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RESUMO 
 

EFEITOS DE ESTERÓIDES CARDIOTÔNICOS ENDÓGENOS NA FUNÇÃO RENAL DE 

RATOS 

Graciana Teixeira Costa. Orientador: Prof. Dr. Nilberto Robson Falcão do Nascimento. 

Bufodienolídeos são cardiotônicos esteróides estruturalmente relacionados aos 

cardenolídeos usualmente utilizados na clínica como, por exemplo, a digoxina. Alguns 

bufodienolídeos podem ser detectados no plasma e urina de mamíferos e sua significância pato/ 

fisiológica tem sido alvo de intensa investigação recentemente.  Estudos demonstram que a 

produção e secreção desses hormônios aumentam em condições de expansão de volume 

circulatório em cães, ratos e humanos, o que ocorre também em estados patológicos associados a 

retenção de fluido, incluindo pré-eclâmpsia em humanos ou animais experimentais, hipertensão, 

estágios finais de doença renal, cardiomiopatia urêmica e hipertensão sensível ao sal. 

Recentemente, a inibição da Na+/K+ATPase (NKA) in vitro, em células renais, tem sido associada à 

ativação da via da Src-kinase. No entanto, ainda não se sabe se a ativação dessa cascata está 

envolvida na promoção de diurese e natriurese em preparações com rins intactos isolados. O efeito 

natriurético putativo destes esteróides cardiotônicos não está completamente estabelecido. A 

avaliação dos efeitos renais in vivo de bufodienolídeos é difícil, já que estes compostos promovem 

efeitos vasculares potentes, que podem mascarar efeitos renais diretos. Assim, o presente trabalho 

foi desenvolvido com o intuito de estudar os efeitos de um cardenolídeo (ouabaína-OUA) e três 

bufodienolídeos (bufalina-BUF, marinobufagina-MBG e telocinobufagina-TBG) na função 

glomerular e tubular de rins isolados e na hemodinâmica renal em ratos normotensos.  Rins de ratos 

foram perfundidos por 120 minutos com os esteróides (1, 3 ou 10µM) e foram avaliados seus 

efeitos vasculares e tubulares. Além disso, foi testado o efeito de PP2 (10µM), um inibidor de Src-

kinase, contra os efeitos renais promovidos pela BUF, esteróide que desenvolveu efeitos renais 

mais pronunciados. BUF, na concentração de 1µM promoveu um efeito caliurético discreto, porém 

significante. Nas concentrações de 3 e 10µM, BUF aumentou o ritmo de filtração  glomerular 

(RFG),  a resistência vascular renal (RVR) (para 3µM, este efeito foi visto apenas com 120 min), 

fluxo urinário (FU), ENa+ e EK+  de uma forma tempo e concentração-dependente. Vale salientar 

que na concentração de 10µM, BUF promoveu o aumento de cerca de 2- (RVR), 5- (RFG e EK+) e 

8-vezes (FU e ENa+) nos parâmetros funcionais renais avaliados. Todos estes efeitos renais 

promovidos BUF foram bloqueados por PP2. A administração de MBG não desencadeou 

alterações significativas na função renal. Por outro lado, TBG aumentou significativamente todos 

os parâmetros renais, porém, em uma menor intensidade que a BUF. OUA promoveu efeitos 

similares aos da TBG. Com a administração destes dois compostos todos os parâmetros renais 

aumentaram significativamente, com exceção do RFG, sobre o qual a OUA não promoveu efeito 

significativo. A administração in vivo de BUF aumentou significativamente a pressão arterial 
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média (PAM) e FU. MBG promoveu aumento significativo na PAM, RFG e fração de filtração, 

contrastando com os resultados obtidos ex vivo. Conclui-se que BUF promove um forte efeito 

diurético, natriurético e caliurético, parcialmente devido ao aumento da RVR e RFG. MBG não 

exerce efeitos renais diretos, enquanto que TBG e OUA promovem efeitos tubulares diretos com 

alterações hemodinâmicas discretas. O presente estudo mostra pela primeira vez os efeitos 

diurético, natriurético e caliurético diretos da BUF e TBG em rins isolados de ratos e a relevância 

da transdução de sinal mediada pela NKA. 

 

PALAVRAS-CHAVES: bufodienolídeos, hemodinâmica renal, perfusão renal, Src kinase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 9

ABSTRACT 
 

EFFECTS OF ENDOGENOUS CARDIOTONIC STEROIDS IN THE RENAL FUNCTION OF 

RATS 

Graciana Teixeira Costa. Orientador: Prof. Dr. Nilberto Robson Falcão do Nascimento. 

Bufadienolides are cardiotonic steroids structurally related to the clinically relevant 

cardenolides (e.g., digoxin). Some bufadienolides were detected in the plasma and urine of 

mammals and their (patho)physiological significance has started to be unveiled.  For instance, 

enhanced production/secretion of these hormones occurs in saline volume expanded dogs, rats  and 

humans, and in pathological states associated with fluid retention, including human and 

experimental preeclampsia, hypertension in end stage renal disease, uremic cardiomyopathy  and 

salt-sensitive hypertension. Recently, the inhibition of NKA has been associated, in kidney cells in 

vitro, to the activation of Src-kinase pathway. Nevertheless, whether the activation of this cascade 

leads to diuresis and natriuresis in the isolated intact kidney is still unknown.  Nevertheless, the 

putative natriuretic effect of cardiotonic steroids is still disputed. The evaluation of the renal effects 

of bufadienolides in vivo is difficult since they have potent effects on the vascular system that can 

mask its direct renal effects. Thus, this work was undertaken in order to study the effects of a 

cardenolide (ouabain;OUA) and three bufadienolides (bufalin-BUF, marinobufagin-MBG and 

telocinobufagin-TBG) on glomerular and tubular function of the isolated kidney and on the renal 

hemodynamics of normotensive rats.  We perfused rat kidneys for 120 minutes  with the steroids 

(1, 3 or 10 µM) and measured its vascular and tubular effects. Thereafter we probed the effect of 10 

µM PP2, a Src-kinase inhibitor against the steroid that produced the most remarkable renal effects, 

i.e., BUF.  BUF at 1µM had a slight but significant kaliuretic effect. BUF at 3 and 10 µM increased 

glomerular filtration rate (GFR), renal vascular resistance (RVR) (for 3 µM, this was only seen at 

120 min), urinary flow (UF), ENa+  and EK+  in a time- and/or concentration-dependent fashion. 

For instance, 10 µM BUF led to increments around 2- (RVR), 5- (GFR and EK+) and 8-fold (UF 

and ENa+). All these renal effects of BUF were blunted by PP2. MBG did not evoke significant 

alterations of the kidney function. On the other hand, TBG increased significantly all renal 

parameters but to a lesser extent when compared to BUF. OUA also increased, with the same 

efficacy as TBG,  all renal parameters studied significantly with the exception of GFR. In vivo BUF 

significantly increased mean arterial pressure (MAP) and UF. MBG significantly increased MAP, 

GFR and filtration fraction, contrasting to the results obtained  ex vivo. In conclusion, BUF evokes 

strong diuretic, natriuretic and kaliuretic effects partially due to increased RVR and RFG. MBG has 

no direct renal effects and TBG and OUA evokes direct tubular effects with minimal hemodynamic 

alterations. The present study shows for the first time the direct diuretic, natriuretic and kaliuretic 

effects of BUF and TBG in isolated rat kidney and the relevance of Na+/K+-ATPase-mediated 

signal transduction. 
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KEY WORDS: bufadienolides, renal hemodynamics, renal perfusion, Src kinase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 11

LISTA DE ABREVIATURAS 
 

 

SRA  Sistema Renina-Angiotensina   

PPR  Pressão de Perfusão Renal 

RFG  Ritmo De Filtração Glomerular 

NKA  Na+/K+-ATPase 

PAN  Peptídeo Atrial Natriurético  

HEA  Hormônios Esteróides da Adrenal  

OUA  Ouabaína 

MBG  Marinobufagina  

TBG  Telocinobufagina  

BUF  Bufalina 

ACTH  Hormônios Adrenocorticotrópicos 

ANG II  Angiotensina II 

EDLF  Endogenous Digitalis-Like Factor  

PKC  Proteína Quinase C 

EGFR  Fator de Crescimento da Epiderme  

PI3  Fosfatidilinositol-3 Quinase  

PKA  Proteína Quinase A  

MAPK  Proteína Quinase Ativada por Mitógeno  

PKG  Proteína Quinase G  

DS  Dahl Salt-Sensitive  

DR  Dahl Salt-Resistance  

RVR  Resistência Vascular Renal  

FU  Fluxo Urinário  

FSR  Fluxo Sanguíneo Renal 

PP2  Bloqueador De Src-Quinase (PP2) 

 

 

 

 

 

 

 



 12

LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1. Estrutura da Na+/K+-ATPase...................................................................... 
 

25 

Figura 2. Ação hipotética da ouabaína, um hormônio esteróide da adrenal.............. 
  

26 

Figura 3. Estrutura química dos esteróides cardiotônicos (cardenolídeos)................ 
  

28 

Figura 4. Estrutura química dos esteróides cardiotônicos (bufodienolídeos)............ 
 

30 

Figura 5. Contraste dos efeitos dos hormônios esteróides da adrenal na via “iônica 
clássica” e “internalização da bomba”........................................................................ 
  

 
34 

Figura 6. Provável mecanismo natriurético induzido pela marinobufagina.............. 
 
Figura 7. Múltiplos passos para as respostas biológicas aos hormônios esteróides 
da adrenal.................................................................................................................... 
 

36 
 
 

37 

Figura 8. Controle hormonal da liberação de ouabaína endógena de células da 
zona fasciculada do córtex adrenal sob condições de hipernatremia, hipóxia e 
atividade física............................................................................................................ 
 

 
 

38 

Figura 9. Rostafuroxin, um composto que se opõe aos efeitos anti-hipertensivos 
da ouabaína endógena................................................................................................. 
 

 
39 

Figura 10. Efeito da hipertensão causada pelo aumento do debito cardíaco e 
resistência periférica total........................................................................................... 
  

40 

Figura 11. Estrutura do sinalossoma ligada à bomba de sódio.................................. 
 

45 

Figura 12. Perfil de eluição das frações 2 (telocinobufagina), 3 (marinobufagina) e 
4 (bufalina) obtida do veneno de Rhinella Jimi.......................................................... 
 

 
52 

Figura 13. Sistema de Perfusão Renal....................................................................... 
 

53 

Figura 14. Escala experimental de observação quando adicionado os hormônios 

bufalina. marinobufagina, ouabaína, telocinobufagina (1µM, 3µM e 10µM) no 

sistema de perfusão.................................................................................................... 

 

 
 
 

54 

Figura 15. Escala experimental de observação quando adicionado o hormônio 

bufalina (1µM, 3µM e 10µM) associada a um bloqueador de src-quinase (PP2) no 

sistema de perfusão..................................................................................................... 

 

 
 
 

55 

Figura 16. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e seu efeito 
quando associado a um bloqueador de src-quinase (PP2) no ritmo de filtração 

 
 

 



 13

glomerular................................................................................................................... 
 

59 

Figura 17. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no ritmo 
de filtração glomerular................................................................................................ 
 

 
60 

Figura 18. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM no ritmo de 
filtração glomerular..................................................................................................... 
 

 
61 

Figura 19. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no ritmo 
de filtração glomerular................................................................................................ 
  

 
62 

Figura 20. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina 
(10µM) no ritmo de filtração glomerular.................................................................... 

 
63 

 
Figura 21. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e seu efeito 
quando associado a um bloqueador de src-quinase (PP2) na resistência vascular 
renal............................................................................................................................. 
 

 
 
 

64 

Figura 22. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na 
resistência vascular renal............................................................................................ 
 

 
65 

Figura 23. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM na resistência 
vascular renal.............................................................................................................. 
 

 
66 

Figura 24. Efeito da telocniobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na 
resistência vascular renal............................................................................................ 
 

 
67 

Figura 25. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina 
(10µM) na resistência vascular renal.......................................................................... 
 

 
68 

Figura 26 Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e seu efeito 
quando associado a um bloqueador de src-quinase (PP2) no fluxo urinário.............. 
 

 
69 

Figura 27 Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no fluxo 
urinário................................................................................................................ 
 

 
70 

Figura 28. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM no fluxo 
urinário........................................................................................................................ 
 

 
71 

Figura 29 Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no fluxo 
urinário. ...................................................................................................................... 
 

 
72 

Figura 30. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina 
(10µM) no fluxo urinário............................................................................................ 
 

 
73 

Figura 31. Correlação linear entre o fluxo urinário e a resistência vascular renal 
causada pela bufalina (10µM)..................................................................................... 
 

 
74 

Figura 32. Correlação linear entre o fluxo urinário e a resistência vascular renal 
causada pela ouabaína (10µM) .................................................................................. 

 
75 

 

 

 



 14

 
Figura 33. Correlação linear entre o fluxo urinário e a resistência vascular renal 
causada pela telocinobufagina (10µM) ...................................................................... 
 

 
76 

Figura 34. Correlação linear entre o fluxo urinário e o ritmo de filtração 
glomerular causada pela bufalina (10µM) ................................................................. 
 

