinas mitocondriais (Olivon, 2006).

Na artéria de animais sham €& possivel observar trés a quatro camadas de
células de musculo liso, posicionadas em sentido circular ao limem do vaso. Foi
observada a presenca de fibras de colageno caracteristicas da camada adventicia e
média. As caracteristicas morfolégicas da artéria de animais nefrectomizados estéo

semelhantes as observadas em artérias de animais sham (Figura 1, A e B).



Figura 1: Cortes histolégicos representativos de artérias car6tidas de animais sham (figura
A) e de animais nefrectomizads (figura B). Coloracdo: Hematoxilina — Eosina. END: camada endotelial.

MED: camada média, ADV: camada adventicia. Objetiva 40x.



5. Andlise Bioquimica
5.1 Analise de amostras de urina

Com o objetivo de verificar se a insuficiéncia renal promove alteracbes nos
parametros bioquimicos realizaram-se coletas de amostras para estudo. As amostras de
urina foram coletadas em um periodo de 24 horas, com auxilio de gaiolas metabdlicas,
para a realizacdo de analises quantitativas da excrecao de creatinina, proteinas totais,

sédio e potassio.

5.1.1 Andlise da excrecdo urinaria de creatinina apés nefrectomia 5/6
A excrecgdo de creatinina em amostras de urina, 28 dias apos a nefrectomia dos

animais sham foi de 44,06 + 6,46 mg/dL de creatinina, enquanto que dos animais

+

nefrectomizados foi de 22,31 + 3,38 mg/dL. Observa-se uma diminui¢ao significativa na
excrecao de creatinina no grupo dos animais nefrectomizados, quando comparados aos
sham, com p<0,001. Nao foi observada diferenca significativa nos demais tempos

estudados.
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Figura 2: Excre¢do urinaria de creatinina. Os dados representam a média £ EPM (n = 6), com
p<0,001 comparado ao grupo sham. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando

comparado ao grupo e sham, 28 dias apds o processo cirirgico. ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.



TABELA 1 - Excrecdo urinéaria de creatinina

Grupos experimentais -1 0 14 28
57,48+1,41 | 5845+233 | 57,55+1,09 | 56,88 + 2,36
Sham (6) (6) (6) (6)

_ 57,79+1,29 | 59,04+35 | 582+1,1 | 27,31+257
Nefrectomizado (NXx) (6) (6) (6) (6) *

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o niumero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa, do grupo nefrectomizado, com p<0,001, quando comparado ao
grupo sham, 28 dias apds o processo cirlrgico.

Concluséo Parcial:
v' A cirurgia promoveu diminuicdo na excre¢ao urinaria de creatinina, 28 dias
ap6s a nefrectomia 5/6, indicando alteracdo na filtracdo glomerular, uma vez que a

creatinina seria normalmente filtrada e excretada pelos rins.



5.1.2 Andlise da excrec¢éo urinaria de proteinas totais ap6s nefrectomia 5/6

O estudo temporal da excrecdo de proteinas totais em amostras de urina, revela
que 28 dias apds 0 processo cirdrgico, 0s animais sham apresentaram uma excre¢ado de
245,56 + 19,68 g/dL de proteinas totais, enquanto que o0s animais nefrectomizados
apresentaram uma excrecdo de 625,92 + 62,83 g/dL. Observa-se um aumento
significativo na excrecdo de proteinas totais no grupo dos animais nefrectomizados,
guando comparados aos sham, com p<0,001. Essa diferenca ndo foi observada nos

demais tempos.
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Figura 3: Excrecédo urinaria de proteinas totais. Os dados representam a média + EPM (n = 6),

com p<0,001 comparado ao grupo sham. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado,
guando comparado ao grupo sham, 28 dias apds o processo cirirgico. ANOVA, pos teste de Newman —

Keuls.



TABELA 2 — Excrecgdo urinaria de proteinas totais

Grupos experimentais -1 0 14 28

238,7+20,1 | 238,2+21,4 | 2552+16,6 | 2455+19,6
Sham (6) (6) (6) (6)

_ 2452+ 16,4 | 236,2+16,9 | 241,2+16,5 |6259+628
Nefrectomizado (NXx) (6) (6) (6) 6)*

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.
* Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, com p<0,001, quando comparado ao

grupo sham, 28 dias apds o processo cirlrgico.

Concluséo Parcial:
v' A cirurgia promoveu aumento na excrecao urinaria de proteinas totais, 28
dias ap6s a nefrectomia 5/6, indicando aumento da permeabilidade da membrana dos

capilares glomerulares as proteinas, sendo um indicativo de doenca renal.



5.1.3 Andlise de excrec¢do urinaria de sédio apés nefrectomia 5/6

Analisando a excrecdo urinaria de sodio, 28 dias apos a nefrectomia 5/6, observa-
se que 0s animais sham apresentaram uma excrecdo de 308,7 + 79,9 mEqg/L 100g,
enquanto os animais nefrectomizados apresentaram 619,92 + 137,9 mEg/L 100g de
sédio. Observa-se um aumento significativo, com p<0,05 na excre¢do urinaria de sodio

dos animais nefrectomizados, quando comparados aos sham.
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Figura 4: Excrecdo urinaria de Sédio. Os dados representam a média = EPM (n = 6), 28 dias
apdés o processo cirdrgico. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando comparado
ao sham, p<0,05. ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v' A cirurgia promoveu aumento na excrecdo urinaria de sodio, 28 dias apoés a

nefrectomia 5/6, indicando uma deficiéncia na reabsorcéo tubular renal.



5.1.4 Andlise de excrec¢do urinéria de potassio apos nefrectomia 5/6

Os resultados indicam que aos 28 dias apos a nefrectomia 5/6, os animais sham
apresentaram 33,53 + 10,77 mEg/L 100g de potassio, enquanto o0s animais
nefrectomizados apresentaram 46,46 + 13,92 mEqg/L 100g. Observa-se um aumento

significativo, com p<0,05.
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Figura 5: Excre¢éo urinédria de Potassio. Os dados representam a média = EPM (n = 6), 28 dias
apdés o processo cirdrgico. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando comparado

ao sham, p<0,05. ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v A cirurgia promoveu aumento na excrecdo urinaria de potassio, 28 dias apés

a nefrectomia 5/6, indicando uma deficiéncia na reabsorcao tubular renal.



5.2 Andlise de amostra de sangue
5.2.1 Andlise de creatinina no soro apos nefrectomia 5/6

Analisando amostras de sangue 28 dias apds a nefrectomia 5/6, observou-se que
0os animais sham apresentaram 0,82 + 0,01 mg/dL de creatinina, enquanto 0s animais
nefrectomizados apresentaram 1,63 + 0,04 mg/dL. Observa-se um aumento significativo,

com p<0,001, nos grupos em estudo.
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Figura 6: Creatinina no soro. Os dados representam a média + EPM (n = 6), com p<0,001
comparado ao grupo sham. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando
comparado ao grupo sham, 28 dias apds o processo cirdrgico. ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v/ A cirurgia promoveu aumento na concentracdo de creatinina no soro, 28 dias
apo6s a nefrectomia 5/6, indicando deficiéncia na filtracdo glomerular, acumulando-se no

sangue.



5.2.2 Andlise de albumina no soro apds nefrectomia 5/6

A analise da concentracdo de albumina em amostras de sangue 28 dias apds a
nefrectomia 5/6, n&o indica que ocorra diferenca significativa na concentracdo de
albumina entre os grupos estudados. Os animais sham apresentaram uma concentragéo
de 3,02 = 0,15 g/dL, enquanto os animais nefrectomizados apresentaram uma
concentragédo de 2,77 = 0,12 g/dL de albumina no soro, resultados estes que ndo sao

significativamente diferentes daqueles observados nos sham.
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Figura 7: Albumina no soro. Os dados representam a média + EPM (n = 6), 28 dias ap6s o

processo cirurgico.

Concluséo Parcial:
v A nefrectomia 5/6 ndo altera a concentracdo de albumina no soro dos

animais, nos permitindo inferir que estes animais ndo se apresentam anémicos.



5.2.3 Andlise de proteinas totais apds nefrectomia 5/6

Analisando amostras de sangue 28 dias apds a nefrectomia 5/6, ndo foi observada
diferenca significativa na concentracdo de proteinas totais no soro dos animais em
estudo. Os animais sham apresentaram uma concentragéo de 7,22 + 0,27 g/dL, enquanto
0s animais nefrectomizados apresentaram uma concentracdo de 6,63 + 0,12 g/dL de

proteinas totais no soro.
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Figura 8: Proteinas totais no soro. Os dados representam a média + EPM (n = 6), 28 dias apds o

processo cirurgico.

Concluséo Parcial:
v" A nefrectomia 5/6 nao altera a concentracdo de proteinas totais no soro dos
animais em estudo, nos permitindo inferir que estes animais ndo se apresentam

anémicos.



5.2.4 Andlise de so6dio no soro ap6s nefrectomia 5/6

As amostras de sangue analisadas 28 dias apds a nefrectomia 5/6, ndo indicam
diferenca significativa na concentracdo de soédio no soro dos animais em estudo. Os
animais sham apresentaram uma concentragcdao de 141 = 1,01 mEg/L, enquanto o0s

animais nefrectomizados apresentaram uma concentracdo de 141 + 0,31 mEg/L de sédio

no soro.
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Figura 9: S6dio no soro. Os dados representam a média + EPM (n = 6), 28 dias ap0s 0 processo

cirdrgico.

Concluséo Parcial:
v" A nefrectomia 5/6 nao promove alteragédo na concentracao de sédio no soro

dos animais, comparado aos sham.



5.2.5 Andlise de potassio no soro apos nefrectomia 5/6
A concentracdo de potassio no soro em amostras de sangue 28 dias apés a

nefrectomia 5/6, foi de 4,7 + 012 mEg/L nos animais sham, enquanto os animais
nefrectomizados apresentaram uma concentracdo de 5,35 + 0,19 mEg/L de potassio no
soro. Observa-se um aumento significativo, com p<0,05, na concentracdo de potassio no

soro dos animais nefrectomizados, quando comparados aos animais sham.
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Figura 10: Potassio no soro. Os dados representam a média + EPM (n = 6), com p<0,05

comparado ao grupo sham. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando

comparado ao grupo sham, 28 dias apds o processo cirirgico. ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.



TABELA 3 - Consequéncias da insuficiéncia renal crénica sobre os

elementos séricos

Proteinas
Creatinina Albumina Totais Sodio Potassio
Grupos experimentais (mg/dL) (g/dL) (g/dL) (mEg/l) (mEg/l)

0,82+0,01 3,02+x0,15 6,5+0,09 141+£1,01 4,7x0,12
Sham (6) (6) (6) (6) (6)

1,63+0,04 2,7+0,12 6,2+0,08 141,7x0,3 5,35+0,19
Nefrectomizado (NXx) 6) * (6) (6) (6) 6)*

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, com p<0,05, quando comparado ao
grupo sham, 28 dias apds o processo cirlrgico.

Concluséo Parcial:
v/ A cirurgia promoveu aumento na concentracdo de potassio no soro, 28 dias
ap6s a nefrectomia 5/6, indicando alteracdo na capacidade do rim em eliminar

rapidamente este ion, acarretando hipercalemina.



5.3 Estudo da filtracdo glomerular ap6s a nefrectomina 5/6

A filtrag&do glomerular de ratos controle, sham e com insuficiéncia renag cronica sao
significativamente diferente, p<0,001. Os animais sham apresentaram uma filtragdo
glomerular de 1,53 + 0,17 mL/min, enquanto a filtracdo dos animais nefrectomizados foi

de 0,46 £+ 0,04 mL/min.
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Figura 11: Filtracdo Glomerular. Os dados representam a média = EPM (n = 6), com p<0,001
comparado ao grupo sham. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando

comparado ao grupo sham, 28 dias apds o processo cirirgico. ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v' A cirurgia promoveu diminuicdo da filtracdo glomerular, 28 dias apés a

nefrectomia 5/6, indicando deficiéncia da funcéo renal.



5.4 Estudo do clearance de creatinina ap6s a nefrectomia 5/6

Ao realizar a analise do clearance de creatinina, 28 dias apds a nefrectomia 5/6, foi
observado que o clearance dos animais sham foi de 1,56 + 0,31 mL/min, enquanto 0s
animais nefrectomizados apresentam um clearance de creatinina de 0,46 = 0,04 mL/min.
Observa-se uma diminuicdo significativa no clearance de creatinina dos animais

nefrectomizados, quando comparados aos sham (p<0,001).
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Figura 12: Clearance de creatinina. Os dados representam a média + EPM (n = 6), com p<0,001
comparado ao grupo sham. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando

comparado ao grupo sham, 28 dias apds o processo cirdrgico. ANOVA, poés teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:

v' A nefrectomia 5/6 promoveu diminuicdo do clearance de creatinina, sendo
um indicativo de deficiéncia na filtracdo glomerular, uma vez que a creatinina, produto do
metabolismo dos musculos, deveria ser excretada na mesma proporgcéo que a encontrada

no plasma.



5.5 Estudo do clearance de proteinas totais ap0s a nefrectomia 5/6

Os resultados do presente estudo mostram que o clearance de proteinas totais, 28
dias apos a nefrectomia 5/6, nos animais sham foi de 0,59 + 0,09 mL/min, enquanto no
animais nefrectomizados foi de 2,35 + 0,25 mL/min. Observa-se um aumento significativo
no clearance de proteinas totais dos animais nefrectomizados, quando comparados aos

sham (p<0,001).
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Figura 13: Clearance de proteinas totais. Os dados representam a média + EPM  (n = 6), com
p<0,001 comparado ao grupo sham. * Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizado, quando

comparado ao grupo sham, 28 dias apds o processo cirtrgico. ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.



TABELA 4 - Consequéncias da insuficiéncia renal cronica sobre os

parametros metabdlicos

Filtracdo Clearance de Clearance de proteinas
Grupos Glomerular creatinina (mL/min) totais (mL/min)
Experimentais (mL/min)
1,56 £0,31 1,56 +0,31 0,59 + 0,09
Sham (6) (6) (6)
Nefrectomizado 0,46 + 0,04 0,46 + 0,04 2,35+0,25
(Nx) (6)* (6)* (6)*

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.
* Representa diferenca significativa do grupo nefrectomizadoo, quando comparado ao grupo sham,

28 dias apds o processo cirargico, p<0,001.

Concluséo Parcial:
v" A insuficiéncia renal crénica promoveu aumento do clearance de proteinas
totais, nos permitindo inferir um aumento na permeabilidade da barreira de filtracdo

glomerular, acarretando consequentemente ao aumento de macromoléculas na urina.



6. Estudo da pressao arterial sistélica ap6s nefrectomia 5/6

O estudo temporal da medida da presséo arterial sistolica através de plestimografia
da cauda dos animais, 14 dias ap0s 0 processo cirurgico, foi constatado que os animais
sham apresentaram uma pressdo sistdlica de 103 = 3,2 mmHg, e 0s animais
nefrectomizados 107,5 £ 2,3 mmHg. Aos 28 dias apos a nefrectomia 5/6, observou-se
que a presséo sistdlica dos animais sham foi de 107 + 2,1 mmHg, enquanto dos animais
operados foi de 122 + 1,6 mmHg. Neste estudo temporal da presséo sistélica nédo foi

observado diferencga significativa entre os grupos em estudo.
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Figura 14: Pressédo arterial. Os dados representam a média £+ EPM (n = 10) Nx | = primeira

cirurgia.



TABELA 5 - Presséao Arterial e Peso corporeo

Grupos Presséo Arterial Sist6lica (mmHQ) Peso corporeo (g)
Experimentais
Nx | 14 dias 28 dias NX | 14 dias 28 dias
1045+2,1 103+3,2 107 £2,1 286 + 8,9 415 +6,9 495 +5
Sham (10) (10) (10) (10) (10) (10)
Nefrectomizado | 103,5+2,7 107,5+2,3 122+1,6 298 £ 7,7 360+ 11,6 408 +13
(Nx) (10) (10) (10) (10) (10) (10)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o niamero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v' A nefrectomia 5/6 ndo promove alteracdo na pressao arterial sistélica e peso

corpoéreo dos animais em estudo.




7. Estudo da Pressao Arterial através da canulacdo da artéria femoral

7.1 Estudo da pressao arterial média (MAP) e frequéncia cardiaca (HR) através da
infusdo de Fenilefrina, ap6s a nefrectomia 5/6

Com o objetivo de observar as consequéncias da insuficiéncia renal cronica sobre
a responsividade as substancias adrenomiméticas, foi efetuada a infusdo de fenilefrina
(Phe) na veia femoral. Os resultados indicam que aos 14 dias ap0s 0 processo cirlrgico a
infusdo de Phe causou aumento da MAP na qual nao foi diferente daquela observada
apos infusdo nos animais sham (Emax: 47 £ 4 vs 43 + 5 mmHg, p>0.05).

Aos 28 dias apds 0 processo cirargico, a infusdo de Phe causou aumento da MAP,
sendo diferente em animais nefrectomizados, comparados aos sham (Emax: 42 = 7 vs
22 £ 4 mmHg, p<0.05).

A infusdo de fenilefrina (Phe) promove uma reducdo dose dependente da
frequéncia cardiaca (HR) de forma semelhante em animais sham e animais com
insuficiéncia renal crbénica, 28 dias ap0s 0 processo cirdrgico. Os animais sham
apresentaram uma HR de -57 £ 7 bpm, enquanto a HR dos animais nefrectomizados foi

de -46 = 5 bpm. Nao ha diferenca significativa entre os grupos em estudo.
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Figura 15: Pressao arterial média. Os dados representam a média + EPM (n = 6), apds infusdo de
Phe (ug/Kg) sobre a presséo arterial média (mmHg) de animais sham e nefrectomizados 14 e 28 dias ap0s
0 processo cirlrgico. * Representa diferenca significativa do grupo de animais nefrectomizados quando

comparado ao grupo de animais sham, p<0,05. Teste t.

25+
—~ 0-
E
o
=7
o -25-1
I
<
.50 —0— Sham
—8— NX
'75 T T 1

025 000 025 050 075 1.00 1.25
Log dose Phe (ng/ Kq)

Figura 16: Frequéncia cardiaca. Os dados representam a média + EPM (n = 5), apdés infusao de
Phe (ung/Kg) sobre a frequéncia cardiaca (batimentos por minuto - bpm) de animais sham e

nefrectomizados, 28 dias ap6s o0 processo cirdrgico.

Conclusao Parcial:

v O efeito maximo da Phe na pressao arterial média se encontra reduzido

apos infusdo deste agonista, sem alteracdo da frequéncia cardiaca, 28 dias apds a

nefrectomia 5/6.



7.2 Estudo da presséo arterial média (MAP) e frequéncia cardiaca (HR) através
dainfusdo de Nitroprussiato de Sodio, apés a nefrectomia 5/6
O efeito vasodilatador do nitroprussiato de sédio foi estudado com o objetivo de
verificar se a insuficiéncia renal crbénica altera o efeito do éxido nitrico. Aos 14 dias apos o
processo cirurgico, a infusdo de nitroprussiato de sédio promoveu uma queda da MAP de
maneira dose dependente (Emax: 38 + 8 vs 35 + 4 mmHg, p>0.05). Os resultados
mostram que nédo existe diferenca significativa entre os grupos em estudo. Aos 28 dias
apos a nefrectomia, observou-se que a infusdo de nitroprussiato de sédio promoveu de
forma dose dependente, tanto em animais sham quanto em animais com insuficiéncia
renal queda similar da MAP (Emax: 32 £ 3 vs 34 + 5 mmHg, p>0.05).

Ao realizar o estudo da frequéncia cardiaca (HR), apos da infusdo de nitroprussiato
de sbdio (NPS), 28 dias apds a nefrectomia 5/6, observou-se que tanto em animais sham
guanto em animais com insuficiéncia renal crénica ocorre um aumento similar da HR (figura
18). Nao ha diferenca significativa entre os grupos em estudo (Emax: 88 + 29 vs 101 + 11

bpm, p>0.05).
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Figura 17: Pressao arterial média. Os dados representam a média + EPM (n = 5), ap6s infuséo de

nitroprussiato de sédio (ug/Kg) sobre a pressao arterial média (mmHg) de animais sham e nefrectomizados,

14 e 28 dias ap0s o0 processo cirdrgico.
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Figura 18: Frequéncia cardiaca. Os dados representam a média + EPM (n = 5), apdés infusdo de

nitroprussiato de sédio (ug/Kg) sobre a frequiéncia cardiaca (batimentos por minuto - bpm) de animais sham

e nefrectomizados, 28 dias ap0s o processo cirdrgico.

Conclusao Parcial:

v" A nefrectomia 5/6 promove alteracao da presséo arterial média, bem como a

freqléncia cardiaca, ap6s infusdo de NPS nos animais em estudo.



7.3 Estudo da pressao arterial média (MAP) e frequéncia cardiaca (HR) através da
infusdo de Angiotensina ll, ap6s a nefrectomia 5/6

Foram estudadas as consequéncias da insuficiéncia renal cronica sobre a pressao
arterial média (MAP), apds a perfusdo de Angiotensina Il (Ang Il), 28 dias apls a
nefrectomia 5/6. Os resultados indicaram que houve uma diminui¢ao significativa do efeito
maximo da Ang Il sobre a MAP dos animais com insuficiéncia renal cronica, comparados
aos animais sham (Emax: 53 + 2 vs 38 £ 2 mmHg, p<0.05).