 
77 

Figura 35. Correlação linear entre o fluxo urinário e o ritmo de filtração 
glomerular causada pela ouabaína (10µM) ................................................................ 
 

 
78 

Figura 36. Correlação linear entre o fluxo urinário e o ritmo de filtração 
glomerular causada pela telocinobufagina (10µM) ................................................... 
 

 
79 

Figura 37. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e seu efeito 
quando associado a um bloqueador de src-quinase (PP2) na excreção de sódio 
renal............................................................................................................................. 
 

 
 

80 

Figura 38. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na 
excreção de sódio renal............................................................................................... 
 

 
81 

Figura 39. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM na excreção de 
sódio renal. ................................................................................................................. 
 

 
82 

Figura 40. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10 µM na 
excreção de sódio renal. ............................................................................................. 
 

 
83 

Figura 41. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina 
(10µM) na excreção de sódio renal. ........................................................................... 
 

 
84 

Figura 42. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e seu efeito 
quando associado a um bloqueador de src-quinase (PP2) na caliurese...................... 
 

 
85 

Figura 43. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10 µM na 
caliurese. .................................................................................................................... 
 

 
86 

Figura 44. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM na caliurese......... 
 

87 
 

Figura 45. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na 
caliurese. .................................................................................................................... 
 

 
88 

Figura 46. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina 
(10µM) na caliurese. .................................................................................................. 

 
89 

 
 

 

 

 

 

 

 



 15

LISTA DE QUADROS 
 

 
 
Quadro 1. Sumário dos Resultados da Perfusão Renal ex vivo................................. 
 

90 
 

Quadro 2. Resultados da Hemodinâmica Renal in vivo............................................ 91 
 

Quadro 3. Diluição da Urina...................................................................................... 
 

124 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 16

SUMÁRIO 
 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................ 20 

  

2. REVISÃO DE LITERATURA........................................................................ 24 

2.1. Estrutura e Função Na+/K+-ATPase................................................................. 24 

2.2. Esteróides Cardiotônicos.................................................................................. 26 

2.2.1. Cardenolídeos......................................................................................... 27 

2.2.2. Bufodienolídeos..................................................................................... 28 

2.3. Hormônios Esteróides da Adrenal................................................................... 31 

2.3.1. Efeitos Farmacológicos.......................................................................... 31 

2.3.2. Biossíntese............................................................................................. 32 

2.3.3. Mecanismo de Ação .............................................................................. 32 

2.3.4. Papel na Homeostase............................................................................. 38 

2.4. Função Renal no Controle da Pressão Arterial................................................ 39 

2.4.1. Natriurese vs. Pressão Arterial............................................................... 40 

2.4.2. Natriurese Pressórica vs. Hipertensão ................................................... 41 

2.4.3. Efeitos dos Hormônios da Adrenal na Função Renal vs. Pressão 

Arterial.......................................................................................................... 

 

41 

2.5. Efeitos dos Hormônios da Adrenal na Função Vascular................................. 43 

 

3. JUSTIFICATIVA ............................................................................................. 47 

 

4. OBJETIVOS...................................................................................................... 49 

4.1. Geral................................................................................................................. 49 

4.2. Específicos....................................................................................................... 49 

 

5.  MATERIAIS E MÉTODOS.......................................................................... 51 

5.1. Características Animais ................................................................................... 51 

5.2. Drogas e Reagentes.......................................................................................... 51 

5.3. Obtenção dos Esteróides Cardiotônicos........................................................... 51 

5.4. Perfusão Renal ex vivo..................................................................................... 52 

5.4.1. Preparação do Perfusato......................................................................... 52 

5.4.2.Protocolo Experimental.......................................................................... 55 

 



 17

5.5. Hemodinâmica Renal in vivo........................................................................... 52 

5.6. Análise Estatística............................................................................................ 57 

  

6. RESULTADOS.................................................................................................. 59 

 6.1. Perfusão Renal ex vivo.................................................................................... 59 

6.1.1. Efeito da Bufalina na Filtração Glomerular........................................... 59 

6.1.2. Efeito da Marinobufagina na Filtração Glomerular............................... 60 

6.1.3. Efeito da Ouabaína na Filtração Glomerular......................................... 61 

6.1.4. Efeito da Telocinobufagina na Filtração Glomerular............................ 62 

6.1.5. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Filtração 

Glomerular....................................................................................................... 

 

63 

6.1.6. Efeito da Bufalina na Resistência Vascular Renal................................. 64 

6.1.7. Efeito da Marinobufagina na Resistência Vascular Renal..................... 65 

6.1.8. Efeito da Ouabaína na Resistência Vascular Renal............................... 66 

6.1.9. Efeito da Telocinobufagina na Resistência Vascular Renal.................. 67 

6.1.10. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Resistência 

Vascular Renal................................................................................................. 

 

68 

6.1.11. Efeito da Bufalina no Fluxo Urinário................................................. 69 

6.1.12. Efeito da Marinobufagina no Fluxo Urinário...................................... 70 

6.1.13. Efeito da Ouabaína no Fluxo Urinário................................................. 71 

6.1.14. Efeito da Telocinobufagina no Fluxo Urinário.................................... 72 

6.1.15. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos no Fluxo 

Urinário............................................................................................................ 

 

73 

6.1.16. Índice de Correlação do Efeito da Bufalina no Fluxo Urinário vs. 

Resistência Vascular Renal.............................................................................. 

 

74 

6.1.17. Índice de Correlação do Efeito da Ouabaína no Fluxo Urinário vs. 

Resistência Vascular Renal.............................................................................. 

 

75 

6.1.18. Índice de Correlação do Efeito da Telocinobufagina no Fluxo 

Urinário vs. Resistência Vascular Renal.......................................................... 

 

76 

6.1.19. Índice de Correlação do Efeito da Bufalina no Fluxo Urinário vs. 

Ritmo de Filtração Glomerular........................................................................ 

 

77 

6.1.20. Índice de Correlação do Efeito da Ouabaína no Fluxo Urinário vs. 

Ritmo de Filtração Glomerular........................................................................ 

 

78 

 

 



 18

6.1.21. Índice de Correlação do Efeito da Telocinobufagina no Fluxo 

Urinário vs. Ritmo de Filtração Glomerular.................................................... 

 

79 

6.1.22. Efeito da Bufalina na Natriurese.......................................................... 80 

6.1.23. Efeito da Marinobufaginaa na Natriurese............................................ 81 

6.1.24. Efeito da Ouabaína na Natriurese........................................................  82 

6.1.25. Efeito da Telocinobufagina na Natriurese........................................... 83 

6.1.26. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Natriurese.. 84 

6.1.27. Efeito da Bufalina na Caliurese........................................................... 85 

6.1.28. Efeito da Marinobufagina na Caliurese............................................... 86 

6.1.29. Efeito da Ouabaína na Caliurese.......................................................... 87 

6.1.30. Efeito da Telocinobufagina na Caliurese............................................. 88 

6.1.31. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Caliurese.... 89 

 6.2. Sumário dos Resultados da Perfusão Renal ex vivo........................................ 90 

 6.3. Hemodinâmica Renal in vivo.......................................................................... 91 

  

7. DISCUSSÃO...................................................................................................... 93 

  

8. CONCLUSÃO................................................................................................... 103 

  

9. PERSPECTIVAS.............................................................................................. 105 

  

10. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS.......................................................... 107 

  

ANEXOS................................................................................................................ 122 

Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética................................................................... 

Anexo 2 – Método de Diluição da Urina................................................................ 

 

123 

124 

  

  

  

 

 

 

 

 

 



 19

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 

 
 

 



 20

1. Introdução 
 

O consumo de sal em excesso, mais especificamente de sódio, pode em muitas 

pessoas ser um fator de risco importante para o desenvolvimento da hipertensão arterial, 

por afetar os níveis plasmáticos de renina, angiotensina e norepinefrina, aumentando assim 

a excreção de sódio, potássio e cálcio (HADDY & PAMNANI, 1995).  Embora, 

hormônios natriuréticos, produzidos no miocárdio atrial e ventricular (SILVA, et al., 2003)  

estejam envolvidos no controle de sódio corporal (DE WARDENER & CLARKSON, 

1985; BUCKALEW & HADDY, 1990), falhas nestes mecanismos  podem provocar 

alterações na expressão gênica no coração, rim e na parede das artérias, aumentando a 

rigidez e a resistência arterial, gerando riscos em potencial para acidente vascular cerebral 

(FROHLICH, 2007).  

Em homens ou em animais, a natriurese resultante representa uma complexa 

interação envolvendo fatores físicos e ações neurohumorais (PUSCHETT, 2008).  

A procura dos hormônios natriuréticos, envolvidos na supressão da renina 

(HADDY & OVERBECK, 1976; BLAUSTEIN, 1977; BUCKALEW & HADDY, 1990), 

evidenciou outros hormônios envolvidos no controle do sódio e no controle do volume e 

osmolaridade do liquido extracelular (DE WARDENER & CLARKSON, 1985; 

MCGRATH, DE BOLD & DE BOLD, 2005; HADDY, 2006).  

Em 1960, tornou-se óbvio que a ação do sistema renina-angiotensina (SRA), 

aldosterona, vasopressina e sistema nervoso simpático não explicavam completamente as 

respostas fisiológicas e fisiopatológicas na expansão aguda e crônica do volume sanguíneo 

(SCHRIER, 1975 e 1990). Em 1961, De Wardener & colaboradores demonstraram que a 

natriurese induzida pela infusão de salina estava associada ao aumento de pressão de 

perfusão renal (PPR) e ritmo de filtração glomerular (RFG). Este grupo propôs que este 

fenômeno era mediado por um hormônio, o qual foi denominado de “terceiro fator” (DE 

WARDENER, 1985).  

Cort & Lichardus (1963) e Buckalew & colaboradores (1970) demonstraram que a 

expansão de volume estava associado com o aumento de substâncias na circulação que tem 

a propriedade de inibir o transporte de sódio in vitro. Em 1974, Kramer & Gonick 

demonstraram a inibição da atividade da Na+/K+-ATPase (NKA) no rim e em 1982, 

Hamlyn et al., demonstraram que a inibição da NKA no plasma se correlacionava 

positivamente com a pressão sanguínea em grupos de pacientes com hipertensão. 
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Por outro lado, o plasma dos mamíferos contém muitas substâncias capazes de 

inibir a NKA e que por interagirem com anticorpos anti-digitalis foram classificados como 

digitálicos endógenos (SCHONER, 1992; DORIS, 1994). Uma variedade de agentes 

natriuréticos inibe seletivamente a NKA renal in vitro (TAYLOR, 1963; NECHAY, 

PALMER & CHINOY, 1967) e essa inibição pode ser revertida pela adição de potássio 

(NECHAY, PALMER & CHINOY, 1967). 

O interesse nos inibidores endógenos de NKA, enquanto hormônios natriuréticos, 

diminuiu na década de 1980, principalmente pela inconsistência de dados experimentais 

acumulados até aquela data. Provavelmente, o fato mais inconsistente é de que a digoxina, 

o protótipo inibidor da NKA não fosse natriurético em indivíduos normais (HAUPTMAN 

& KELLY, 1999). 

A descoberta do peptídeo atrial natriurético (PAN) por De Bold (1981) também 

contribuiu para a diminuição do interesse nestes hormônios putativos em benefício dos 

peptídeos natriuréticos. As pesquisas envolvendo estes compostos aumentaram com 

objetivo de fornecer subsídios para a fisiologia da homeostase do sódio e as pesquisas em 

busca do “terceiro fator” por alguns grupos que acreditavam ser um mediador hidrofóbico 

de natureza lipídica ficaram obscurecidas. As atriopeptinas demonstram efeitos potentes no 

sistema renal e cardiovascular e, portanto, são importantes na regulação homeostática e no 

balanço de sódio e de fluidos (YATES & MCDOUGALL, 1993). 

O aprofundamento dos estudos com peptídeos natriuréticos revelou que seu papel 

no controle da pressão arterial e na regulação cardiovascular, são complexos. Vários 

aspectos bioquímicos, moleculares e farmacológicos dos peptídeos natriuréticos e de seus 

receptores têm funções marcantes na fisiologia e fisiopatologia nos tecido renal, 

cardiovascular, neural e no sistema imunológico (PANDEY, 2005); a pesquisa nesta área 

continua a crescer.  

Ademais, no início da década de 80 foi proposto que o intestino produziria um fator 

que regula também a excreção renal de sódio (FONTELES, 1991). Anos mais tarde Currie 

& colaboradores (1992) isolaram de intestino de rato o primeiro dos natriuréticos 

intestinais, a guanilina. Este peptídeo é um ativador endógeno da guanilato-ciclase C 

intestinal e foi denominada guanilina. Um ano após a descoberta da guanilina, um segundo 

membro de peptídeos similares à STa, chamado uroguanilina, foi isolado a partir de uma 

grande quantidade de urina de opossum (Didelfis virginiana) (HAMRA et al., 1993). A 

confirmação da existência de um provável eixo endócrino entero-renal movimentou vários 



 22

laboratórios no mundo e obscureceu também a busca de esteróides endógenos com efeito 

natriurético. 

A partir da década passada, os estudos envolvendo novos hormônios esteróides da 

adrenal (HEA) recrudesceram, principalmente devido ao isolamento e caracterização da 

ouabaína (OUA) (SCHNEIDER et al., 1998a; HAMLYN et al., 1991; KAWAMURA et 

al., 1999), marinobufagina (MBG) (BAGROV et al., 1998; KOMIYAMA et al., 2005), 

telocinobufagina (TBG) (KOMIYAMA et al., 2005) e bufalina (BUF) (LICHTSTEIN et 

al., 1993; ODA et al., 2001) no plasma e urina de animais e seres humanos. 

A descoberta dos HEA abriu a possibilidade nos avanços terapêuticos (FERRARI, 

FERRANDI & VALENTINI, 2006; SCHONER & SCHEINER-BOBIS, 2007). Estas 

substâncias estão envolvidas na função cardíaca, resistência vascular periférica e função 

renal (SCHONER & SCHEINER-BOBIS, 2008). 

A importância desses hormônios tem gerado discussões (KELLY & SMITH, 1992; 

HANSEN, 2003), sendo assim é necessário avaliar a ação de varias concentrações de HEA 

na sinalização das isoformas de NKA e seu envolvimento em processos fisiológicos e 

fisiopatológicos (ORLOV & HAMET, 2006; PIERRE & XIE, 2006). 

Estes compostos podem contribuir para excreção renal de sódio em condições de 

sobrecarga de sal na dieta por suas propriedades natriuréticas. Esta propriedade está 

baseada em sua capacidade de inibir a isoforma α1 da NKA e assim diminuir o transporte 

tubular de sódio. No entanto, até hoje não foi descrito na literatura científica biomédica 

efeitos diretos destes compostos na fisiologia renal. Os estudos in vivo realizados 

mostravam aumento dos níveis de noreprinefrina circulante, interação com angiotensina e 

com o PAN como fatores que poderiam obscurecer a atividade intrínseca destes compostos 

no rim. Ademais, em alguns estudos, a identidade dos compostos não era garantida, pois a 

mesma era atestada por imuno-análise e os compostos eram utilizados em dose única ou 

por infusão contínua de uma única concentração. Portanto, nossa proposta é estudar esses 

compostos com identidade química determinada e fazer três doses de cada composto para 

caracterizar os efeitos diretos e dose-dependentes. 
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2. Revisão de Literatura 

 
2.1. Estrutura e função da Na+/K+-ATPase 

 

A NKA, descoberta por Skou (1957), é um heterodímero (AKIMOVA et al., 2004) 

que controla múltiplas funções celulares essenciais, especialmente, à manutenção do 

potencial elétrico da membrana, necessário para a transmissão nervosa e contração 

muscular, excitabilidade e muitas outras funções celulares que dependem do gradiente 

iônico de sódio e potássio (LINGREL, 1992), como o cotransporte de Na+/Ca2+ 

(BLAUSTEIN, 1993). É uma bomba submicroscópica que atravessa a membrana celular e 

é responsável pelo fino processo de regulação do gradiente iônico celular (LING, 2007). 

Estimulada pela adenosina trifosfato (ATP), é um sistema de transporte ativo constante de 

íons sódio e potássio para o meio extra e intracelular em respectivo, altamente conservado 

em células eucarióticas que converte energia química em energia útil de trabalho. 

A NKA (Figura 1) consiste de dois polipeptídios em quantidades equimolares 

(CANTLEY, 1981): uma subunidade catalítica α (100.000M) e uma subunidade 

glicoproteínada β (55.000M). A subunidade α, contém sítios de ligação para sódio e HEA 

no meio extracelular e potássio e ATP no meio intracelular (BAGROV, SHAPIRO & 

FEDOROVA, 2009). Esta proteína existe em quatro isoformas (α1, α2, α3, α4), os quais 

estão distribuídos em diversas células e tecidos (BLANCO & MERCER, 1998), sendo a α1 

exclusivamente encontrada nas células tubulares do rim, a α2 e α3 relacionadas à função de 

vasoconstrição (BLAUSTEIN, et al., 2006) e inotropismo cardíaco (DOSTANIC, et al., 

2005). 

A subunidade α é ate agora o único receptor conhecido dos HEA (BLANCO & 

MERCER, 1998). A subunidade β, dividida em duas isoformas (β1 e β2), ainda não tem 

funcionalidade conhecida (FEDOROVA E BAGROV, 1997)  

 Sete proteínas transmembrânicas adicionais próximas ao complexo αβ foram 

identificadas (FXYD), sendo que uma dessas proteínas (FXYD2) é conhecida como 

subunidade γ da NKA. Essa subunidade não é parte integral da bomba de sódio per se, 

porém, modula e catalisa algumas funções da NKA (BAGROV, SHAPIRO & 

FEDOROVA, 2009).  

 

 



 25

 

 
 

Figura 1. Estrutura da Na+/K+-ATPase.  

Fonte: Bagrov, Shapiro & Fedorova (2009). 

 

A função básica da NKA é controlar o gradiente iônico de sódio e potássio intra e 

extracelular, e após a ligação dos HEA a essa estrutura, estes hormônios inibem a função 

enzimática da NKA, gerando um aumento da concentração de sódio intracelular. 

Concomitantemente, há alterações na função fisiológica normal do trocador Na+/Ca2+, 

acarretando o aumento da concentração de cálcio intracelular. Estes fenômenos, a nível 

vascular, geram vasoconstrição por aumento da contratilidade das estruturas musculares 

dos vasos (Figura 2), e a nível renal, diminuem a reabsorção de sódio, acarretando 

natriurese. 
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Figura 2. Ação hipotética da ouabaína, um hormônio esteróide da adrenal.  

Fontte: Shoner & Georgios Scheiner-Bobis (2007). 
 

2.2. Esteróides Cardiotônicos  

 

Cardenolídeos e bufodienolídeos são chamados de esteróides cardiotônicos. 

Enquanto os cardenolídeos foram originalmente isolados de plantas (ex. digitalis), os 

bufodienolídeos têm sido identificados primariamente na pele e glândulas cutâneas de 

sapos (DVELA et al., 2007). Esses elementos têm uma estrutura geral em comum: um 

núcleo esteróide com uma lactona no C-17 do anel e um grupo hidroxila no C-14 

(GUNTERT & LINDE 1981). Por séculos, os esteróides cardiotônicos têm sido usados no 

tratamento da insuficiência cardíaca na medicina oriental e ocidental (MEYER & LINDE, 

1971; KELLY & SMITH, 1996).  

A maioria dos cardenolídeos digitálicos tem um resíduo terminal glicose, a qual se 

fixa no C-3, logo são chamados primariamente de glicosídeos (THEURER et al., 1994).  

Inicialmente, os cardenolídeos eram encontrados nas células de Digitalis lanata 

(DIETTRICH et al. 1987) acumulados no vacúolo, o principal compartimento de estoque 

da glicose (PFEIFFER et al. 1982, KREIS & REINHARD 1985, KREIS & REINHARD 

1987).  

Os cardenolídeos podem ser degradados a um segundo cardenolídeo pela divisão do 

resíduo terminal da glicose. As digilanidase e digipurpidase, enzimas insolúveis D. lanata 

e D. purpúrea catalisam essa deglicosilação (STOLL et al.  1935). 
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A maioria dos bufodienolídeos, primariamente encontrados no tecido cutâneo de 

espécies que migram do meio terrestre para o meio aquático, têm sido usados no 

tratamento da insuficiência cardíaca no Oriente (CHEN & KOWARIKOWA, 1967; FLIER 

et al., 1980). Esses esteróides cardioativos diferem dos cardenolídeos por conterem uma 

dupla insaturação no sexto anel da lactona (MEYER &LINDE, 1971).   

A OUA (cardenolídeo) pode ser classificada como polar-hidrofílico e a MBG 

(bufodenolídeo) como não polar-hidrofóbico. Outra diferença é quanto à localização da 

lactona, na qual esta localizada na quinta ligação dos cardenolídeos e na sexta ligação dos 

bufodienolídeos. Uma diferença estrutural adicional é àquela presente na ligação epóxi 

entre os carbonos 14 e 15 da MBG, ausente nos demais HEA (DVELA et al., 2007).  

 

2.2.1. Cardenolídeos  

 

Hamlyn et al (1991) isolaram do plasma humano um esteróide cardiotônico  

indistinguível daquele obtido de plantas, chamado de OUA endógena. Dois compostos do 

tipo cardenolídeos foram purificados do plasma humano e do hipotálamo. O primeiro foi a 

OUA (HAMLYN et al., 1991; MATHEWS et al., 1991) e o segundo foi a digoxina 

(GOTO et al., 1990a; QAZZAZ et al., 2004). 

A digoxina é um glicosídeo cardíaco inicialmente obtido da planta Digitalis lanata 

usada no tratamento de doenças cardíacas em mais de 200 anos (DOHERTY et al., 1978; 

ANTMAN & SMITH, 1985; RIETBROCK & WOODCOCK, 1985; HELLER, 1990). A 

D. lanata é a fonte mais importante de glicosídeos cardíacos, com aproximadamente 80 

tipos diferentes de cardenolídeos/glicosídeos cardíacos a partir de 5 genes e 10 diferentes 

açúcares (WICHTL et al., 1987).  

Ouabaína, um esteróide natural de planta, foi o primeiro cardenolídeo inibidor 

endógeno de NKA purificada do plasma humano (HAMLYN & BLAUSTEIN, 1991; 

LUDENS et al., 1991). Foi encontrado também em glândula adrenal bovina, hipotálamo 

bovino (SCHNEIDER et al., 1998a), medula adrenal de ratos (KOMIYAMA et al., 2001) e 

hipotálamo humano (KAWAMURA et al., 1999). A digoxina foi encontrada em urina de 

indivíduos saudáveis (GOTO et al., 1990a).  
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 (a) (b) 

  
  

(c) 

 
Figura 3. Estrutura química dos esteróides cardiotônicos (cardenolídeos).  

Fonte: Bagrov, Shapiro & Fedorova, 2009. 

 

2.2.2. Bufodienolídeos  

 

Bufodienolídeos são esteróides cardioativos cuja eficácia é conhecida desde 

antiguidade egípcia, que a extraía e usava no tratamento de doenças cardíacas 

(BAUMGARTEN, 1963). Escilarina A, um dos principais glicosídeos, foi o primeiro 

bufodienolídeo a se elucidar a estrutura em 1933 (STOLL et al., 1933).  

Previamente, foram encontradas no plasma, substâncias análogas àquelas 

encontradas em glândulas parotóides de sapos (Bufonidae), inibidoras de NKA com 

estrutura bufodenolídea (FLIER, 1978). No veneno de Bufo marinus (Figura 3a), foi 

encontrado um esteróide, MBG, que causa na aorta de ratos uma rápida e sustentada 

vasoconstrição, que evoca um efeito inotrópico positivo in vitro e inibe a NKA (BAGROV 

et al., 1993).  

Fedorova e Bagrov (1997) demonstraram a presença no plasma e na urina de 

humanos de uma substância reativa aos anticorpos contra a MBG (BAGROV et al., 1995; 
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BAGROV et al., 1996). Por outro lado, Kieval et al. (1988) encontraram BUF na bile 

humana e Lichtstein et al. (1988) na lente do olho humano. A 19-nor-bufalina foi 

identificada em lentes de humanos com catarata (LICHTSTEIN, 1993), a proscilaridina A 

no plasma humano e em pacientes com hipertensão (SICH, 1996; SCHNEIDER et al., 

1998b), MBG na urina humana após infarto do miocárdio (BAGROV et al., 1998) e, mais 

recentemente TBG, forma reduzida da MBG, do plasma de pacientes com insuficiência 

renal (KOMIYAMA, et al., 2005); a  norbufalina foi isolada da catarata de pacientes 

humanos (LICHTSTEIN, et al. 1993). 

 A BUF é um bufodienolídeo com fórmula molecular C24H34O4 e peso molecular de 

386,5 (HAN et al., 2007). Este bufodienolídeo tem sido usado como cardiotônico e 

anestésico local na China e Japão por séculos (KRENN & KOPP, 1998).  

Numazawa et al. (1995) demonstraram, em humanos, a presença de substâncias que 

reagem com anticorpo policlonal contra a BUF. Demonstraram também a presença de BUF 

imunorreativa em humanos e ratos. 

A secreção cutânea de sapo possui ainda um esteróide chamado resibufagenina (l-

hidroxi-14,15-epoxi-20,22-dienolídeo glicosídeo). Brownlee et al. (1987) mostraram que a 

BUF (aglicona), quase idêntico estruturalmente à resibufagina (RBG), diferente apenas por 

um H+, é um potente inibidor da NKA renal em cães, embora tenha apresentado em ratos, 

um fraco efeito natriurético. A RBG também inibe a NKA e aumenta a forca de contração 

no tecido cardíaco (MEYER & LINDE, 1970; LICHTSTEIN, KACHALSKY & 

DEUTSCH, 1986). 

 

(a) (b) 
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(c) (d) 

 

 
Bufalina  

  

(e) 

 
Telocinobufagina 

Figura 4. Estrutura química dos esteróides cardiotônicos (bufodienolídeos). 