O estudo da frequiéncia cardiaca (HR), apds a infusdo de Angiotensina Il (Ang Il),
28 dias apo6s a nefrectomia 5/6, indica que em animais sham o efeito maximo da Ang Il na
HR foi de -46 + 2 bpm, enquanto que em animais com insuficiéncia renal esse valor foi de

-45 £ 12 bpm. Esses valores néo sao estatisticamente diferentes.
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Figura 19: Pressdao arterial média. Os dados representam a média £ EPM (n = 6), apés infuséo de
Ang Il (ug/Kg) sobre a pressédo arterial média (mmHg) de animais sham e operados, 28 dias apos o
processo cirdrgico. * Representa diferenca significativa do grupo de animais nefrectomizados quando

comparado ao grupo de animais sham, p<0,05. Teste t.
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Figura 20: Frequéncia cardiaca. Os dados representam a média £ EPM (n = 5), apdés infusdo de
angiotensina Il (ug/Kg) sobre a freqiéncia cardiaca (batimentos por minuto - bpm) de animais sham e

nefrectomizados, 28 dias apds o processo cirdrgico.

Concluséo Parcial:
v' O efeito maximo da Ang Il na pressao arterial média se encontra reduzido,
apos infusdo do peptideo, sem alteracdo da freqléncia cariaca, 28 dias apls a

nefrectomia 5/6.



8. Estudo da reatividade vascular a agonistas

8.1 Protocolos Experimentais

8.1.1 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a
angiotensinal (Ang I)

Para estudar a consequiéncia da nefrectomia 5/6 na resposta contratil produzida
pela Ang | em carétidas, foram construidas curvas concentracdo-efeito para Ang I, em
artérias na presenca (c/e) e na auséncia de endotélio (s/e).

Em artérias com endotélio de animais sham, o efeito maximo da Ang | foi de 0,30+
0,010 gramas, enquanto que em artérias de animais nefrectomizados o Emax foi de 0,31
+ 0,01 gramas (figura 21). Observa-se um valor semelhante do efeito maximo nas artérias
cardtidas na presenca de endotélio vascular dos animais nefrectomizados e dos animais
sham.

Ao realizar curvas concentracdo-efeito para Ang | em artérias carétidas, na
auséncia de endotélio vascular (s/e), observa-se que em artérias de animais sham o efeito
maximo da Ang | foi de 0,39 * 0,05 gramas, enquanto que em artérias de animais
nefrectomizados, o efeito maximo foi de 0,34 + 0,004 gramas (figura 22). A retirada do
endotélio acarretou em um aumento do Emax da Ang | em artérias de animais sham,
comparativamente ao valor deste parametro obtido em artérias com endotélio, p<0,01.
Por outro lado, em aterias cardtidas de animais nefrectomizados, os valores do Emax da
Ang | séo iguais tanto em artérias com, quanto sem endotélio (figura 22).

Observa-se diferenca significativa do pD, das artérias cardtidas dos animais
nefrectomizados, na presenca de endotélio quando comparado com os animais sham,
também na presenca de endotélio, p<0,001, bem como das artérias carotidas dos animais
nefrectomizados, na auséncia de endotélio quando comparado com os animais sham,

também na auséncia de endotélio, p<0,001 (tabela 7).
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Figura 21: Curva concentracdo-efeito para Ang | em artérias carétidas, na presenca (c/e) e na

auséncia (s/e) do endotélio vascular. Os dados representam a média + EPM (n =4-3).
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Figura 22: Efeito contratil da Ang | em artérias carotidas isoladas de animais sham ou
submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca e na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il em cardétidas isolados, na presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio, de
animais sham e submetidos a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n =4-3). *
Representa diferenca significativa do grupo sham s/e, quando comparados ao sham c/e, p<0,01. ANOVA,

poés teste de Newman — Keuls.



TABELA 6: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-
efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia
(s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais Emax c/e Emax s/e
0,30 + 0,010 0,39 £ 0,05
Sham @ "
. 0,31 £ 0,011 0,34 £ 0,004
Nefrectomizado (Nx) (4) ?)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o niumero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.
* Representa diferenga significativa do Emax das artérias carétidas dos animais sham, na auséncia

de endotélio quando comparado com os animais sham, na presenca de endotélio, p<0,01.

TABELA 7: Valores do pD;, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,5+0,02 8,5+0,04
Sham @) (3)
. 8,2+0,05 8,07 £ 0,04
Nefrectomizado (Nx) (4)* @By

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.
* Representa diferenca significativa do pD, das artérias carotidas dos animais nefrectomizados, na

presenca de endotélio quando comparado com os animais sham, também na presenca de endotélio,
p<0,001. ** Representa diferenca significativa do pD, das artérias carotidas dos animais nefrectomizados,
na auséncia de endotélio quando comparado com 0s animais sham, também na auséncia de endotélio,

p<0,001.




Concluséao Parcial:
v' A retirada do endotélio ndo promove aumento do efeito maximo da Ang Il,

apos a nefrectomia 5/6.



8.1.2 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a
angiotensina Il (Ang 1)

Os estudos foram efetuados construindo curvas concentracdo-efeito para Ang Il em
artérias cardtidas na presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio vascular, de animais
sham e animais nefrectomizados, 28 dias ap0s o0 processo cirlrgico.

Em artérias com endotélio de animais sham, o efeito maximo da Ang Il foi de 0,369
+ 0,016 gramas, enquanto que em artérias de animais nefrectomizados esse parametro
foi de 0,19 + 0,028 gramas (figura 23). Observa-se uma diminuigdo significativa do efeito
maximo nas artérias carétidas na presenca de endotélio vascular dos animais
nefrectomizados, quando comparado com os sham, p<0,001.

Ao realizar curvas concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carotidas, na
auséncia de endotélio vascular (s/e), observa-se que em artérias de animais sham o efeito
maximo da Ang Il foi de 0,48 + 0,04 gramas, enquanto que em artérias de animais
nefrectomizados, o efeito maximo foi de 0,25 £ 0,02 gramas (figuras 23 e 24). A retirada
do endotélio acarretou em um aumento do Emax da Ang Il em artérias de animais sham,
comparativamente ao valor deste parametro obtido em artérias com endotélio, p<0,05.
Por outro lado, observou-se quem em aterias carétidas de animais nefrectomizados, os
valores do Emax da Ang Il sdo iguais tanto em artérias com quanto sem endotélio (figuras
23 e 24).

Os valores de pD; (-Log da ECsp) da Ang Il, em artérias carotidas na presenca de
endotélio vascular de animais sham foram de 8,42 + 0,14 gramas, enquanto que em
artérias de animais nefrectomizados foram de 8,26 + 0,23 gramas. As artérias carotidas
na auséncia de endotélio vascular de animais sham observou-se um valor de 8,49 + 0,2
gramas e as dos animais nefrectomizados de 8,35 + 0,17 gramas. Ndo ha nenhuma

diferenca significativa no pD, das artérias dos animais em estudo.



0.5 5

m T O Sham cfe
044 5 O m Sham sfe
@ o Nxcfe
0.3 -
tg ¢ Nxsle
.
2 0.2
0.1-
D-D_ E = - | | | 1
-12 -11 10 -9 -8 -7 -6

Ang Il log [M]

Figura 23: Curva concentracao-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e na

auséncia (s/e) do endotélio vascular. Os dados representam a média + EPM (n = 6-7).
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Figura 24: Efeito contratil da Ang Il em artérias carOtidas isoladas de animais sham ou
submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca e na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito méximo da Ang Il em carétidas isolados, na presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio, de
animais sham e submetidos a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6-7). *
Representa diferenga siginificativa do grupo sham s/e, quando comparados ao sham c/e, p<0,05. ANOVA,
poés teste de Newman — Keuls.



TABELA 8: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-
efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia

(s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais Emax c/e Emax s/e

0,36 £ 0,016 0,46 £ 0,03

_ 0,19 + 0,02 0,21 +0,02
Nefrectomizado (Nx) (5)** (7)*e

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o niumero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenga significativa do Emax das artérias carétidas dos animais sham, na auséncia
de endotélio quando comparado com os animais sham, na presenca de endotélio, p<0,05. ** Representa
diferenca significativa do Emax das artérias carétidas dos animais nefrectomizados, na presenca de
endotélio quando comparado com os animais sham, na presenca de endotélio, p<0,01. *** Representa
diferenca significativa do Emax das artérias cardtidas dos animais nefrectomizados, na auséncia de

endotélio quando comparado com 0s animais sham, também na auséncia de endotélio, p<0,001.

TABELA 9: Valores do pD;, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Ang Il em preparacoes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 +0,14 8,52+0,16
) 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NXx) (5) @)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.



Concluséao Parcial:
v' A nefrectomia 5/6 promove uma diminui¢cdo do efeito maximo produzido pela

Ang 1l, bem como perda da modulacdo do endotélio vascular.



8.1.3 Estudo da participacdo do oxido nitrico na resposta contréatil induzida pela
Ang Il, ap6s nefrectomia 5/6

Para estudar a participacdo do 6xido nitrico na modulagdo da resposta contratil
produzida pela Ang Il em carétidas apos a nefrectomia 5/6, foram construidas curvas
concentragao-efeito para Ang Il na presenca de L-NAME (inibidor ndo-seletivo da enzima
oxido nitrico sintase), em artérias na presenca (c/e) e na auséncia de endotélio (s/e).

Na presenca de L-NAME, observou-se um aumento do efeito maximo da Ang Il, em
anéis de carétidas com endotélio tanto no grupo sham quanto no grupo nefrectomizado,
p<0,001 (figura 25).

Ao realizar curvas concentracdo-efeito para Ang Il na presenca de L-NAME, em
artérias carotidas sem endotélio, observou-se um aumento do efeito maximo da Ang Il no
grupo sham e no grupo nefrectomizado, quando comparado ao de artérias na auséncia de
L-NAME, p<0,001 (figura 25).

N&o foi observada diferenca significativa nos valores de pD; (tabela 10).
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Figura 25: Curva concentragéo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e na
auséncia (s/e) do endotélio vascular, pré-incubadas com L-NAME. Os dados representam a média +
EPM (n = 8-7).
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Figura 26: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + L-NAME em artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + L-NAME em cardtidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de
animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 8-7). -ANOVA,

pos teste de Newman — Keuls.
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Figura 27: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + L-NAME em artérias carGtidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + L-NAME em carétidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de
animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média £+ EPM (n =8-7). -ANOVA,

poés teste de Newman — Keuls.



TABELA 10: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-

efeito para Ang Il e Ang Il + L-NAME em preparacdes isoladas de anéis de car6tida na presenca

(c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com L-NAME.