Fonte: a,b,dBagrov, Shapiro & Fedorova (2009),  cJanzen, 2008; eGrandinetti, 2004. 

 

Os bufodienolídeos estão implicados na patogênese da hipertensão através do SRA, 

como demonstrado em experimentos animais e seres humanos (HADDY & OVERBECK, 

1976; BLAUSTEIN, 1977). Os glicosídeos cardíacos bloqueiam vasodilatação por cloreto 

de potássio (KCl) (CHEN et al., 1972),  potenciam a vasoconstrição por norepinefrina 

(NE) (O'NEILL et al., 1980), constrição dos vasos sangüíneos (NYHOF, DABNEY & 

HADDY, 1978) e aumentam a pressão sanguínea (WILLIAMS, ZOHMAN & RATNER, 

1958;. SONGU-MIZE et al., 1983).  
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2.3. Hormônios Esteróides da Adrenal 

 

2.3.1. Efeitos Farmacológicos 

 

 A MBG e OUA possuem propriedades vasoconstritoras, porém, esses dois 

inibidores endógenos eliciam a vasoconstrição por distintos mecanismos (BAGROV, 

1995). Experimentos in vivo demonstram diferentes respostas entre cardenolídeos e 

bufodienolídeos. Pamnani et al. (1991a) mostraram que a infusão intravenosa em ratos com 

BUF produz resposta pressórica e inotrópica positiva e efeitos natriuréticos mais potentes 

quando comparados à OUA. A questão que permanece é se os efeitos natriuréticos são 

resultantes de uma ação renal intrínseca ou secundária ao aumento do débito cardíaco e à 

natriurese pressórica. 

Os efeitos dos cardenolídeos e dos bufaneolideos parecem estar associados à 

inibição da NKA nas terminações nervosas intravasculares e músculo liso vascular, 

respectivamente. Diferenças nos efeitos desses esteróides sugerem a interação com as 

diferentes isoformas da bomba (FEDOROVA & BAGROV, 1997). 

Bagrov et al. (1996) demonstraram que a MBG causa vasoconstrição em artéria 

pulmonar isolada de humano. Em seus estudos anteriores com aorta isolada de rato, a 

MBG causou vasoconstrição, porém, com doses maiores que àquela usada por Bagrov et 

al. (1996). 

Concentrações plasmáticas e urinárias de substâncias como OUA e MBG têm sido 

medidas em unidades picomolares e nanomolares (BAGROV et al., 1996; FERRANDI et 

al., 1997; LOPATIN et al., 1999). Sob condições de expansão de volume, aumentos na 

concentração plasmática e urinária de OUA e MBG têm sido relacionados com alterações 

no mecanismo de transporte de sódio renal. Contudo, os estudos são insuficientes para 

explicar todas as mudanças no transporte de sódio no túbulo proximal.  

Segundo Bagrov et al., (1993), a BUF bloqueia a vasodilatação e aumenta a 

vasoconstrição, a resistência vascular e a pressão sanguínea via inibição da NKA 

(ELIADES et al., 1989; PAMNANI et al., 1991 e 1994), apesar do aumento da excreção de 

sódio (YATES & MCDOUGALL, 1993). Evidências científicas mostram que a BUF é um 

inibidor de NKA mais potente que a OUA (BROWNLEE et al., 1990). Por causa da 

similaridade na estrutura química entre BUF e digoxina, os efeitos da BUF podem ser 

bloqueados por anticorpos anti-digoxina (BAGROV et al., 1993). 
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2.3.2. Biossíntese  

 

O córtex adrenal e hipotálamo são considerados sítios de produção de OUA em 

mamíferos (KOMIYAMA et al., 2001; EL-MASRI et al., 2002). Hormônios 

adrenocorticotrópicos (ACTH), angiotensina II (Ang II), vasopressina e fenilefrina 

estimulam a liberação de OUA do córtex adrenal in vitro (LAREDO et al., 1997; SHAH et 

al., 1999).  

Os cardenolídeos podem ser sintetizados no coração (D’URSO, et al., 2004), 

hipotálamo (MURRELL, et al., 2005) e na zona fasciculada e glomerulosa da glândula 

adrenal, especialmente a OUA (LAREDO, HAMILTON & HAMLYN, 1995). Hormônios 

esteróides, como pregnolona e progesterona, além do colesterol também são precursores da 

OUA e digoxina endógena, mas não de MBG.   

Os bufodienolídeos são sintetizados nas células adrenocorticais (DMITRIEVA et 

al., 2000; YOSHIKA, et al., 2007), e embora a progesterona não seja precursora da MBG, 

o colesterol está envolvido no processo de síntese. 

Para Huang, Amin & Leenen (2006), o cérebro também pode estar envolvido na 

produção dos glicosídeos cardíacos, pois as altas concentrações encontradas dessas 

substâncias neste tecido sugerem que essas substâncias possam ser usadas como 

neurotransmissores. 

Muitos estudos sugerem que a adrenal seja a fonte de “endogenous digitalis-like 

factor” (EDLF) - fatores endógenos semelhantes à digoxina, pois em vários tecidos que 

tenham sido extraídos esses hormônios através de técnicas bioquímicas e imunológicas, os 

níveis extraídos da adrenal foram os mais altos (DORIS, 1988; RAUCH & JR, 1988). 

Laredo, Hamilton & Hamlyn (1994) demonstraram que a OUA é secretada de culturas 

primárias de células adrenocorticais bovinas e que a secreção aumenta perante o ACTH e 

Ang II. No ano seguinte, esses cientistas mostraram que o conteúdo de OUA endógena era 

5-7 vezes maior na zona glomerulosa que na zona fasciculada da adrenal. 

 

2.3.3. Mecanismo de ação  

 

O mecanismo de ação inotrópico vem sendo investigado por aproximadamente 60 

anos. A inibição da NKA diminui o transporte de sódio e potássio e resulta no aumento da 

concentração intracelular de sódio, que por sua vez, aumenta secundariamente os níveis de 
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cálcio intracelular pela redução da atividade do trocador Na+/Ca2+ (SMITH, 1989, 

WASSERSTROM & AISTRUP, 2005). 

Observações recentes sugerem que os esteróides cardiotônicos modulam em curto e 

em longo prazo outros processos de sinalização. A ligação dos HEA à NKA resulta na 

ativação de uma cascata de sinalização de transdução de Src-quinase/MAP-quinase e 

proteína quinase C (PKC) e, este efeito parece não depender da inibição do transporte 

iônico pelos HEA, mas pode ser pela ligação dos HEA à NKA caveolar na presença de Src 

e fator de crescimento da epiderme (EGFR) (XIE & ASKARI, 2002; PIERRE & XIE, 

2006; LIANG et al., 2007). Isto foi demonstrado em diferentes tipos de células, incluindo 

miócito cardíaco, músculo liso e célula epiteliais (AYDEMIR-KOKSOY, ABRAMOWITZ 

& ALLEN, 2001; HAAS et al., 2002). Esse efeito da OUA parece ser independente da 

inibição do transporte iônico e pode ocorrer em vários tipos de células (XIE & CAI, 2003; 

XIE & XIE, 2005;). Os esteróides cardiotônicos induzem baixa freqüência oscilatória no 

cálcio intracelular em células do túbulo proximal renal (AIZMAN et al., 2001), COS7 

(MIYAKAWA-NAITO et al., 2003; ZHANG et al., 2006) e endotelial (SAUNDERS & 

SCHEINER-BOBIS et al., 2004). Esse efeito também parece ser independente da inibição 

da NKA.  

Poucos estudos têm investigado a internalização da bomba de sódio após sua 

ligação com os HEA (Figura 5). A exposição prolongada altera a Kd da ligação para OUA 

na célula (GRIFFITHS et al.,1991). Baixas doses de OUA por 48 horas causam uma 

diminuição no número de sítios para OUA. Nas células tubulares renais ocorre uma 

alteração do trânsito da bomba de sódio relacionada à endocitose do receptor, mediada por 

fosfatidilinositol-3 quinase (PI3), na cisterna endocítica de clatrina (BERTORELLO & 

KATZ, 1993; OGIMOTO et al., 2000). Dependendo do tipo de célula, a PKC ou proteína 

quinase A (PKA) podem estar envolvidas. Baseado nesses achados, Liu et al. (2002), 

sugerem que a ligação entre os HEA e NKA pode induzir a internalização e/ou inativação 

da bomba de sódio nas células tubulares renais e, dessa forma, os efeitos natriuréticos de 

baixas concentrações séricas de HEA podem se tornar ampliados. 
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Figura 5. Contraste dos efeitos dos hormônios esteróides da adrenal na via “iônica 

clássica” e “internalização da bomba”.  

Fonte: Bagrov, Shapiro & Fedorova, 2009. 

 

A ligação dos hormônios esteróides com α1 pode ativar a sinalização celular via 

dependente ou independente de cálcio. No entanto, tardiamente a sinalização ocorre via 

Src-EGFR, presente nas cavéolas, por fosforilação da tirosina (LIANG et al., 2007), 

produzindo aumento na concentração de espécies reativas de oxigênio, dependente do 

aumento do cálcio intracelular (LIU et al., 2000), resultando numa cascata de reações 

intracelulares, as quais culminam na alteração da expressão protéica e da membrana 

plasmática do túbulo renal (FERRARI, et al., 2006; SCHONER & SCHEINER-BOBIS, 

2007). 

Liu & Shapiro (2007) verificaram que em células do túbulo proximal, 

concentrações nanomolares de OUA e MBG foram capazes de internalizar a bomba de 

sódio e o trocador Na+/H+ (NHE3), ao contrário de células do túbulo distal.  

Em miócitos, a inibição eletrogênica da NKA pelos HEA causa despolarização, 

elevação de sódio intracelular, inativação do trocador Na+/Ca2+e a abertura de canais de 

Ca2+ que resulta no aumento de [Ca2+]i, contração de cardiomiócito, e aumenta a 

sensibilidade das células musculares lisas aos constritores endógenos (BLAUSTEIN & 
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LEDERER, 1999; GLITSCH, 2001). Muitos estudos propõem a sinalização independente 

de Na+ à ligação aos HEA. Esta hipótese se baseou nos achados de que baixas 

concentrações de HEA aumentam a proliferação celular (SAUNDERS & SCHEINER-

BOBIS, 2004), síntese de DNA, ativação da proteína quinase ativada por mitógeno - 

MAPK (DMITRIEVA & DÓRIS, 2004) e produção de ROS (LIU et al., 2000) sem 

inibição significante da NKA e elevação de [Na+]. 

O único receptor estabelecido para todos HEA é a subunidade α da NKA 

(BLAUSTEIN, 1977). Os esteróides se ligam a sítios extracelulares H1-H2-H3-H4 e H5-

H6 e induzem mudanças conformacionais na NKA (DVELA et al., 2007). A ligação dos 

HEA e a subunidade α da NKA resulta na inibição da hidrólise do ATP e transporte iônico 

(AKIMOVA et al., 2005). Contudo, existe diferença na sensibilidade das diferentes 

isoformas para diferentes esteróides cardiotônicos. Em roedores, por exemplo, a isoforma 

α3 é a mais sensível para OUA, α2 é moderada e a α1 é a menos sensível (BLANCO, 

BERBERIAN & BEAUGE, 1990; O’BRIEN, LINGREL & WALLICK, 1994). Em 

contrapartida, α1 é mais sensível e α3 menos sensível para MBG (FEDOROVA & 

BAGROV, 1997; FEDOROVA, et al., 2001a). 

Este sistema também participa de importantes “cross-talks”. O efeito inibitório da 

isoforma α1 da NKA pela MBG pode ser potencializada pela fosforilação do PAN e vice-

versa (FEDOROVA, et al., 2006). Somado a isso, a MBG também inibe a transcrição do 

receptor para mineralocorticóide, favorecendo ainda mais a natriurese (SMITH, et al., 

2007). A natriurese causada pela MBG pode ocorrer via internalização dos carreadores de 

sódio no túbulo proximal (PERIYASAMY, et al., 2005; LIU & SHAPIRO, 2007) e 

interferir na síntese protéica da aldosterona através do receptor mineralocorticóide nos 

túbulos distais e no duto coletor (SMITH, et al., 2007). Contudo, esse efeito natriurético 

pode ser contraposto pela aldosterona, responsável pela reabsorção de sódio no túbulo 

distal e ductos coletores como mostrado na figura 6 (THOMAS, MCENEANEY & 

HARVEY, 2008) por aumentar a expressão da subunidade α, incluindo os canais de sódio 

(ENaC) e da NKA (MICK, et al., 2001). 
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Figura 6. Provável mecanismo natriurético induzido pela marinobufagina.  

Fonte: Schoner & Scheiner-Bobis, 2008. 

 

 As diferenças também ocorrem em nível genético. Segundo WANG, YUAN &. 

LU (2001), no miocárdico ventricular, a OUA diminuiu a expressão da α1. A insuficiência 

renal crônica é marcada por alterações na expressão de genes cardíacos, que por sua vez 

altera a concentração de cálcio e a função contrátil no miocárdio (KENNEDY, et al., 

2003). O mecanismo para a diversidade de ação pode ser devida as diferenças da estrutura 

dos esteróides, da natureza do receptor e da especificidade da espécie (Figura 7). (DVELA 

et al., 2007). 
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Figura 7. Múltiplos passos para as respostas biológicas aos hormônios esteróides da 

adrenal. 