Grupos experimentais Emax cl/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03
Sham (6) (5)
0,54 + 0,007 0,64 + 0,09
Sham + L-NAME (6)* (5)
) 0,19 + 0,02 0,21 + 0,02
Nefrectomizado (Nx) (5) @
0,36 + 0,008 0,45 + 0,007
Nx + L-NAME (8)** (5)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias car6tidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com L-NAME, quando comparadas as ndo incubadas p<0,001.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais nefrectomizados,

na presenca de endotélio, pré-incubadas com L-NAME, quando comparadas as nédo incubadas, p<0,001.



TABELA 11: Valores do pD,, log da concentracao molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e
na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com L-NAME.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 £0,14 8,52 £0,16
Sham (6) ®)
8,49 £ 0,03 7,99 £0,10
Sham + L-NAME (6) (5)
) 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NX) (5) @
8,62 +0,11 8,58 £ 0,03
Nx + L-NAME (8) (5)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:

v A presenca de L-NAME foi capaz de restabelecer o efeito maximo da Ang I,
sugerindo que a nefrectomia 5/6 promove aumento da participacdo das o6xido nitrico
sintases, acarretando na diminuicdo da resposta contratil induzida pela Ang Il em animais

com insuficiéncia renal crbnica.



8.1.4 Estudo da participacdo da 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) na resposta
contrétil induzida pela Ang Il, apds nefrectomia 5/6

A participac@o da enzima 6xido nitrico sintase neuronal na alteracdo da reatividade
da artéria carétida ap0s a nefrectomia 5/6 foi estudada através da realizacdo de curvas
concentracdo-efeito para Ang Il na presenca de 7-NI (inibidor da enzima éxido nitrico
sintase neuronal), em artérias presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio.

Na presenca de endotélio, observou-se um aumento no valor do Emax da Ang Il
em carétidas do grupo sham e do grupo nefrectomizado na presenca do inibidor. Por
outro lado, com a retirada do endotélio obsevou-se um aumento no valor do Emax da Ang
Il em artérias de animais nefrectomizados na presenca de 7-NI, o que nao foi observado
em animais sham.

N&o ha diferenca significativa nos valores de pD,.
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Figura 28: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e
auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com 7-NI. Os dados representam a média £ EPM (n
=6-7)
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Figura 29: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + 7-NI em artérias carétidas isoladas de animais
sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra o Efeito
maximo da Ang Il e Ang Il + 7-NI em carotidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de animais sham e
submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média £+ EPM (n = 6-7). -ANOVA, pos teste de

Newman — Keuls.
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Figura 30: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + 7-NI em artérias carétidas isoladas de animais
sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o Efeito
méximo da Ang Il e Ang Il + 7-NI em carétidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de animais sham e
submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média £ EPM (n = 6-7). -ANOVA, pos teste de

Newman — Keuls.



TABELA 12: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-
efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia

(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com 7-Nl.

Grupos experimentais Emax cl/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03
Sham (6) ®)
0,49 + 0,016 0,52 + 0,015
Sham + 7-NI (5)* (4)
) 0,19 + 0,02 0,21 + 0,02
Nefrectomizado (NX) (5) @)
0,36 + 0,02 0,41 £0,04
NX + 7‘N| (5)** (5)***

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang li de artérias carétidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com 7-NI, quando comparadas as ndo incubadas p<0,01.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais nefrectomizados,
na presenca de endotélio, pré-incubadas com 7-NI, quando comparadas as ndo incubadas, p<0,001.
*** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais nefrectomizados,

na auséncia de endotélio, pré-incubadas com 7-NI, quando comparadas as néo incubadas, p<0,001.



TABELA 13: Valores do pD, log da concentragdo molar, calculados a partir de
curvas concentracao-efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na
presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com 7-NI.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 £0,14 8,52 £0,16
Sham (6) ®)
8,06 £ 0,04 8,09 £ 0,03
Sham + 7-NI (5) (4)
i 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (Nx) (5) @)
8,30+ 0,19 8,43+0,11
Nx + 7-NI (5) (5)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v A inibicdo da oOxido nitrico sintase neuronal, com 7-NI restabeleceu a
resposta maxima da Ang Il em animais com doencga renal, sugerindo que a nefrectomia

5/6 aumenta a participacédo dessa enzima neste processo patologico.



8.1.5 Estudo da participacdo da 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) na resposta
contratil induzida pela Ang Il, apds nefrectomia 5/6

Para verificar a participacdo da enzima éxido nitrico sintase induzida na alteracao
da reatividade da artéria carétida, apés a nefrectomia 5/6, foram realizadas curvas
concentracdo-efeito para Ang Il na presenca de 1400W (inibidor da enzima 6xido nitrico
sintase induzida), em artérias na presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio.

Em carétidas de animais nefrectomizados tanto com quanto sem endotélio, na
presenca de 1400W observou-se um aumento significativo do Emax da Ang II, quando
comparado as ndo incubadas com 1400W. Por outro lado, ndo foi observada essa
diferenca no grupo de animais sham.

N&o ha diferenca significativa nos valores de pD,.
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Figura 31: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) de

endotélio vascular, pré-incubadas com 1400W. Os dados representam a média + EPM (n = 7-6).
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Figura 32: Efeito contréatil da Ang Il e Ang Il + 1400W em artérias car6tidas isoladas de

animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + 1400W em carétidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 7-6). -ANOVA, pos teste

de Newman — Keuls.
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Figura 33: Efeito contréatil da Ang Il e Ang Il + 1400W em artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + 1400W em cardtidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 7-6). -ANOVA, pés teste

de Newman — Keuls.



TABELA 14: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentragao-

efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) de endotélio

vascular, pré-incubadas com 1400W.

Grupos experimentais Emax c/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03
Sham (6) (5)
0,28 + 0,031 0,49 +0,03
Sham + 1400W (5) (5)
) 0,19 + 0,02 0,21 + 0,02
Nefrectomizado (NX) (5) @
0,29 + 0,018 0,56 + 0,02
Nx + 1400W (6) (5)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o numero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

TABELA 15: Valores de pD,, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-
efeito para Ang Il em preparac@es isoladas de anéis de caroétida na presenca (c/e) e na auséncia

(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com 1400W.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 +0,14 8,52 £0,16
Sham (6) (5)
Sham + 1400W 8,36 £ 0,2 8,12 0,25
(5) (5)
. 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NX) (5) @
8,45+ 0,16 8,60 £ 0,22
Nx + 1400W (6) ®)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.




Concluséao Parcial:
v' Os resultados indicam um aumento da participacdo da 6xido nitrico sintase
induzida em animais com insuficiéncia renal cronica, uma vez que o 1400W foi capaz de

normalizar a resposta contratil da Ang Il ao nivel do animais sham.



8.1.6 Estudo da participacdo da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) na resposta
contrétil induzida pela Ang Il, ap6s nefrectomia 5/6

Com o objetivo de estudar a participacdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial
na alteracdo da reatividade da artéria carotida, apds a nefrectomia 5/6, foram realizadas
curvas concentragao-efeito para Ang Il na presenca de L-NNA (inibidor da enzima 6xido
nitrico sintase endotelial), em artérias de animais sham e nefrectomizados, com e sem
endotélio vascular.

Os resultados mostram que na presenca do inibidor da eNOS, observou-se um
aumento do Emax da Ang Il em artérias com endotélio dos grupos sham e
nefrectomizados (figura 34). Por conseguinte, 0 Emax produzido pela Ang Il em artérias
sem endotélio de animais nefrectomizados foi aumentado na prenseca de L-NNA,
enquanto que de artérias de animais sham, o Emax foi semelhante tanto na presenca
guanto na auséncia do inibidor (figura 34).

N&o foi observada diferenca significativa nos valores de pD».
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Figura 34: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) de

endotélio vascular, pré-incubadas com L-NNA. Os dados representam a média £+ EPM (n = 7-6).
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Figura 35: Efeito contréatil da Ang Il e Ang Il + L-NNA em artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + L-NNA em caroétidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6-5). -ANOVA, pos teste

de Newman — Keuls.
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Figura 36: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + L-NNA em artérias carGtidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito méximo da Ang Il e Ang Il + L-NNA em carétidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 5-7). -ANOVA, pos teste

de Newman — Keuls.



TABELA 16: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentragao-
efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) de endotélio

vascular, pré-incubadas com L-NNA.

Grupos experimentais Emax cl/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03
Sham (6) (5)
0,47 0,076 0,47 £0,03
Sham + L-NNA (5)* (4)
) 0,19 + 0,02 0,21 + 0,02
Nefrectomizado (NX) (5) @)
0,43 0,06 0,42 + 0,018
Nx + L-NNA (5)** (5)*+*

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias car6tidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com L-NNA, quando comparadas as ndo incubadas p<0,01.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais nefrectomizados,
na presenca de endotélio, pré-incubadas com L-NNA, quando comparadas as ndo incubadas, p<0,001.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias car6tidas de animais nefrectomizados,

na auséncia de endotélio, pré-incubadas com L-NNA, quando comparadas as ndo incubadas, p<0,001.



TABELA 17: Valores de pD,, em gramas, calculados a partir de curvas concentragéo-

efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia

(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com L-NNA.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 £0,14 8,52 £0,16
Sham (6) ®)
8,62 +0,18 8,41 £0,19
Sham + L-NNA (5) (4)
) 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (Nx) (5) @
8,38 £ 0,23 8,93+£0,21
Nx + L-NNA (5) (5)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v' Os dados indicam que a nefrectomia 5/6 aumenta a participacdo da 6xido
nitrico sintase endotelial, resultando na reducédo do efeito maximo da Ang Il em animais

com doenca renal cronica.
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Figura 37: Efeito contratil da Ang Il, Ang Il + 7-NI, Ang Il + 1400W e Ang Il + L-NNA em artérias
carétidas isoladas de animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca e auséncia de
endotélio vascular. A figura mostra o Efeito méximo da Ang Il, Ang Il + 7-NI, Ang Il + 1400W e Ang Il + L-
NNA em caroétidas isoladas, na presenca (c/e) e auséncia (s/e) de endotélio, de animais sham e submetidas

a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 5-7). -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.



8.1.7 Estudo da participacdo da ciclooxigenase-1 nas respostas vasculares, apés
nefrectomia 5/6

Para estudar a participacdo dos prostandides nas respostas vasculares induzidas
pela Ang Il apds a nefrectomia 5/6, foram realizadas curvas concentragcéo-efeito para este
agonista na presenca de SC-560 (inibidor da ciclooxigenase-1 — COX-1), em artérias
carotidas com (c/e) e sem (s/e) endotélio vascular de animais sham e animais com
insuficiéncia renal cronica.

Os experimentos mostram que na presenca de SC-560, o Emax da Ang Il em
artérias com endotélio de animais sham foi diminuido, enquanto que em artérias de
animais nefrectomizados, o Emax foi aumentado (Figura 39).

Em artérias de animais nefrectomizados sem endotélio também na presenca de
SC-560, o Emax da Ang Il encontra-se aumentado, enquanto que o das artérias grupo

sham é semelhante, comparativamente as nao incubadas com o inibidor da COX-1 (figura

40).
N&o ha diferenca significativa nos valores de pD.
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Figura 38: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e
auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com SC-560. Os dados representam a meédia +
EPM (n = 7-6).
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Figura 39: Efeito contréatil da Ang Il e Ang Il + SC-560 em artérias car6tidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + SC-560 em carétidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de
animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 7-6). -ANOVA,

pos teste de Newman — Keuls.
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Figura 40: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + SC-560 em artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + SC-560 em carétidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 7-6). -ANOVA, pés teste

de Newman — Keuls.



TABELA 18: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-

efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia
(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com SC-560.

Grupos experimentais Emax cl/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03

Sham (6) 5)
0,21 +0,2 0,37 £0,03

Sham + SC-560 (5)* (5)
) 0,19 + 0,02 0,21 + 0,02

Nefrectomizado (NX) (5) @)
0,36 £ 0,03 0,42 + 0,02

NX + SC‘560 (5)** (5)***

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carotidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com SC-560, quando comparadas as ndo incubadas p<0,01.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais nefrectomizados,
na presenca de endotélio, pré-incubadas com SC-560, quando comparadas as ndo incubadas, p<0,001.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais nefrectomizados,

na auséncia de endotélio, pré-incubadas com SC-560, quando comparadas as nao incubadas, p<0,001.



TABELA 19: Valores do pD,, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com SC-560.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 £0,14 8,52 £0,16
Sham (6) ®)
8,60 £ 0,15 8,57 £0,22
Sham + SC-560 (5) (5)
) 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NXx) (5) @
8,35+0,12 8,67 £0,10
Nx + SC-560 (5) (5)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

Conclusao Parcial:

v' Os resultados mostram que animais com insuficiéncia renal a participacéo
da COX-1 se encontra aumentada, ocorrendo assim a diminui¢cdo da resposta maxima da

Ang Il ap6s nefrectomia 5/6.



8.1.8 Estudo da participacdo da ciclooxigenase-2 nas respostas vasculares, ap6s
nefrectomia 5/6

Para verificar a participacdo dos prostandides nas respostas vasculares induzidas
pela Ang Il, foram construidas curvas concentracao-efeito para Ang Il juntamente com
SC-236 (inibidor da ciclooxigenase-2 — COX-2) em carétidas na presenca (c/e) e na
auséncia (s/e) de endotélio, no grupo de animais sham e nefrectomizados.

Os estudos indicam que na presenca de SC-236, o Emax da Ang Il em artérias de
animais sham com endotélio foi diminuido, enquanto o das artérias dos nefrectomizados
foi semelhante ao encontrado no estudo sem o inibidor. Observa-se uma diminuicéo
significativa do Emax da Ang Il em artérias sem endotélio do grupo sham, quando
incubado com SC-236. Por outro lado, o Emax produzido pela Ang Il em cardtidas de
animais nefrectomizados néo foi estatisticamente diferente daquele encontrado no estudo
na auséncia do inibidor de COX-2.

Os valores de pD;, néo sao estatisticamente diferentes.
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Figura 41: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e
auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com SC-236. Os dados representam a meédia +
EPM (n = 6-7).
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Figura 42: Efeito contréatil da Ang Il e Ang Il + SC-236 em artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + SC-236 em carétidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de
animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6-7). -ANOVA,

pos teste de Newman — Keuls.
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Figura 43: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + SC-236 em artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + SC-236 em carétidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6-7). -ANOVA, pés teste

de Newman — Keuls.



TABELA 20: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-

efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de car6tida na presenca (c/e) e na auséncia
(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com SC-236.

Grupos experimentais Emax cl/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03

Sham (6) (5)
0,21 +0,2 0,20 + 0,02

Sham + SC‘236 (5)* (5)**

. 0,19 +£0,02 0,21 £0,02
Nefrectomizado (NX) (5) @
0,17 +£0,02 0,30 £ 0,05
Nx + SC-236 (5) (6)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com SC-236, quando comparadas as ndo incubadas p<0,001.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais sham, na auséncia
de endotélio, pré-incubadas com SC-236, quando comparadas as nédo incubadas, p<0,001.



TABELA 21: Valores do pD, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com SC-236.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 +0,14 8,52 +£0,16
Sham (6) (5)
8,64 + 0,13 8,36 £ 0,11
Sham + SC-236 (5) (5)
) 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NX) (5) @)
8,21 +0,10 8,68 £ 0,31
Nx + SC-236 (5) (6)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v A nefrectomia 5/6 ndo altera a participacdo da COX-2, uma vez que 0O
inibidor seletivo para esta enzima nao foi capaz de restabelecer o efeito maximo da Ang Il

em animais com insuficiéncia renal crbénica.



8.1.9 Estudo da participacdo dos receptores AT; nas respostas vasculares, apés
nefrectomia 5/6

O estudo funcional dos receptores AT, apds a nefrectomia 5/6 foi realizado atravées
de curvas concentracao-efeito para Ang Il na presenca de Losartan (LOS) (antagonista de
receptores AT;), em artérias com (c/e) e sem (s/e) endotélio de animais sham e
nefrectomizados.

Os resultados mostram que o Emax produzido pela Ang Il, em artérias com
endotélio de animais sham, foi diminuido de maneira significativa na presenca de LOS.
Em artérias de animais nefrectomizados, o Emax da Ang Il foi semelhante tanto em
cardtidas com LOS, quanto naquelas que ndo foram pré-incubadas com o antagonista
AT, (figura 45 e 46; tabela 22).

Os valores de pD, foram estatisticamente diferente nas artérias de animais sham,
bem como os nefrectomizados tanto com quanto sem endotélio, pré-incubados com LOS,

comparados as ndo incubadas, p<0,05 (tabela 23).
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Figura 44: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e
auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com LOS (Losartan). Os dados representam a

média = EPM (n = 6-7).
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Figura 45: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + LOS (Losartan) em artérias carotidas isoladas

de animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra
o Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + LOS em carétidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6-7). -ANOVA, pos teste

de Newman — Keuls.
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Figura 46: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + LOS (Losartan) artérias cardtidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito méximo da Ang Il e Ang Il + LOS carétidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de animais sham
e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média £ EPM (n = 6-7). -ANOVA, pos teste de

Newman — Keuls.



TABELA 22: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-

efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia
(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com LOS.

Grupos experimentais Emax c/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03
Sham (6) ©)
0,24 + 0,03 0,40 +0,01
Sham + LOS (5)* (4)
) 0,19 + 0,02 0,21 + 0,02
Nefrectomizado (NX) (5) @)
0,21 + 0,05 0,16 + 0,03
Nx + LOS (5) (5)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com LOS, quando comparadas as nédo incubadas p<0,05.



TABELA 23: Valores do pD,, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com LOS.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 +0,14 8,52 £0,16
Sham (6) ®)
8,17 £ 0,03 8,09+ 0,06
Sham + LOS (5)* (4=
) 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NX) (5) @)
8,19 +0,11 7,96 £ 0,06
Nx + LOS (5)*** (5)#

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do pD, da Ang Il de artérias carétidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com LOS, quando comparadas as ndo incubadas p<0,05. **
Representa diferenca significativa do pD, da Ang Il de artérias carétidas de animais sham, na auséncia de
endotélio, pré-incubadas com LOS, quando comparadas as ndo incubadas p<0,05. *** Representa diferenca
significativa do pD, da Ang Il de artérias carétidas de animais nefrectomizado, na presenca de endotélio,
pré-incubadas com LOS, quando comparadas as nao incubadas p<0,05. # Representa diferenca
significativa do pD, da Ang Il de artérias carotidas de animais nefrectomizado, na auséncia de endotélio,

pré-incubadas com LOS, quando comparadas as ndo incubadas p<0,05.



TABELA 24: Valores de pA,, para Ang Il em artérias

nefrectomizados na auséncia e na presenca de LOS.

carétidas de animais sham e

Grupos experimentais pA; cle pA; sle
7,32 £0,05 7,21 £0,03
Sham (5) 4
. 7,10 £ 0,05 7,06 £ 0,03
Nefrectomizado (Nx) (5)* (5)**

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa da poténcia do LOS em artérias cardtidas de animais

nefrectomizado, na presenca de endotélio, quando comparadas as de sham com endotélio p<0,01.

** Representa diferenca significativa da poténcia do LOS em artérias cardtidas de animais nefrectomizado,

na auséncia de endotélio, quando comparadas as de sham na presenca de endotélio p<0,01.

Conclusao Parcial:

v' A nefrectomia 5/6 parece aumentar o nimero de receptores AT, ou parece

existir outro sistema que se oponha ao efeito contraril aos receptores AT, uma vez que 0

pA. do Losartan se encontra diminuido em carétidas de animais nefrectomizados.



8.2 Estudo da participacdo dos receptores AT, nas respostas vasculares, apés
nefrectomia 5/6

Com o objetivo de verificar a funcdo dos receptores AT, apds a nefrectomia 5/6 foi
realizado através de curvas concentracao-efeito para Ang Il na presenca de PD123319
(antagonista de receptores AT,), em artérias com (c/e) e sem (s/e) endotélio de animais
sham e nefrectomizados.

Os estudos revelam que em artérias com endotélio de animais nefrectomizados, o
Emax da Ang Il apresenta-se significativamente aumentando na presenca de PD123319,

guando comparado ao das nao incubadas com o antagonista AT, (figura 48 e 49; tabela

24).
N&o existe diferenca significativa nos valores de pD, no grupo em estudo (tabela
25).
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Figura 47: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e
auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com PD123319. Os dados representam a meédia +
EPM (n = 6-7).
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Figura 48: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + PD123319 em artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + PD123319 em carétidas isoladas, na presenca (c/e) de endotélio, de
animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6-7). -ANOVA,

pos teste de Newman — Keuls.
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Figura 49: Efeito contrétil da Ang Il e Ang Il + PD123319 artérias carétidas isoladas de
animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito méximo da Ang Il e Ang Il + PD123319 cardétidas isoladas, na auséncia (s/e) de endotélio, de animais
sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6-7). -ANOVA, pos teste

de Newman — Keuls.



TABELA 25: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-

efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia

(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com PD123319.

Grupos experimentais Emax cl/e Emax s/e
0,36 + 0,016 0,46 + 0,03
Sham (6) (5)
0,41 + 0,006 0,47 £ 0,02
Sham + PD123319 (4) (4)
) 0,19 + 0,02 0,21 + 0,02
Nefrectomizado (NX) (5) @)
0,36 + 0,02 0,18 £ 0,01
Nx + PD123319 4y )

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carotidas de animais sham, na
auséncia de endotélio, pré-incubadas com PD123319, quando comparadas as nao incubadas, p<0,01.