Fonte: Dvela et al., 2007. 

 

Os efeitos dos HEA se estendem aos processos de diferenciação e apoptose 

(AKIYAMA et al., 1999; XIAO et al., 2002). Masuda et al. (1995) demonstraram que a 

BUF induz diferenciação e apoptose em células leucêmicas em humanos, acompanhado 

pelo aumento da expressão da apoptose, efeito este diminuído pela OUA (ZHANG et al., 

1991 e 1992). Em células MDCK, Orlov et al. (2006) demonstraram que 1μM de OUA, 

BUF e digoxina diminuiu a viabilidade celular (AKIMOVA et al., 2005), enquanto a MBG 

na mesma concentração teve um efeito marginal.  

A BUF tem atividade de induzir diferenciação e apoptose em células tumorais. 

Estudos in vitro envolvendo BUF tem sido feitos com células leucêmicas, câncer de 

próstata, câncer gástrico e hepático (YAMADA et al., 1998; TIAN et al., 2006). Su et al. 

(2003) mostrou, in vitro, que  doses micromolares de BUF foram suficientes para produzir 

um efeito deletério potente em células hepáticas cancerígenas em humanos.  

A BUF tem ação farmacológica, incluindo ação cardiotônica e anestésica local 

(CHEN & KORARIKOVA, 1967) e induz diferenciação em algumas linhas de células 

leucêmicas (ZHANG et al., 1991 e 1992).  
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2.3.4. Papel na Homeostase  

 

TBG e MBG são encontrados no sangue humano e as concentrações destes 

hormônios aumentam significativamente em pacientes com doença renal (BAGROV & 

FEDOROVA, 2005; KOMIYAMA et al., 2005). 

O aumento da concentração de sódio sérico estimula o cérebro a secretar OUA, e 

em cascata aumenta a produção de renina, Ang II e hormônios do sistema simpático 

(Figura 8). Outras situações, como exercício físico (BAUER, et al., 2005), estresse 

(FEDOROVA, et al., 2001b) e hipóxia (DE ANGELIS & HAUPERT, 1998) também 

estimulam a produção dos hormônios esteróides, enquanto, o PAN suprime a liberação de 

OUA pelo cérebro (CRABOS, et al., 1998). Ainda não está muito esclarecido como a 

ingestão elevada de sódio aumenta a produção de TBG e MBG (KENNEDY, et al., 

2006b). 

 

 
 

 

 

Figura 8. Controle hormonal da liberação de ouabaína endógena de células da zona 

fasciculada do córtex adrenal sob condições de hipernatremia, hipóxia e atividade física. 

Fonte: Schoner, 2002. 
 

A vasoconstrição por OUA, acompanhada pela diminuição da taxa cardíaca, ocorre 

via ativação do barorreceptor (KENNEDY, et al., 2006b). A digoxina, ao contrário da 

OUA, não ativa os barorreceptores, provavelmente pela sua internalização, evitando a 
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liberação dos elementos hipertensores provocados pela OUA (HUANG, et al., 1992; 

SCHONER & SCHEINER-BOBIS, 2007). 

O aumento crônico dos glicosídeos cardíacos plasmáticos, como OUA e MBG 

promovem a hipertensão arterial, natriurese e alterações na expressão gênica no coração, 

parede das artérias e rim (SCHONER & SCHEINER-BOBIS, 2008). Concentrações 

nanomolares crônicas de OUA provoca hipertensão arterial (MANUNTA, et al., 2005), 

ademais, o uso de anticorpos contra este hormônio, como Digibind, pode atuar 

terapeuticamente na insuficiência cardíaca (PITZALIS, et al., 2006),  na hipertensão 

arterial (KAIDE, et al., 1999), pré-eclâmpsia (AVERINA, et al., 2006) e hemorragia 

induzida pela hipertensão (MENEZES & DICHTCHEKENIAN, 2003). 

O uso de anticorpos para os HEA têm sido preconizada, experimentalmente, no 

tratamento da hipertensão arterial e de outras patologias associadas ao aumento sérico 

desses hormônios. Periyasamy, et al. (2005) verificaram que anticorpos para MBG, em 

ratos Sprague-Dawley submetidos à dieta rica em sal, diminuiu a excreção urinária de  

NaCl em 60%, aumentou 86Rb+ no filtrado tubular e a atividade da NKA 

(PERIYASAMY, et al., 2005).  

A rostafuroxina (Figura 9), um antagonista destes hormônios, é um novo protótipo 

de anti-hipertensivos, e quando acompanhado de outros fármacos, como diuréticos, β 

bloqueadores, antagonistas de Ca2+, parece ser a melhor conduta terapêutica para tratar 

fibrose e insuficiência cardíaca (SCHONER & SCHEINER-BOBIS, 2008). 

 
 

Figura 9. Rostafuroxin, um composto que se opõe aos efeitos anti-hipertensivos da 

ouabaína endógena. 

Fonte: Bagrov, Shapiro & Fedorova, 2009. 

 

2.4. Função Renal no Controle da Pressão Arterial 

 

Em muitos pacientes com hipertensão, não há manifestação clara de defeitos renais, 

já que os índices usados para avaliar a função renal, como o RFG ou fluxo plasmático 
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renal, encontram-se dentro da normalidade, o que leva muitos investigadores a acreditar 

que a hipertensão pode se desenvolver na ausência de anormalidade renal (HALL et al., 

1990). Ainda não existe relação entre a excreção de sódio e água e a pressão arterial em 

todos os tipos de hipertensão clínica e experimental. Normalmente, um aumento na pressão 

arterial elevaria a excreção de sódio (natriurese) (GUYTON, 1980; HALL, et al., 1986). O 

fato de o paciente hipertenso ter excreção normal de sódio (igual ao ingerido) apesar de ter 

um aumento na pressão arterial indica que a natriurese pressórica foi bloqueada. Os 

mecanismos responsáveis por este fenômeno no rim, como a falha do seu papel na 

hipertensão têm gerado muitas controvérsias (HALL et al., 1990).  

 

2.4.1. Natriurese Pressórica versus Pressão Arterial 

 

A natriurese pressórica é um componente primário no “feedback” da regulação da 

pressão arterial e do volume de fluido corporal (BURNETT, GRANGER &  

OPGENORTH, 1984). Se a pressão arterial aumentar sem causar prejuízos na capacidade 

renal, haverá aumento na excreção de sódio e água através da natriurese pressórica e 

diurese, reduzindo assim o volume corporal e restabelecendo a pressão arterial (Figura 10).  

 
Figura 10. Efeito da hipertensão causada pelo aumento do debito cardíaco e resistência 

periférica total.  

Fonte: Hall et al., 1990. 

 

O SRA é um poderoso modulador da natriurese pressórica e, consequentemente da 

pressão arterial. A hipertensão causada pelo aumento do débito cardíaco ou pela resistência 
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periférica total não pode ser sustentada se a natriurese pressórica também não aumentar 

para que a excreção de sódio e água aumente até a pressão arterial se restabelecer (HALL 

et al., 1990).  

 

2.4.2. Natriurese Pressórica versus Hipertensão  

 

Alterações na natriurese pressórica estão presentes em todas as formas de 

hipertensão crônica. O conceito primário é de que a redução da capacidade renal 

excretória, causada pela diminuição do RFG ou aumento da reabsorção tubular, inicie um 

aumento compensatório na pressão sanguínea que tenta a todo custo manter o balanço de 

volume (GUYTON, 1980). 

Sendo assim, mudanças na natriurese pressórica na hipertensão ocorrem 

secundariamente ao aumento na pressão arterial (THOMPSON & DICKINSON, 1976; 

LIARD, 1979). Hipertensão causada por hormônios anti-natriuréticos, como 

mineralocorticóides ou Ang II, causam retenção de sódio e elevação gradual da pressão 

sanguínea (GONZALEZ-CAMPOY, ROMERO & KNOX, 1989). 

Anormalidades na natriurese pressórica renal têm sido observadas em modelos 

animais com hipertensão genética, Dahl salt-sensitive (DS) (ROMAN, 1986). Nesses 

modelos onde a hipertensão ocorre espontaneamente, alterações na natriurese pressórica 

acontecem antes do desenvolvimento da hipertensão e não secundariamente ao aumento da 

pressão sanguínea. Nos animais DS, o fluxo urinário (FU) e PPR são menores que nos 

animais Dahl salt-resistance (DR).  

 O fato dos animais DS sofrerem prejuízos primeiramente na natriurese pressórica 

demonstra que há uma diferença renal intrínseca nos animais DS e DR. Os mecanismos 

desse fenômeno não se encontram claros, porém, acredita-se que em parte se devam a 

hemodinâmica renal (HALL et al., 1990).  

 

2.4.3. Efeitos dos hormônios da adrenal na função renal 

 

São escassos na literatura estudos sobre os efeitos diretos destes hormônios 

esteróides na função renal. 

A atividade da NKA é maior na medula que no córtex (HENDLER, TORRETTI &. 

EPSTEIN, 1971), portanto aumenta o interesse do papel enzimático na reabsorção de sódio 

nos diferentes segmentos do néfron (TORRENTI et al., 1972). A OUA inibe a bomba in 
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vitro, diminuindo assim a reabsorção de sódio no rim. Seu efeito natriurético é melhor 

mostrado quando doses maiores são infundidas diretamente na artéria renal (HYMAN,  

HYMAN & JACQUES 1956). Resultados de Torrenti et al. (1972) sugeriram que a bomba 

desenvolve um papel proeminente na reabsorção de sódio na parte espessa ascendente da 

alça de Henle e túbulo distal e um menor papel do túbulo proximal. 

O fato da expansão do volume plasmático aumentar a concentração no plasma de 

duas classes de fatores natriuréticos e ter efeitos opostos no tônus vascular sugere a 

possibilidade de algumas interações modulatórias entre eles. Fedorova et al. (2006) 

demonstraram que alguma interação pode ocorrer a nível celular e explorou os mecanismos 

desde importante fenômeno. Nos seus estudos, mostraram a interação de peptídeos atrial e 

MBG, inibidor da α1 NKA resistente a OUA encontrado no tecido renal e vascular de 

ratos. Na medula renal, os PAN aumentaram a fosforilação da α1 NKA através da proteína 

quinase G (PKG), contudo a sinalização celular desse fenômeno não está bem estabelecida. 

Estudos anteriores mostraram uma redução da atividade da NKA através da fosforilação da 

subunidade α por PKA e PKC. A fosforilação e a inibição da NKA renal pelo PAN pode 

requerer dopamina cAMP-regulated phosphoprotein (DARPP-32), pois este elemento é o 

maior substrato da PKG. Tanto os PAN como a MBG inibiram a atividade catalítica da 

NKA na medula renal e seus efeitos foram somatórios, contrariamente no sarcolema 

vascular aórtico no qual, os PAN não tiveram efeitos ou discretamente estimularam a 

atividade da NKA e reduziram a fosforilação da α1 NKA através da PKG e reduziram os 

efeitos inibitórios na NKA pela MBG por um mecanismo também dependente da PKG. 

Esses efeitos de fosforilação e atividade catalítica dependente da PKG levaram esses 

cientistas a postular que a desfosforilação da NKA vascular pode ser menos sensível a 

inibição da α1 à MBG, e assim sugeriram que as diferenças dos efeitos da fosforilação da 

NKA e atividade catalítica no tecido vascular e renal poderia ser devido a diferença nas 

isoformas da PKG.  

O papel das fosfatases na regulação da atividade da NKA foi observado em estudos 

anteriores de outro agonista ao GMPc/PKG, o oxido nítrico (WILLIAM et al., 2005). O 

sinergismo entre MBG e PAN no rim, poderia obviamente, facilitar a excreção da 

sobrecarga de sal e contribuir com a fina regulação da excreção de sódio renal. Na 

vasculatura, o antagonismo do efeito vasoconstritor da MBG e PAN forneceriam uma 

explicação pelo qual a expansão do volume poderia aumentar a excreção de sódio mediado 

pelos EDLF sem causar o aumento na pressão sanguínea (BUCKALEW, 2008). 
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Bagrov, Shapiro & Fedorova, (2009) verificaram que a MBG tem efeitos potentes 

na atividade da NKA de ratos que são reversíveis após administração de anticorpos. 

Observaram também que a administração dos hormônios esteróides provoca endocitose em 

células caracteristicamente semelhantes às células to túbulo proximal, não sendo recíproco 

para as células do túbulo distal. A endocitose provocada é variável via indução de OUA, 

MBG e digoxina, sendo esta última a mais fraca em potencial. De qualquer forma, esses 

achados mostram que a MBG atua favorecendo a natriurese tanto in vivo como in vitro. No 

entanto, estudos anteriores desses cientistas demonstram que a MBG não inibe a NKA 

renal de maneira a justificar atividade natriurética.  

A inibição da NKA por BUF ou OUA tem sido demonstrada em estudos, ser os 

responsáveis pelo surgimento de hipertensão em cachorros e ratos (ELIADES et al., 1989; 

PAMNANI et al., 1991; YUAN et al., 1993; PAMNANI et al., 1994). Embora esses HEA 

provoquem vasoconstrição, aumento da contratilidade cardíaca, o aumento dos 

componentes vasoativos, os seus efeitos na função renal ainda não foram investigados 

(ELIADES et al., 1989; ELIADES et al., 1991; PAMNANI et al., 1991a; WOOLFSON et 

al., 1992; YUAN et al., 1993). 

 

2.5. Efeitos dos Hormônios da Adrenal na Função Vascular 

 

 O efeito dos HEA na pressão sanguínea tem sido extensivamente estudado 

(DVELA et al., 2007). Grandes evidências científicas suportam a possibilidade desses 

hormônios endógenos participarem no desenvolvimento da hipertensão (BLAUSTEIN et 

al., 2006; NESHER et al., 2007). Sua participação na etiologia da hipertensão pode ser 

direta, afetando a contratilidade do músculo liso e/ou natriurese. 

A crônica secreção dos glicosídeos cardíacos, mesmo em concentrações 

nanomolares, pode levar a alterações na síntese protéica e afetar de forma generalizada 

outros sistemas hormonais, como àqueles do sistema simpático, a exemplo das 

catecolaminas, da acetilcolina, PAN, endotelina I, óxido nítrico, aldosterona e SRA 

(SCHONER & SCHEINER-BOBIS, 2007). Todas essas alterações, a nível central e 

periférico, contribuem para o desenvolvimento da hipertensão arterial. 

Os efeitos hipertensores dos hormônios da adrenal ainda não estão relacionados 

conclusivamente com a habilidade de provocar a inibição da atividade da N/KA 

(MANUNTA, HAMILTON & HAMLYN, 2001). No músculo cardíaco, a inibição da 

NKA resulta na inibição iônica de sódio e potássio, aumento na contratilidade cardíaca 
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(BRACE et al., 1974; WALLICK, LANE & SCHWARTS, 1979), vasoconstrição 

(VATNER et al., 1971), aumento dos agentes vasoativos (BRENDER, STRONG & 

SHEPHERD, 1970) e aumento da pressão arterial (VATNER et al., 1971). Esses efeitos, 

possivelmente, acontecem se a diurese não acontecer (VATNER et al., 1971) 

No entanto, devido ao fato de os bufodienolídeos apresentarem afinidade pela 

isoforma α1 da enzima, estes evidenciam efeitos natriuréticos e pressóricos. Esse efeito 

pressórico é importante no sentido de aumentar a pressão glomerular e tubular e, com isso, 

aumentar a excreção urinária de sódio. Contudo, o aumento constante da pressão arterial 

leva a alterações fisiológicas e bioquímicas intracelulares preocupantes (FEDOROVA et 

al., 2001). 

A infusão de OUA (MANUNTA et al., 2000), BUF (PAMNANI et al., 1991) ou 

MBG (ELKAREH et al., 2007) por muitas semanas mostrou relação positiva com a 

hipertensão em ratos. MBG causou rápida e forte vasoconstrição na preparação de aorta 

isolada de rato, enquanto OUA produziu um fraco efeito (BAGROV et al., 1995). 

Fedorova et al. (2006) demonstraram que PAN reduz a sensibilidade da NKA à MBG, mas 

não à OUA na aorta e aumenta o efeito inibitório nos túbulos medulares. 

Muitos estudos suportam a idéia de que a inibição da bomba do sódio não seja 

necessária para o efeito inotrópico dos glicosídeos cardíacos no miocárdio (NOBLE, 

1980). Através de Xie & colaboradores (XIE & ASKARI, 2002; XIE & CAI, 2003), 

começou-se a entender como concentrações nano e subnanomolares de glicosídeos 

cardíacos endógeno e exógeno podia provocar aumento no inotropismo do músculo 

cardíaco, proliferação e diferenciação celular. Ao contrário, a bomba de sódio pode usar 

todas as suas isoformas, através do sinalossoma, para transduzir a informação da sua 

ligação com HEA para o interior da célula e do núcleo celular (SHONER & SCHEINER-

BOBIS 2007). O sinalossoma está localizado na estrutura caveolar (Figura 11) (DANIEL, 

EL-YAZBI & CHO, 2006) e pode transferir os sinais para o interior celular quando a 

bomba está incapaz de exercer sua função (LIANG et al., 2006). As cavéolas também 

podem se associar com moléculas que manipulam o cálcio. A ligação dos sinalossomas aos 

HEA pode provocar a ativação e fosforilação dos canais de cálcio e/ou do trocador 

Na*/Ca2* e dessa forma aumentar o inotropismo cardíaco (MOHAMMADI et al., 2001) 
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Figura 11. Estrutura do sinalossoma ligada à bomba de sódio. 

Fonte: Xie & Cai, 2003. 
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3. Justificativa 
 

A avaliação dos efeitos renais causados pelo bufodienolídeos é muito difícil devido 

ao fato dos efeitos sistêmicos serem potentes sobre o sistema vascular e poderem se 

sobrepor à inibição da NKA renal. Além do mais, a inibição das isoformas da NKA neural, 

cardíaca, vascular e renal tem grande impacto no débito cardíaco aumento indiretamente a 

diurese. Ademais, os níveis circulantes de noradrenalina aumentam com a administração 

sistêmica dos esteróides cardiotônicos e estes interagem positivamente para incrementar a 

natriurese com angiotensina 2 e com o peptídeo natriurético, de tal sorte que estudar seus 

efeitos próprios in vivo torna-se bastante complicado. Outro aspecto a se ressaltar quanto à 

originalidade e importância do presente estudo, é que a ação dos hormônios esteróides da 

adrenal, nos estudos realizados até o presente momento, por vários grupos no mundo, se 

correlaciona apenas de maneira indireta aos efeitos natriuréticos. Por exemplo, a maioria 

das pesquisas se baseia na administração de anticorpos, não pela administração per se dos 

hormônios e verificação de atividade e dose-dependência. Portanto, sem esclarecer de fato 

a função isolada dos hormônios, BUF, MBG, OUA, e TBG no rim. Somado a essa questão, 

não há estudos que determinam a atividade desses hormônios in vivo, levando em 

consideração a hemodinâmica renal, de modo a esclarecer se os efeitos natriuréticos são 

resultantes de uma ação renal intrínseca ou secundária ao aumento do débito cardíaco e à 

natriurese pressórica. Considerando os aspectos hemodinâmicos, a administração de doses 

distintas de bufodienolídeos (BUF, MBG, OUA, e TBG) e a análise em rim perfundido, se 

buscou uma melhor caracterização dos seus efeitos na função glomerular e tubular renal, já 

que os vários estudos feitos para determinar a pressão e a eficiência do fluxo sanguíneo 

renal sob várias condições, não conseguiram ainda determinar a contribuição individual do 

mecanismo desses hormônios na função renal.  
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4. Objetivos 
 

4.1. Objetivo Geral: 

 

Analisar os efeitos de um cardenolídeo (ouabaína) e três bufodienolídeos (bufalina, 

marinobufagina e telocinobufagina) identificados em animais e no homem como 

hormônios esteróides endógenos sobre a atividade da NKA renal e das implicações diretas 

dessa atividade na função glomerular e tubular renal em ratos normotensos. 

 

4.2. Objetivos Específicos: 

 

 Avaliar os efeitos diretos de diferentes hormônios como bufalina, marinobufagina e 

telocinobufagina e ouabaína (1, 3, 10µM) em rins isolados de ratos normotensos; 

Analisar os efeitos desses hormônios na hemodinâmica renal de ratos normotensos 

anestesiados; 

 Verificar o papel da via metabotrópica NKA-src-quinase-ERK, como o uso do 

bloqueador específico de src-quinase, PP2 (10µM). 
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5. Materiais e Métodos 
 

Todos os protocolos a serem descritos para avaliação biológica foram submetidos 

ao comitê de ética em pesquisa envolvendo animais da UECE e receberam parecer 

favorável através do processo no 47/2009 (09172555-0). 

 

5.1. Características Animais 

 

Foram utilizados ratos normotensos Wistar, machos com 8 semanas pesando entre 

200-250g (n=6/cada grupo), mantidos no biotério do Instituto Superior de Ciências 

Biomédicas da Universidade Estadual do Ceará a uma temperatura de 28 oC no ciclo de 12 

horas claro-escuro recebendo livremente água da torneira e ração industrializada . 

 

5.2. Drogas e Reagentes 

 

Os compostos OUA foram obtidas da Fluka Biochemika e a BUF, MBG e TBG a 

partir da secreção da pele de Rhinella Jimi (CHAPARRO et al., 2001). As frações foram 

purificadas por cromatografia líquida de alta performance e as estruturas estabelecidas por 

ressonância magnética nuclear. Essas substâncias foram diluídas em DMSO e a 

concentração final desse veículo no perfusato do rim foi de 0,1%.  

 

5.3. Obtenção dos Esteróides Cardiotônicos 

 

Os bufodienolídeos foram isolados do veneno bruto do sapo Rhinella Jimi 

(CHAPARRO et al., 2007). Estas substâncias foram purificadas em grandes quantidades 

usando cromatografia líquida de alta performance (HPLC) . 

HPLC foi realizado utilizando-se de 1,7 mL da fração sobrenadante do veneno 

bruto, ressuspendido previamente em etanol (1/5; p/v), utilizando-se uma coluna 

preparativa de fase reversa C18 (Shim pack prep. ODS 2,5 x 30 cm) com um fluxo de 5 

mL/min e uma eluição com gradiente de acetonitrila de 0 - 60%. Os picos obtidos foram 

coletados, liofilizados e estocados a - 25o C. 

Em 11B, é mostrado um cromatograma de HPLC realizado para uma alíquota do 

pico P2 purificado, utilizando-se coluna analítica de fase reversa C18 (Shim pack ODS 0,5 
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x 15 mm), eluída com um fluxo de 1 mL/min em um gradiente de acetonitrila de 0 - 60%, 

para confirmação do grau de pureza. O mesmo grau de pureza foi obtido com P3 e P4 

(dados não mostrados). 

As estruturas dos compostos foi elucidada de maneira definitiva por uma 

combinação de técnicas espectométricas como infravermelho, espectometria de massa e 

uma combinação de ressonância magnética (H1 e C13) nuclear uni e bidimensional de 

maneira independente na Universidade Federal do Ceará (pelo prof. Edilberto da Rocha 

Silveira) e na Universidade Federal do Rio de Janeiro (pelo prof. Roland Kaiser). As 

estruturas foram deduzidas como P2 = 3,5,14-trihidroxibufa-20,22-dienolídeo 

(telocinobufagina); P3 =  3,5-dihidroxi-14,15-epoxi bufodienolídeo (MBG) e P4 = 3,14-

dihidroxi-5β-bufa-20,22-dienolídeo (BUF). Estas substâncias foram diluídas em DMSO e a 

concentração final deste veículo no perfusato renal foi de 0,1%. A OUA foi obtida da 

empresa Fluka Chemia-Biochemika (Buchs, Switzerland) e diluída também em DMSO na 

mesma proporção que os demais esteróides. 

  

  

Figura 12. Perfil de eluição das frações 2 (telocinobufagina), 3 (marinobufagina) e 4 

(bufalina) obtida do veneno de Rhinella jimi. 

 

5.4. Perfusão Renal ex vivo 

 

5.4.1. Preparação do Perfusato 

 

Ratos normotensos Wistar pesando entre 250-300g foram anestesiados com a 

mistura de xilazina (10 mg/Kg; i.p) e cetamina (90 mg/Kg; i.p) e mantidos em mesa 

A 

B 
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cirúrgica aquecida (37º C). Após abertura da cavidade abdominal, foi implantado um 

catéter de polietileno (PE 20) e após a dissecação da artéria renal e mesentérica superior, o 

rim direito foi preparado para perfusão após dissecação cuidadosa, e inserção de uma 

cânula através da artéria mesentérica superior, sem interrupção de fluxo, como descrito por 

Bowman (1970) e modificado por Fonteles et al. (1983).  

O perfusato consistiu de uma solução Krebs-Henseleit modificada (MKHS), 

adicionada de 6g% de albumina e com a seguinte composição (em mM): 118 NaCl, 1,2 

KCl, 1,18 KH2PO4, 1,18 MgSO4.7H2O, 2,5 CaCl2.2H2O e 25 NaHCO3. Imediatamente 

antes do início de cada experimento, uréia (0.1g%), inulina (0,05g%) e glicose (0.05g%) 

foram adicionadas à solução de perfusão, a qual, após o ajuste do pH para 7,4 foi 

introduzida no reservatório do sistema de perfusão (Figura 13).  

 
Figura 13. Sistema de Perfusão Renal. 

Fonte: Fonteles et al., 1983. 

 

5.4.2. Protocolo Experimental 

 

Terminado o período de 20 minutos (permitido para adaptação do rim às novas 

condições de perfusão), os experimentos foram executados em um tempo total de 120 

minutos. Os hormônios Bufalina, Marinobufagina, Ouabaína e Telocinobufagina (1μM, 
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3μM e 10μM) foram adicionadas em experimentos independentes após 30 minutos do 

início do experimento. A cada dez minutos, conforme mostrado na escala experimental 

(figura 14), amostras de urina e perfusato, foram coletadas para determinação dos níveis de 

sódio e de potássio.  