TABELA 26: Valores do pD,, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Ang |l em preparacdes isoladas de anéis de carotida na presenca (c/e) e
na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com PD123319.

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 £0,14 8,52 £ 0,16
Sham (6) ®)
8,58 + 0,03 8,58 £ 0,05
Sham + PD123319 (4) (4)
) 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NX) (5) @
8,06 + 0,06 8,52 £ 0,03
Nx + PD123319 (4) 4)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.




TABELA 27: Valores de pA,, para Ang Il em artérias carétidas de animais sham e

nefrectomizados na auséncia e na presenca de PD123319.

Grupos experimentais pA; cle pA; sle
8,45+ 0,08 8,40 £ 0,08
Sham (@) @
. 8,25 £ 0,08 8,33+£0,20
Nefrectomizado (NXx) (4) (4)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o numero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:
v' A insuficiéncia renal crénica parece ndao promover mudanca no numero de
receptores AT,, uma vez que o pA; do antagonista PD123319 se encontra semelhante

tanto para carétidas de animais nefrectomizados, quanto para os sham.



8.2.1 Estudo da participacdo do oxido nitrico e dos receptores AT, nas respostas
vasculares, apos nefrectomia 5/6

Para estudarmos a participacdo do 6xido nitrico e dos receptores AT, na alteracédo
do efeito maximo das contra¢des induzidas por Ang I, foi realizada curva concentracao-
efeito para este agonista (Ang Il) em anéis de carétida, na presenca e na auséncia de
endotélio, com L-NAME (inibidor da enzima éxido nitrico sintase - NOS, 10® M) e
PD123319 (antagonista dos receptores AT,, 108 M), pré-incubados por 30 min.

Os resultados mostram que tanto em artérias com, quanto as sem endotélio de
animais sham, o Emax da Ang Il apresenta-se significativamente aumentando na
presenca de PD123319 + L-NAME. Observa-se um aumento significativo no Emax
produzido pela Ang Il em carotidas de animais nefrectomizados, com e sem endotélio,
pré-incubadas com PD123319 + L-NAME, quando comparado ao das nédo incubadas com
0 antagonista AT e o inibidor inespecifico das NOS (figuras 51 e 52; tabela 28).

N&ao existe diferenca significativa nos valores de pD, no grupo em estudo (tabela

29).
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Figura 50: Curva concentracdo-efeito para Ang Il em artérias carétidas, na presenca (c/e) e
auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com PD123319 + L-NAME. Os dados representam

amédia = EPM (n =7-4).
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Figura 51: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + PD123319 + L-NAME artérias car6tidas isoladas
de animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca de endotélio vascular. A figura mostra
o Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + PD123319 + L-NAME caroétidas isoladas, na presenca (c/e) de
endotélio, de animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 7-
4). -ANOVA, p6s teste de Newman — Keuls.
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Figura 52: Efeito contratil da Ang Il e Ang Il + PD123319 + L-NAME artérias carétidas isoladas
de animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra
o Efeito maximo da Ang Il e Ang Il + PD123319 + L-NAME carétidas isoladas, na auséncia (s/e) de
endotélio, de animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 7-
4). -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.
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Figura 53: Efeito contrétil da Ang Il, Ang Il + L-NAME, Ang Il + PD123319 e Ang Il + PD123319
+ L-NAME artérias carotidas isoladas de animais sham ou submetidos a nefrectomia 5/6, na
presenca e auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o Efeito maximo da Ang Il, Ang Il + L-NAME,
Ang Il + PD123319 e Ang Il + PD123319 + L-NAME carétidas isoladas, na presenca (c/e) e auséncia (s/e)

de endotélio, de animais sham e submetidas a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média £ EPM (n =
7-4). -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.



TABELA 28: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentracao-

efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de car6tida na presenca (c/e) e na auséncia
(s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com PD123319 + L-NAME.

Grupos experimentais Emax c/e Emax s/e
0,36 +£0,016 0,46 £ 0,03
Sham (6) (5)
0,55+ 0,02 0,71 +£0,03
Sham + PD + L-NAME (4)* (4)rer
) 0,19 £ 0,02 0,21 £ 0,02
Nefrectomizado (NX) (5) @)
0,63 +0,11 0,71 £ 0,07
Nx + PD + L-NAME (5)= (44

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias car6tidas de animais sham, na
presenca de endotélio, pré-incubadas com PD + L-NAME, quando comparadas as néo incubadas p<0,05.
** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias car6tidas de animais nefrectomizados,
na presenca de endotélio, pré-incubadas com PD + L-NAME, quando comparadas as nao incubadas,
p<0,001. *** Representa diferenca significativa do Emax da Ang Il de artérias carétidas de animais sham, na
auséncia de endotélio, pré-incubadas com PD + L-NAME, quando comparadas as ndo incubadas, p<0,001.
# Representa diferenca significativa do Emax da Ang |l de artérias carétidas de animais nefrectomizados, na
auséncia de endotélio, pré-incubadas com PD + L-NAME, quando comparadas as nédo incubadas, p<0,001.



TABELA 29: Valores do pD, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas

concentracao-efeito para Ang Il em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular, pré-incubadas com PD123319 + L-NAME.

Nx + PD + L-NAME

®)

Grupos experimentais pD, cle pD, s/e
8,42 +0,14 8,52 +0,16
Sham (6) ®)
8,42 + 0,05 8,67 £0,13
Sham + PD + L-NAME (4) (4)
. 8,26 £ 0,23 8,40 £ 0,10
Nefrectomizado (NX) (5) @)
7,91 +£0,45 8,54+0,14

(4)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, pds teste de Newman — Keuls.

Concluséo Parcial:

v" A nefrectomia 5/6 parece alterar a participacdo dos receptores AT, e da

enzima Oxido nitrico sintase no efeito maximo da Ang Il.




8.2.2 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular ao KCI

Com o objetivo de avaliar a integridade muscular de artérias carotidas apoés
a nefrectomia 5/6, foi realizada curvas concentracdo-efeito para KClI em artérias na
presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio vascular. Em artérias com endotélio de
animais sham o efeito maximo do KCI foi de 0,44 + 0,028 gramas, enquanto que em
artérias de animais nefrectomizados o efeito maximo do KCI foi de 0,49 + 0,028 gramas
(figuras 55). Com a retirada do endotélio, o Emax do KCI em artérias de animais sham
aumentou, quando comparado ao valor obtido em artérias com endotélio, p<0,001.
Observou-se que em artérias carétidas de animais nefrectomizados, os valores do Emax
do KCI sé&o iguais tanto em artérias com quanto em artérias sem endotélio. Os valores de
pD. (-Log da ECsp) do KCI em artérias carétidas na presenca de endotélio vascular de
animais sham foram de 1,6 + 0,05 gramas, enquanto que em animais nefrectomizados
foram de 1,83 + 0,11 gramas e as artérias cardtidas na auséncia de endotélio vascular de
animais sham 1,87 £ 0,11 gramas e as dos animais nefrectomizados 1,69 + 0,02 gramas.
N&o observa-se nenhuma diferenca significativa no pD, das artérias dos animais em

estudo.
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Figura 54: Curva concentracdo-efeito para KCl em artérias carétidas, na presenca (c/e) e na
auséncia (s/e) do endotélio vascular. Os dados representam a média + EPM (n = 6) da tensdo em

gramas da contracdo do anel carotideo, pelo Log da concentragéo de KCI.
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Figura 55: Efeito contréatil do KCI em artérias cardtidas isoladas de animais controles, sham
ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio vascular. A figura
mostra o Efeito Maximo do KCI em carétidas isoladas, na presenca de endotélio, de animais controle, sham
e submetidos a nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 6). -ANOVA, pds teste de

Newman — Keuls.



TABELA 30: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentragao-
efeito para KCI em preparacgfes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia
(s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais Emax c/e Emax s/e
0,44 + 0,028 0,61 +00,9
Sham ) ©) *
. 0,49+ 0,02 0,43 +0,01
Nefrectomizado (NX) (8) (6) **

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o niumero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax do KCI de artérias carétidas de animais sham, na
auséncia de endotélio, quando comparadas ao de artérias na presenca de endotélio, p<0,001.
** Representa diferenca significativa do Emax do KCI de artérias carétidas de animais nefrectomizados na
auséncia de endotélio, quando comparadas ao de animais sham também na auséncia de endotélio,
p<0,001. -ANOVA, pés teste de Newman — Keuls.

TABELA 31: Valores do pD,, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas

concentracao-efeito para KCl em preparacdes isoladas de anéis de carotida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais pD, cle pD,s/e
1,60 + 0,05 1,87 +0,11
Sham (8) (6)
) 1,83+0,11 1,69 + 0,02
Nefrectomizado (NX) @8) (6)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -ANOVA, p6s teste de Newman — Keuls.



Concluséao Parcial:
v" A insuficiéncia renal crénica ndo promove alteracdo na capacidade contratil
das artérias dos animais nefrectomizados, quando comparados aos sham. A insuficiéncia

renal promove perda da resposta modulatéria do endotélio vascular.



8.2.3 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a Fenilefrina
(Phe)

Com a finalidade de estudar as consequéncias da nefrectomia 5/6 na resposta
contratil desencadeada pela Phe, foram construidas curvas concentracéo-efeito para este
agonista em artérias cardtidas na presenca (c/e) e na auséncia (s/e) de endotélio
vascular. Em artérias de animais sham o efeito maximo da Phe foi de 0,415 + 0,03
gramas, enquanto que em artérias de animais nefrectomizados o efeito maximo da Phe foi
de 0,392 + 0,04 gramas. Ndo ha diferenca significativa no efeito maximo da Phe em
artérias carotidas na presenca de endotélio vascular. Em artérias carotidas na auséncia
de endotélio vascular (s/e), de animais sham, o efeito maximo da Phe foi de 0,562 + 0,04
gramas, enquanto que em animais com insuficiéncia renal cronica o efeito maximo da Phe
foi de 0,405 £ 0,04 gramas. Observa-se um aumento significativo do Emax da Phe em
cardtidas de animais sham, na auséncia de endotélio, quando comparados ao das com
endotélio, p<0,05. Por outro lado, a retirada do endotélio das cardtidas de animais
nefrectomizados né&o alterou o Emax da Phe.

Os valores de pD, (-Log da ECso) da Phe em artérias cardtidas na presenca de
endotélio vascular de animais sham foram de 0,259 = 0,09 gramas, enquanto que de
animais nefrectomizados foram de 7,33 + 0,15 gramas. Em artérias carétidas na auséncia
de endotélio vascular de animais sham os valores de pD, foram de 7,66 + 0,04 gramas e
de animais nefrectomizados foram de 7,43 + 0,10 gramas. Observa-se uma diminuicéo
significativa no pD, das carétidas dos animais nefrectomizados na presenca de endotélio,

guando comparados ao de animais sham, na auséncia de endotélio, com p<0,05.
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Figura 56: Curva concentracdo-efeito para Phe em artérias carétidas, na presenca (c/e) e na
auséncia (s/e) do endotélio vascular. Os dados representam a média + EPM (n=7) da tensdo em

gramas da contracdo do anel carotideo, pelo Log da concentragédo molar de Phe.
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Figura 57: Efeito contrétil da Phe em artérias carétidas isoladas de animais controles, sham
ou submetidos a nefrectomia 5/6, na presenca e na auséncia de endotélio vascular. A figura mostra o
Efeito maximo da Phe em caroétidas isolados, na presenca de endotélio, de animais sham e submetidos a

nefrectomia 5/6. Os dados representam a média + EPM (n = 7). -ANOVA, p0s teste de Newman — Keuls.



TABELA 32: Valores de Emax, em gramas, calculados a partir de curvas concentragao-
efeito para Phe em preparacdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e na auséncia

(s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais Emax c/e Emax s/e
0,415+ 0,03 0,562 + 0,04
Sham ®) (7)*
. 0,392 + 0,04 0,405 + 0,04
Nefrectomizado (NX) (6) (7)**

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo (n); -ANOVA, pos teste de Newman — Keuls.

* Representa diferenca significativa do Emax da Phe de artérias carétidas de animais sham, na
auséncia de endotélio, quando comparadas ao de artérias na presenca de endotélio, p<0,05. ** Representa
diferenca significativa do Emax da Phe de artérias cardtidas de animais nefrectomizados na auséncia de

endotélio, quando comparadas ao de animais sham também na auséncia de endotélio, p<0,05.

TABELA 33: Valores do pD,, log da concentracdo molar, calculados a partir de curvas
concentracao-efeito para Phe em preparacgdes isoladas de anéis de carétida na presenca (c/e) e

na auséncia (s/e) de endotélio vascular.

Grupos experimentais pD,cle pD, s/e
7,259 + 0,09 7,26 0,04
Sham 8) @)
7,33+0,15 7,45 0,10
Nefrectomizado (NX) (6)* @)

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o niumero de
animais por grupo (n); -ANOVA, p6s teste de Newman — Keuls.
*Representa diferenca significativa do pD, da Phe de artérias car6tidas de animais nefrectomizados,

na presenca de endotélio quando comparado ao de animais sham na auséncia de endotélio, p<0,05.



Concluséo Parcial:
v A insuficiéncia renal cronica ndo promove alteracdo no efeito maximo da
Phe em carétidas de animais nefrectomizados, quando comparados aos sham. A

insuficiéncia renal promove perda da resposta modulatéria do endotélio vascular.



8.2.4 Consequéncias da nefrectomia 5/6 sobre a reatividade vascular a acetilcolina
(ACh)

Com o objetivo de estudar se a insuficiéncia renal cronica promove alteragdo no
vasorelaxamento induzido pela ACh, foram construidas curvas de relaxamento para tal
agonista em artérias cardtidas de animais sham e nefrectomizados. Os resultados
demonstram que o relaxamento induzido pela ACh néo foi modificado apos a nefrectomia
5/6, visto que ndo observou-se diferenca significativa nos valores de Emax e pD, do

agonista, em artérias dos grupos de animais sham e nefrectomizados
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Figura 58: Curva concentracdo-efeito de relaxamento para ACh em artérias caro6tidas, na
presenca do endotélio vascular, pré-contraidas com Phe. Os dados representam a média £ EPM (n = 7)

da porcentagem de relaxamento pelo Log da concentragdo molar de ACh.
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Figura 59: Efeito relaxante da ACh em artérias carétidas isoladas de animais sham ou
nefrectomizados, pré-contraidas com Phe. A figura mostra o Efeito maximo do relaxamento da ACh em
carétidas isoladas, de animais sham e nefrectomizados, pré-contraidas com Phe. Os dados representam a
média £ EPM (n=7).

TABELA 34: Valores de Emax, em gramas e pD,, log da concentracdo molar, calculados

a partir de curvas concentragdo-efeito para ACh em preparacgdes isoladas de anéis de carotida.

Grupos experimentais Emax pD,
108,27 + 6,69 7,09+0,11
Sham @) @)
_ 108,18 £ 2,92 7,40+ 0,17
Nefrectomizado (NXx) ) )

- Os dados representam a média + EPM; - Os algarismos entre parénteses indicam o nimero de

animais por grupo (n); -Teste't



Concluséao Parcial:
v' A nefrectomia 5/6 parece manter a integridade endotelial, uma vez que o
vasorelaxamento dependente do endotélio permanece semelhante ao produzido por este

agonista em cardtidas de animais sham.



Discussao



Em 1932, Chanutin e Ferris observaram que a remoc¢ao de aproximadamente 5/6
da massa renal poderia ser utilizada como modelo para induzir insuficiéncia renal cronica,
em ratos. (Chanutin and Ferris, 1932). Em 1966, Morrison detalhou a descri¢cdo da técnica
e a histdria dos animais no decorrer da operacgdo, concluindo que a nefrectomia 5/6 em
ratos era um modelo experimental efetivo de insuficiéncia renal crénica (Morrison, 1966).
Foi a partir dai, que a nefrectomia 5/6 em ratos, foi utilizada como modelo experimental
para mimetizar a doenga renal cronica (Santos et al., 1996; Fitzgibbon et al., 1999;
Chamberlain et al., 2007). O presente trabalho, utilizando o mesmo modelo, teve como
objetivo estudar as consequéncias da insuficiéncia renal cronica na funcdo vascular,
através da reatividade vascular em artérias carodtidas, apdés nefrectomia 5/6. A
funcionalidade (reatividade) vascular foi testada para a angiotensina I, fenilefrina, KCl e
acetilcolina.

A insuficiéncia renal crbnica consiste em uma desorganizacdo nas paredes
capilares glomerulares, resultando em um aumento da permeabilidade as proteinas
plasmaticas (Robbins). A parede capilar glomerular, com seu endotélio e células epiteliais
viscerais, atua como barreira em termo de tamanho e carga, através da qual, deve passar
o filtrado. O aumento da permeabilidade em decorréncia de alteracdes estruturais ou
fisico-quimicas permite a passagem de proteinas do plasma para o filtrado glomerular,
resultando em proteindria, que € uma caracteristica de insuficiéncia renal cronia
(Robbins).

O presente trabalho mostra através de analises bioquimicas, utilizadas para validar
0 modelo experimental, que 0s animais que passaram pelo processo cirdrgico
desenvolveram insuficiéncia renal crénica, uma vez que foi observada reducdo da taxa de
filtracdo glomerular e do clearance de creatinina, bem como o aumento do clearance de
proteinas totais. Estes parametros sao utilizados na clinica, desde 1886 (Jaffe, 1886) para

analise da funcao renal (Hricik et al., 2002), sendo a taxa de filtracdo glomerular uma das



mais importantes ferramentas na analise da funcéo renal, indicando também o nimero de
néfrons funcionais (Sodré et al., 2007). Nossos dados confirmam aqueles previamente
descritos por outros pesquisadores, no mesmo modelo (Eliahou et al., 2001; Fleck et al.,
2006; Kalk et al., 2006; Chamberlain et al., 2007; Cruz et al., 2007;).

No presente estudo, foi possivel observar que as caracteristicas morfolégicas da
artéria carétida de animais nefrectomizados ndo foram alteradas pela nefrectomia 5/6. Em
condicdes normais, a parede arterial € composta de trés camadas morfologicamente e
distintas: camadas intimas, médias e adventicias. A camada intima apresenta uma Unica
camada de células endoteliais apoiada em uma camada de tecido conjuntivo frouxo. Esta
camada se separa da camada média por uma lamina elastica interna, sendo esta lamina
composta principalmente por elastina. A camada média é constituida principalmente por
camadas de células de musculares lisas. Interpostas entre as células musculares lisas
existem quantidades variaveis de fibras elasticas, fibras reticulares (colageno tipo IlI),
proteoglicanas e glicoproteinas. A camada adventicia se separa da camada média pela
lamina elastica externa e sendo a camada adventicia composta principalmente por
colageno do tipo | e fibras elasticas (Junqueria & Carneiro, 2006). Dessa maneira, 0S
aspectos morfolégicos da cardtida de animais nefrectomizados sdo semelhantes aos
observados as artérias de animais sham.

O sistema renina-angiotensina tem fundamental participacdo no desencadeamento
e progressdo da doenca renal, hipertensdo e doencas primarias renais (Mackenzie et al.,
1994). Alteracdo na sintese de Ang Il pode estar associada com progressivo dano ao rim
(Brewster et al., 2004).

Devido a grande importancia do sistema renina-angiotensina no funcionamento
cardiovascular e renal, foi realizado o estudo da pressao arterial média. Os resultados
mostraram que 28 dias apds a nefrectomia 5/6 ocorreu um aumento da MAP através da

infusdo de Ang Il, sendo reduzido em animais nefrectomizados, quando comparados a



observada em animais sham. Pesquisadores em 1991, 1999 e 2003 demonstraram que
existe maior atividade das 6xido nitrico sintases e/ou maior biodisponibilidade de 6xido
nitrico circulante (Buga et al., 1991; Koller et al., 1991; Valdivirlson et al., 1999; Erdely et
al., 2003) e, Vaziri e colegas, em 2007 demonstraram maior expressao de receptores AT,
(Vaziri et al., 2007). Assim, é factivel pensar que os resultados deste trabalho possam ser
decorrentes das observacbes prévias, comprometendo a resposta maxima da MAP,
diminuindo a resposta pressora ao peptideo exdégeno.

Yuhara e colaboradores, em 1989 e Augustyniak e colaboradores, em 2002
demonstraram que a insuficiéncia renal crénica influencia na neurotransmisséo simpatica
(Yuhara et al., 1989; Augustyniak et al., 2002). Apos a infusdo de Phe observa-se um
aumento da MAP, que em animais com doenca renal, esta resposta foi significativamente
diminuida, comparado a dos sham. Dessa forma, pode-se sugerir que esta patologia pode
estar influenciando na neurotransmisséo simpatica, aumentando a sintese e liberacdo de
noradrenalina que pode estar se ligando em receptores adrenérgicos, diminuindo assim a
resposta pressora apos infusao deste agonista.