 
Figura 14. Escala experimental de observação quando adicionado os hormônios bufalina, 

marinobufagina, ouabaína, telocionobufagina (1µM, 3µM e 10µM) no sistema de perfusão. 

 

O hormônio Bufalina (1μM, 3μM e 10μM), diferente dos demais hormônios, foi 

adicionado um bloqueador de src-quinase (PP2) no início do experimento e após 30 

minutos a bufalina ao sistema de perfusão para avaliação do efeito da via de sinalização 

deste hormônio. A cada dez minutos, conforme mostrado na escala experimental (figura 

15), amostras de urina e perfusato, foram coletadas para determinação dos níveis de sódio e 

de potássio.  
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Figura 15. Escala experimental de observação quando adicionado o hormônio Bufalina 

(1µM, 3µM e 10µM) associada a um bloqueador de src-quinase (PP2) no sistema de 

perfusão. 

 

Os níveis de inulina foram analisados de acordo com Martins et al. (2003) e 

Bowman (1970). Foram determinados também os parâmetros de pressão de perfusão (PP), 

resistência vascular renal (RVR), RFG e FU (Martinez-Maldonado e Opava-Stitzer, 1978). 

Os resultados foram comparados com um grupo-controle interno, e um grupo-controle 

externo, este tratado com o veículo (DMSO a 0,5% na solução de Krebs modificada). 

 

5.5. Hemodinâmica renal in vivo 

 

Para realização desse protocolo, ratos Wistar machos (200-250g) foram mantidos 

em jejum por um período de 24 horas, com livre acesso à água. Os animais foram 

anestesiados com cetamina (90mg/kg) e xilazina (10mg/kg), por via intraperitoneal, 

segundo as diretrizes éticas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA) e mantidos em sistema de placa aquecedora a 37 ºC (Narco Biosystems, 

Houston, TX, USA) com registros periódicos da temperatura retal para controlar e manter 

a variação entre 36,5 e 37 ºC.  A seguir os animais foram traqueostomizados e receberam o 

implante de um catéter de polietileno (PE 20) na carótida para coleta de sangue e registro 

de pressão arterial, por intermédio de transdutores P23 Statham, (Gould, Oxnard, CA, 

USA). Um registro inicial (basal) da freqüência cardíaca foi feito por aproximadamente 
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dois minutos. Imediatamente foi coletado sangue da carótida, através de um microtúbulo 

capilar com heparina (60μl), para mensurações iniciais de hematócrito (Hct0) e proteínas 

plasmáticas.  

 A veia femoral foi também canulada a (PE10) para infusão dos marcadores, soro 

homólogo de rato e dos hormônios (MBG, OUA e TBG) nas taxas de 10, 30 ou 

100nmoles/Kg/min. O protocolo experimental para avaliação dos efeitos dos hormônios se 

baseou no seguinte método: após estabilização do animal, 1 hora após a cirurgia, foi feito 

um período controle de 30 minutos com cálculo do clearance da inulina e PAH (período 

pré-infusão), em seguida feito infusão dos hormônios durante 30 minutos e recalculados os 

clearances (período de infusão) e depois interrompida a infusão e feito mais 30 minutos de 

coleta para análise dos clearances (período pós-infusão- “washout”). 

Os capilares de heparina foram centrifugados para separação do soro e coagulado e 

então clivados na linha de separação desses dois componentes. Do plasma coletado, 20μl 

foi diluído em 500μl de água destilada e então se acrescentou 20μl de ácido tricloroacético 

(TCA) 10% com repouso subsequente de 10 minutos com a finalidade de favorecer a 

proteólise. Em seguida, centrifugou-se esse material por 15 minutos e armazenou-se o 

sobrenadante. 

 As concentrações plasmáticas e urinárias de inulina e PAH foram dosados por 

colorimetria para estimação da taxa de filtração glomerular e fluxo plasmático renal, 

respectivamente (FUHER et al., 1955; SMITH et al., 1945). O método de determinação, a 

cor desenvolvida e o comprimento de onda da inulina e PAH, são respectivamente: 

resorcinol (0,1%) e dehidrocloreto de etileno-diamina (NED) (0,1%); cor vermelha e 

magenta; 490 e 540nm (ALVING; MILLER, 1962; SZAKACS.; BAROWSKY, 1962). 

A fração de filtração foi calculada pela fórmula: Taxa de Filtração Glomerular 

(RFG)/ Fluxo Plasmático Renal (RPF) x 100. A concentração de sódio e potássio no 

plasma e urina foi determinada utilizando-se fotometria de chama (Flame Photometer, 

Instrumentation Laboratories, Lexington, MA, USA). A excreção fracional de sódio (F% 

Na+) foi calculada utilizando-se a fórmula: (V x [Na+]u/[Na+]p x GFR) x 100; onde V 

significa o fluxo urinário, [Na+]u significa a concentração urinária de sódio e [Na+]p 

significa a concentração plasmática de sódio (GOMES et al., 2005). A osmolaridade 

urinária e a concentração de proteína na urina foram determinadas em amostras de urina 

obtidas de animais mantidos em gaiola metabólica pelo método de Bradford após 
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precipitação com TCA e a osmolaridade medida por osmômetro de pressão de vapor 

(Wescor 5100C, Logan, UT, USA). 

 

5.6. Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de cinco experimentos 

para cada grupo (BUF, MBG, OUA e TBG). As diferenças entre os grupos foram 

comparadas utilizando teste t-Student pareado (quando comparado ao controle-interno aos 

30minutos) e não-pareado (quando comparado com grupo controle-externo tratado 

somente por DMSO). O nível de significância foi fixado em p < 0,05. 

 As curvas de inibição foram plotadas utilizando análise computadorizada de 

regressão não-linear dos dados (Prism®, GraphPad Software Inc., version 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 58

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 
 



 59

6. Resultados 
 

6.1. Perfusão Renal ex vivo 

 

6.1.1. Efeito da Bufalina na Filtração Glomerular 
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Figura 16. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e sua ação efeito quando 

associada a um bloqueador de src-quinase (PP2) no ritmo de filtração glomerular. Teste 

Anova seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. DMSO; #p < 0,05 vs. BUF10. 

 

A BUF aumentou o RFG logo no primeiro tempo (60min) de medida após adição 

da mesma ao sistema de perfusão. A concentração de 1µM (RFG60= 0,78 + 0,09; RFG90= 

0,68 + 0,06; RFG120= 0,59 + 0,08) não foi capaz de aumentar o RFG em relação ao grupo 

controle DMSO (RFG60=  0,63 + 0,04; RFG90= 0,59 + 0,02; RFG120= 0,65 + 0,02). As 

concentrações de 3µM (***RFG60= 1,00  + 0,17; *** RFG90= 1,80 + 0,70; **RFG120= 2,28 + 

0,64) e 10µM (***RFG60= 0,91 + 0,05; ***RFG90= 1,74 + 0,41; **RFG120= 2,90 + 0,25) 

induziram aumento significativo no RFG em todos os tempos em relação ao grupo controle 

DMSO (RFG60=  0,63 + 0,04; RFG90= 0,59 + 0,02; RFG120= 0,65 + 0,02), mas é aos 90 e 

120min, que fica clara a relação tempo-dependente dessas concentrações. A adição do PP2 

(###RFG60= 0,48 + 0,08; ###RFG90= 0,67 + 0,16; ###RFG120= 0,53 + 0,07) bloqueou 

completamente os efeitos da BUF10µM no RFG aos 60, 90 e 120min significativamente 

quando comparado ao grupo controle BUF10 (RFG60= 0,91 + 0,05; RFG90= 1,74 + 0,41; 

RFG120= 2,90  + 0,25) (Figura 16).  
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6.1.2. Efeito da Marinobufagina na Filtração Glomerular 
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Figura 17. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no ritmo de 

filtração glomerular. Teste Anova seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. DMSO. 

 

A MBG não aumentou o RFG em nenhuma das concentrações observadas (1, 3 e 

10µM) em qualquer tempo de observação do experimento. Pelo contrário, a concentração 

de 1µM (RFG60= 0,55 + 0,08; **RFG90= 0,38 + 0,10; **RFG120= 0,43 + 0,09) diminuiu 

significativamente o RFG aos 90 e 120min, enquanto a concentração de 3µM (*RFG60= 

0,49 + 0,06; RFG90= 0,52 + 0,08; RFG120= 0,52 + 0,09) diminuiu significativamente o RFG 

apenas aos 60 em relação ao grupo controle DMSO (RFG60= 0,63 + 0,04; RFG90= 0,59 + 

0,02; RFG120= 0,65 + 0,02) (Figura 17).  
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6.1.3. Efeito da Ouabaína na Filtração Glomerular 
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Figura 18. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM no ritmo de filtração 

glomerular. Teste Anova seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. controle interno OUA10. 

 

A OUA demonstrou um efeito marginal no RFG. Aos 60min, na concentração 

máxima de 10µM (***RFG60= 0,61 + 0,1) houve uma diminuição significativa no RFG 

quando comparado ao grupo controle interno OUA10 (RFG30= 0,89 + 0,16). As demais 

concentrações (1 e 3µM) não produziram efeito positivo no RGF em qualquer dos tempos 

do experimento. As concentrações de 3 e 10µM mostram relação dose-tempo-dependente 

aos 90 e 120min (Figura 18). 
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6.1.4. Efeito da Telocinobufagina na Filtração Glomerular 
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Figura 19. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no ritmo de 

filtração glomerular. Teste Anova seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. DMSO e controle 

interno TBG10. 

 

A TBG aumentou o RFG a partir do primeiro tempo (60min) de medida após 

adição da mesma ao sistema de perfusão. As concentrações de 3µM (***RFG60= 0,86  +  

0,03; ***RFG90= 0,93 + 0,02; ***RFG120= 1,35  + 0,08) e 10µM (***RFG60= 1,22 + 0,04; 
***RFG90= 1,19 + 0,05; ***RFG120= 1,97 + 0,05) foram capazes de aumentar 

significativamente o RFG em relação ao grupos controles respectivos, DMSO (RFG60= 

0,63 + 0,04; RFG90= 0,59 + 0,02; RFG120= 0,65 + 0,02) e controle interno  TBG10 (RFG30= 

1,52 + 0,04). As concentrações de 3 e 10µM mostram relação dose-tempo-dependente aos 

90 e 120min (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 63

6.1.5. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Filtração Glomerular 
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Figura 20. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina (10µM) no 

ritmo de filtração glomerular. Teste Anova seguido de Bonferroni. Letras iguais: não há 

diferença significativa; letras diferentes: há diferença significativa (a e c, *p < 0,05; **p < 

0,01; ***p < 0,001); ns: não significativo. 

 

 Os HEA na concentração de 10µM causaram respostas diferentes no RFG. Aos 

60min, a BUF tem um aumento significativo sob a MBG (*p < 0,05), mas não para os 

demais hormônios. Já a TBG tem um aumento significativo sob a MBG (***p < 0,001) e 

OUA (***p < 0,001), mas não para BUF. Aos 90 e 120min, a BUF tem um aumento 

significativo sob a MBG (*p < 0,05) e OUA (*p < 0,05). Neste mesmo tempo a TBG não 

mostrou aumento significativo em relação aos outros hormônios. Aos 120min, a BUF 

aumenta significativamente em relação a TBG (**p < 0,01). A BUF, interessantemente, 

apresenta um efeito tempo-dependente durante o experimento (Figura 20).  
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6.1.6. Efeito da Bufalina na Resistência Vascular Renal 
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Figura 21. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e sua ação quando 

associada a um bloqueador de src-quinase (PP2) na resistência vascular renal. Teste Anova 

seguido de Dunnet, *p < 0,05 (BUF1, BUF3 e BUF10 vs. DMSO; #p < 0,05 vs. BUF10. 

 

Apenas a BUF na concentração de 10µM aumentou a RVR significativamente a 

partir do primeiro tempo (60min) de medida após adição da mesma ao sistema de perfusão 

(***RVR60= 6,9 + 0,7; ***RVR90= 8,6  + 0,5; ***RVR120= 10,0 + 0,5) em relação ao controle 

DMSO (RVR60= 4,9 + 0,4; RVR90= 5,5 + 0,6; RVR120= 5,1 + 0,4). A concentração de 3µM 

só aumentou significativamente a RVR aos 120min (**RVR 120= 6,4 + 0,3). Apenas a 

concentração de 10µM demonstra relação tempo-dependente nos três tempos. A adição do 

bloqueador PP2 bloqueou a RVR significativamente em todos os tempos (#RVR60= 6,0 + 

0,3; ###RVR90= 6,1 + 0,4; ###RVR120= 6,3 + 0,4) quando comparado ao grupo controle 

BUF10 (RVR1060= 6,9 + 0,7; RVR90= 8,6 + 0,5; RVR120= 10,0 + 0,5) (Figura 21).  
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6.1.7. Efeito da Marinobufagina na Resistência Vascular Renal 
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Figura 22. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na resistência 

vascular renal. Teste Anova seguido de Dunnet. 