Os resultados de reatividade vascular do presente estudo foram analisados
utilizando-se dois parametros: o efeito maximo (Emax), induzido pelo agonista e a
poténcia (pD2, -log ECsp), obtidos por regresséo néo linear de curvas concentracao-efeito
(Kenakin, 1997). Alteracdes nos valores de Emax e pD, podem ser decorrentes de
diferentes fatores, tais como: alteracdes na densidade de receptores, na afinidade do
agonista pelo receptor, no acesso da droga ao receptor (solubilidade do agonista,
condi¢Bes ibnicas do liquido nutriente e pH), ou da musculatura lisa vascular e de
mecanismos de transducdo intracelulares (Kenakin, 1997) Outro fator que influencia a
analise dos efeitos promovidos pelos agonistas farmacologicos € a geracdo de
substancias por parte dos tecidos estudados (Kenakin, 1997). Muitas vezes essas

substancias geradas nos tecidos estabelecem interacdes sinérgicas ou antagdnicas com



0s agonistas estudados, constituindo assim, mecanismos locais moduladores das
atividades vasomotoras dos agonistas farmacologicos (Kenakin, 1997). Com efeito, a
atuacdo desses mecanismos moduladores locais pode modificar o perfil da curva
concentracdo-efeito e, consequentemente, os parametros farmacoldgicos obtidos pela
analise das curvas (Kenakin, 1997). Assim, alteracdes dos valores dos parametros de
Emax e pD, nos fornecem indicios dos possiveis mecanismos, anteriormente citados, que
poderiam estar envolvidos na alteracdo da reatividade vascular.

Estudos de Buga et al. e Koller et al., em 1991, mostraram que a sintese de NO e a
atividade das NOS pode ser modulada por mudancas na pressao de perfusao, “shear
stress” e outros fatores decorrentes da nefrectomia 5/6 (Buga et al., 1991; Koller et al.,
1991).

No presente trabalho, obtivemos uma diminui¢do significativa do Emax produzido
pela Ang Il em artérias de animais com insuficiéncia renal crénica, comparado ao de
animais sham. Este resultado sugere que a insuficiéncia renal crbnica promove alteracéo
do Emax da Ang Il que pode ser decorrente de alteracdes de fatores que promovem
relaxamento, como o Oxido nitrico (Buga et al., 1991; Koller et al., 1991; Valdivirlson et al.,
1999; Erdely et al., 2003).

Ja foi descrito por Erdely e colaboradores, em 2003, que ratos Wistar, apés
passarem pelo processo cirurgico para o desenvolvimento de insuficiéncia renal crénica
(nefrectomia 5/6), apresentaram elevada sintese de O6xido nitrico, bem como maior
atividade das o6xido nitrico sintases (Erdely et al., 2003).

Visando entender o desequilibrio entre os fatores de contracdo e relaxamento
dependentes do endotélio e, verificar se a diminuicdo do Emax da Ang Il em animais
nefrectomizados foi decorrente de um possivel aumento na sintese de 6xido nitrico e/ou
maior atividade das Oxido nitrico sintases, previamente mostrado por diversos

pesquisadores, foram construidas curvas concentracdo-efeito para Ang Il na presenca de



L-NAME (N®-nitro-L-arginine methyl ester), um inibidor ndo seletivo das 6xido nitrico
sintases (NOS). Na presenca de L-NAME, o Emax da Ang Il em artérias carétidas de
animais com insuficiéncia renal foi restabelecido ao nivel dos animais sham, confirmando
a existéncia de elevada quantidade basal de NO e/ou maior atividade das isoformas da
NOS (neuronal, induzida e endotelial), em animais que passaram pelo processo cirurgico,
comparado aos sham.

ApoOs a nefrectomia 5/6 observa-se um aumento do “shear stress”, sugerindo que a
sintese de NO estd aumentada como consequéncia de mudancas das formas
constitutivas (NnNOS e eNOS) e da forma induzida (INOS) (Kone et al., 1997). Foi
observado um aumento na expressao das INOS em animais nefrectomizados,
comparados aos sham (Losonczy et al., 1997; Valdivielso, et al., 1999). A regulacdo da
expressdo e da atividade das INOS na insuficiéncia renal € uma resposta a processos
inflamatdrios e ao processo de “shear stress”, que promove ativagao da tirosina quinase
em células endoteliais (Ayajiki et al., 1996; Corson et al., 1996) e alterac6es em uma dada
regido do gen da iNOS (Nunokawa et al., 1994).

Para verificar a participacdo das isoformas da NOS (nNOS, iNOS e eNOS), foram
realizadas curvas concentracao-efeito para Ang Il na presenca de inibidores para as
respectivas enzimas (nNNOS — 7-NI; iNOS — 1400W; eNOS — L-NNA). Os experimentos
indicam que na presenca destes inibidores das NOS, o Emax produzido pela Ang Il tanto
em artérias com quanto sem endotélio, de animais com insuficiéncia renal crénica,
reverteu ao nivel encontrado para animais sham na auséncia dos inibidores, indicando
gue a doenca renal parece promover alteracdes na atividade e/ou expressdo das trés
isoformas da NOS, acarretando em maior sintese de 6xido nitrico intracelular. Estes
dados corroboram mais uma vez com os encontrados por Erdely e colaboradores, em
2003. Contudo, é importante avaliar a seletividade desses inibidores para cada isoforma

da NOS, de modo que o inibidor 7-NI tem maior seletividade para nNOS, porém é capaz



de inibir as outras duas isoformas (Vallance et al., 2002). Da mesma forma, o L-NNA, que
pode inibir as trés isoformas, sendo mais seletivo para eNOS (Vallance et al., 2002). Por
outro lado, o 1400W apresenta-se mais seletivo que os demais, tendo preferéncia pela
INOS (Vallance et al., 2002).

No presente trabalho foi verificado a participacdo da COX-1 na diminuicdo da
resposta contratil da Ang Il em carétidas, apds a nefrectomia 5/6, através do inibidor SC-
560. Os resultados mostram que na presenca de SC-560, a resposta maxima da Ang Il
em carétidas de animais com insuficiéncia renal foi restabelecida ao nivel dos sham,
sugerindo que existe a participacao da enzima na reducdo do Emax da Ang Il, em artérias
de animais nefrectomizados.

Foi descrito por Gongalves, et al.,, 2003 e Vaziri et al., 2007 que a doenca renal
crbnica promove uma superexpressdo de COX-2 no rim remanescente, apos a
nefrectomia 5/6. A participacdo de prostandides na resposta contratil de carétidas de
animais em estudo foi analisada utilizando SC-236 (inibidor da ciclooxigenase 2 — COX-2,
principal enzima produtora de prostanéides, em condi¢cdes inflamatorias). No presente
estudo, observa-se que na presenca do inibidor seletivo para COX-2 ocorre reducéo
significativa do Emax produzido pela Ang Il em artérias carétidas de animais sham, na
presenca e na auséncia de endotélio, pré-incubadas com SC-236. Este resultado néo foi
semelhante em carotidas de animais nefrectomizados. I1sso nos leva a pensar que a
doenca renal crénica pode estar relacionada com um estado de equilibrio na expresséao
de COX-2, tendo em vista esta superexpressdo da enzima no rim remanescente, pelo
processo inflamatorio pds cirargico.

Utilizando losartan, um antagonista de receptores AT, foi possivel constatar sua
influéncia no efeito maximo produzido pela Ang Il em artérias de ratos nefrectomizados. A
pré-incubacdo das cardtidas de animais com insuficiéncia renal com o antagonista nao

alterou a resposta da Ang Il previamente encontrada. Por outro lado, o Emax da Ang Il em



artérias de animais sham foi significativamente diminuido, indicando que receptores AT,
ndo participam de maneira direta no processo contratil da Ang Il, em carétidas de animais
nefrectomizados.

O papel funcional dos receptores AT, ndo estd bem definido (Ardaillou, 1999),
entretanto esse receptor pode exercer efeitos vasodilatadores e anti-hipertensivos, pela
ativacao de fosfolipases, canais de potéssio e producéo de bradicinina e NO, bem como a
inibicdo de canais de calcio (Schulman et al., 2008). No modelo de insuficiéncia renal
observa-se que receptores AT, participam da reducédo da resposta maxima da Ang Il em
carotidas apdés a nefrectomia 5/6. O antagonista PD123319 foi capaz de aumentar de
maneira significativa o Emax da Ang Il de carotidas com endotélio de animais com doenca
renal, comparado ao das caroétidas na auséncia de PD123319.

Na tentativa de observar a participacdo do oxido nitrico e dos receptores AT, na
alteracao do efeito maximo induzido pela Ang Il, foram construidas curvas concentracao
efeito para este agonista na presenca de PD123319 e L-NAME. Os resultados nos
indicam que o 6xido nitrico, bem como os receptores AT, participam de maneira direta da
diminuicdo do Emax desencadeado pela Ang Il em caroétidas de animais nefrectomizados,
uma vez que o antagonista AT, (PD123319) e o inibidor inespecifico das 6xido nitrico
sintases (L-NAME), foi capaz de aumentar de maneira significativa 0 Emax da Ang Il em
animais com insuficiéncia renal crénica, sendo semelhante ao desencadeado em artérias
de animais sham.

Tem sido descrito que curvas para KCl avaliam a funcéo contratil da musculatura
lisa vascular (Brizzolara et al., 1994; English et al., 2000). Os resultados obtidos no
presente estudo revelam que a remocao endotelial aumentou o Emax da Phe e do KCl em
carétidas do grupo sham, em relacdo a presenca de endotélio. No grupo nefrectomizado,
a remocéao endotelial ndo alterou significativamente o Emax dos agonistas, em relacdo a

presenca de endotélio. Estes dados encontrados no presente estudo podem sugerir um



comprometimento da capacidade contratil em carétida de animais com insuficiéncia renal
cronica, bem como a perda da modulagéo inibitéria do endotélio sobre a vasoconstricao
induzida por Phe e KCI.

A integridade endotelial na artéria dos animais nefrectomizados estéd preservada,
pois o relaxamento desencadeado pela Ach foi semelhante tanto em artérias de animais
sham, quanto em artérias de animais com insuficiéncia renal cronica. Esse dado foi
confirmado pela andlise morfolégica dessas artérias que demonstraram similaridade
morfoldgica entre os grupos em estudo.

A participacdo do endotélio como modulador do tdnus vascular € muito bem
conhecida. Agindo como liberador de fatores de relaxamento (NO, fator hiperpolarizante
derivado do endotélio e prostaciclinas) e fatores de contracdo (endoperoxidos,
trobomxana A, e endotelinas) sob condi¢cdes basais e quando estimulado por substancias
vasoativas ou estimulos fisicos (Luscher et al., 1993). Um desequilibrio entre a liberacao
dos fatores de relaxamento e de contracéo liberados pelo endotélio resulta em alteracéo
na modulacédo do ténus vascular (Luscher, et al., 1990).

Em sintese, a principal conclusdo do presente estudo é mostrar que o efeito
maximo da Ang Il em carétidas de animais com doenca renal parece estar diminuido em
decorréncia da elevada sintese basal de NO e/ou maior atividade das oOxido nitrico

sintases, além da participacdo da enzima ciclooxigenase-1 e receptores AT,
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