 

A MBG não foi capaz de alterar a RVR em nenhuma das concentrações 

administradas (1, 3 e 10µM) em qualquer tempo observado no experimento (60, 90 e 

120min) quando comparada ao grupo controle DMSO (Figura 22). 
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6.1.8. Efeito da Ouabaína na Resistência Vascular Renal 
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Figura 23. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM na resistência vascular 

renal. Teste Anova seguido de Dunnet, *p<0,05 vs. DMSO. 

 

A OUA aumentou a RVR logo no primeiro tempo (60min) de medida após adição 

da mesma ao sistema de perfusão. A concentração de 3µM (RVR60= 4,9 + 0,2; RVR90= 5,0 

+ 0,4; RVR120= 5,5 + 0,3) não foi capaz de aumentar a RVR ao longo do experimento, no 

entanto, as concentrações de 1µM (***RVR60= 6,8 + 0,6; ***RVR90= 7,1 + 0,4; *RVR120= 

6,1 + 0,5) e 10µM (**RVR60= 6,1 + 0,3; *RVR90= 6,4 + 0,4; ***RVR120= 7,2 + 0,6) se 

mostraram significativamente efetiva na RVR nos três tempos em relação ao grupo 

controle DMSO (RVR60= 4,9 + 0,4; RVR90= 5,5 + 0,6; RVR120= 5,1 + 0,4) (Figura 23). 
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6.1.9. Efeito da Telocinobufagina na Resistência Vascular Renal 
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Figura 24. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na resistência 

vascular renal. Teste Anova seguido de Dunnet, *p<0,05 vs. DMSO. 

 

A TBG aumentou a RVR logo no primeiro tempo (60min) de medida após adição 

da mesma ao sistema de perfusão. A concentração de 1µM (**RVR60= 5,9 + 0,4) só 

aumenta significativamente em relação ao grupo controle aos 60min. Já as concentrações 

de 3µM (***RVR60= 6,9 + 0,4; ***RVR90= 7,5 + 0,6; ***RVR120= 6,9 + 0,5) e 10µM 

(***RVR60= 6,8 + 0,4;**RVR90= 7,1 + 0,4; *RVR120= 6,1 +  0,5) foram capazes de aumentar 

a RVR nos três tempos significativamente em relação ao grupo controle DMSO (RVR60= 

4,9 + 0,4; RVR90= 5,5 + 0,6; RVR120= 5,1 + 0,4) (Figura 24). 
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6.1.10. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Resistência Vascular 

Renal 
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Figura 25. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina (10µM) na 

resistência vascular renal. Teste Anova seguido de Bonferroni. Letras iguais: não há 

diferença significativa; letras diferentes: há diferença significativa (a, *p < 0,05; **p < 

0,01; ***p < 0,001). 

  

A BUF na concentração de 10µM aumenta a RVR significativamente aos 90min 

em relação à MBG (**p < 0,01). Aos 120min, a BUF aumenta significativamente em 

relação à MBG (***p < 0,001) OUA (*p < 0,05) e TBG (**p < 0,01) e mostrou ter efeito 

tempo-dependente durante o experimento (Figura 25).  
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6.1.11. Efeito da Bufalina no Fluxo Urinário 
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Figura 26. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e sua ação quando 

associada a um bloqueador de src-quinase (PP2) no fluxo urinário. Teste Anova seguido de 

Dunnet, *p<0,05 (BUF3 e BUF10 vs. DMSO); #p < 0,05 vs. BUF10. 

 

A BUF aumentou o fluxo urinário (FU) a partir do primeiro tempo (60min) de 

medida após adição da mesma ao sistema de perfusão. As concentrações de 3µM (***FU60= 

0,27 + 0,09; ***FU90= 0,40 + 0,02; ***FU120= 0,76 + 0,1) e 10µM (***FU60= 0,31 + 0,01; *** 

FU90= 0,61 
+ 0,04; ***FU120= 1,19 

+ 0,07) induziram aumento significativo no FU em todos 

os tempos, além de mostrar a relação dose-resposta dessas concentrações, quando 

comparado ao grupo controle DMSO (FU60= 0,14 + 0,00; FU90= 0,14 + 0,00; FU120= 0,14 + 

0,00). A adição do PP2 bloqueou completamente os efeitos da BUF10µM no FU em todos 

os tempos (###FU60= 0,13 + 0,01; ###FU90= 0,13 + 0,01; ###FU120= 0,13 + 0,01) quando 

comparado ao grupo controle interno BUF10 (FU60= 0,31 + 0,01; FU90= 0,61 + 0,04; 

FU120=  1,19 + 0,07) (Figura 26). 
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6.1.12. Efeito da Marinobufagina no Fluxo Urinário 
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Figura 27. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no fluxo urinário. 

Teste Anova seguido de Dunnet. 

 

A MBG não foi capaz de alterar o fluxo urinário (FU) em nenhuma das 

concentrações administradas (1, 3 e 10µM) em qualquer tempo observado no experimento 

(60, 90 e 120min) quando comparada ao grupo controle DMSO e controle interno MBG10 

(Figura 27).  
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6.1.13. Efeito da Ouabaína no Fluxo Urinário 
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Figura 28. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM no fluxo urinário. Teste 

Anova seguido de Dunnet, *p<0,05vs. DMSO e controle interno OUA10. 

 

A OUA aumentou o fluxo urinário (FU) já no primeiro tempo (60min) de medida 

após adição da mesma ao sistema de perfusão. As concentrações de 1µM (***FU90= 0,10 + 

0,01; **FU120= 0,11 + 0,01) e 3µM (***FU90= 0,19 + 0,01; **FU120= 0,26 + 0,01) 

aumentaram o UF significativamente aos 90 e 120min em relação ao grupo controle 

DMSO (FU90= 0,14 + 0,0; FU20= 0,14 + 0,0). Já a concentração de 10µM (*FU60= 0,22 
+ 

0,01; ***FU90= 0,28 
+ 0,01 ***FU120= 0,34 

+ 0,01) aumentou significativamente nos três 

tempos de experimento quando comparada ao grupo controle interno OUA10 (FU30= 0,19 

+ 0,02). Aos 90 e 120min, as concentrações de 3 e 10µM demonstrou relação positiva no 

efeito dose-tempo-dependente nos três tempos de experimento (Figura 28).  
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6.1.14. Efeito da Telocinobufagina no Fluxo Urinário 
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Figura 29. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM no fluxo urinário. 

Teste Anova seguido de Dunnet, *p<0,05 vs. DMSO. 

 

A TBG aumentou o fluxo urinário (FU) já no primeiro tempo (60min) de medida 

após adição da mesma ao sistema de perfusão. A concentração de 1µM (FU60= 0,14 + 0,02; 

FU90= 0,14 + 0,03; FU120= 0,41 + 0,02) não foi capaz de aumentar a diurese ao longo do 

experimento, no entanto, as concentrações de 3µM (*FU60= 0,18 + 0,01; *FU90= 0,21 + 

0,04; ***FU120= 0,31 + 0,05) e 10µM (***FU60= 0,23 + 0,03; ***FU90= 0,28 + 0,04; ***FU120= 

0,44 + 0,05), aumentaram significativamente o FU nos três tempos de experimento, além 

de demonstrar uma relação positiva no efeito dose-tempo-dependente aos 90 e 120min, em 

relação ao grupo controle DMSO (FU60= 0,14 + 0,04; FU90= 0,14 + 0,06; FU120= 0,14 + 

0,02) (Figura 29). 
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6.1.15. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos no Fluxo Urinário 
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Figura 30. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina (10µM) no 

fluxo urinário. Teste Anova seguido de Bonferroni. Letras iguais: não há diferença 

significativa; letras diferentes: há diferença significativa (a e c, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p 

< 0,001). 

 

Os HEA na concentração de 10µM não produziram diferença significativa no fluxo 

urinário (FU) no primeiro tempo (60min) de medida após adição dos mesmos ao sistema 

de perfusão. A BUF aumentou a diurese significativamente aos 90min em relação aos 

demais hormônios, MBG (***p < 0,001), OUA (**p < 0,01) e TBG (***p < 0,001). Já aos 

120min, a BUF aumentou a diurese significativamente em relação aos demais hormônios 

(***p < 0,001), enquanto a TBG aumentou a diurese significativamente em relação à MBG 

(*p < 0,05). A BUF mostrou ter efeito tempo-dependente na diurese durante o experimento 

(Figura 30).  
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6.1.16. Índice de Correlação do Efeito da Bufalina no Fluxo Urinário vs. Resistência 

Vascular Renal 
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Figura 31. Correlação linear entre o fluxo urinário e a resistência vascular renal causada 

pela bufalina (10µM), p < 0,05. 

 

O gráfico mostra uma correlação positiva (r= 0,95) entre o fluxo urinário e a 

resistência vascular renal de maneira estatisticamente significativa (p= 0,0432) (Figura 31). 
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6.1.17. Índice de Correlação do Efeito da Ouabaína no Fluxo Urinário vs. Resistência 

Vascular Renal 
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Figura 32. Correlação linear entre o fluxo urinário e a resistência vascular renal causada 

pela ouabaína (10µM), p < 0,05. 

 

 O gráfico mostra uma forte correlação (r= 0,97) entre o fluxo urinário e a RVR de 

maneira estatisticamente significativa (p= 0,0245) (Figura 32). 
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6.1.18. Índice de Correlação do Efeito da Telocinobufagina no Fluxo Urinário vs. 

Resistência Vascular Renal 

 

2 4 6 8 10
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5 TBG

r=0,16
p=0,83

RVR (mmHg/mL.g-1.min-1)

FU
 (m

L/
g/

m
in

)

 
Figura 33. Correlação linear entre o fluxo urinário e a resistência vascular renal causada 

pela telocinobufagina (10µM), p < 0,05. 

 

 O gráfico mostra uma ausência na correlação (r= 0,16) entre o fluxo urinário e a 

RVR de maneira estatisticamente insignificante (p= 0,83) (Figura 31).  
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6.1.19. Índice de Correlação do Efeito da Bufalina no Fluxo Urinário vs. Ritmo de 

Filtração Glomerular 
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Figura 34. Correlação linear entre o fluxo urinário e o ritmo de filtração glomerular 

causada pela bufalina (10µM), p < 0,05. 

 

O gráfico mostra uma forte correlação (r= 0,99) entre o fluxo urinário e o RFG de 

maneira estatisticamente significativa (p= 0,0051) (Figura 34). 
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6.1.20. Índice de Correlação do Efeito da Ouabaína no Fluxo Urinário vs. Ritmo de 

Filtração Glomerular 
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Figura 35. Correlação linear entre o fluxo urinário e o ritmo de filtração glomerular 

causada pela ouabaína (10µM), p < 0,05. 

 

 O gráfico mostra uma fraca correlação (r= 0,39) entre o fluxo urinário e o RFG de 

maneira estatisticamente significativa (p= 0,60) (Figura 35). 
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6.1.21. Índice de Correlação do Efeito da Telocinobufagina no Fluxo Urinário vs. 

Ritmo de Filtração Glomerular 
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Figura 36. Correlação linear entre o fluxo urinário e o ritmo de filtração glomerular 

causada pela telocinobufagina (10µM), p < 0,05. 

 

 O gráfico mostra uma ausência de correlação (r= 0,64) entre o fluxo urinário e o 

RFG de maneira estatisticamente insignificante (p= 0,35) (Figura 36). 
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6.1.22. Efeito da Bufalina na Natriurese  

 

30 60 90 120
0

50

100

150
DMSO
BUF1
BUF3
BUF10
BUF10+PP2

***

***
******

***

***

###

Tempo (min)

EN
a+ ( μ

Eq
/g

/m
in

)

### ###

 
Figura 37. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e seu efeito quando 

associado a um bloqueador de src-quinase (PP2) na excreção de sódio renal. Teste Anova 

seguido de Dunnet, *p<0,05 vs DMSO #p < 0,05 vs. BUF10. 

 

 A BUF aumentou a natriurese já no primeiro tempo (60min) de medida após adição 

da mesma ao sistema de perfusão. As concentrações de 3µM (***Na60= 34,5 + 4,4; ***Na90= 

57,7 + 3,1; ***Na120= 89,8 + 3,3) e 10µM (***Na60= 41,0 + 1,9; ***Na90= 91,4 + 11,2; 
***Na120= 127,8 + 2,7) aumentaram a natriurese nos três tempos do experimento (60, 90 e 

120min) relação ao grupo controle DMSO (Na60= 17,0 + 1,54; Na90= 18,3 + 0,9; Na120= 

17,5 + 1,0). As concentrações de 3 e10µM demonstram uma relação dose-tempo-

dependente aos 90 e 120min. A adição do PP2 (###Na60= 13,6 + 0,1; ###Na90= 16,6 + 1,1; 
###Na120= 18,2 + 0,3) bloqueou a resposta natriurética significativamente da BUF10 em 

todos os tempos quando comparado ao grupo controle BUF10 (Na60= 41,0 + 1,9; Na90= 

91,4 + 11,2; Na120= 127,8 + 2,7) (Figura 37). 
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6.1.23. Efeito da Marinobufaginaa na Natriurese  
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Figura 38. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na excreção de 

sódio renal. Teste Anova seguido de Dunnet,  

 

 A MBG não foi capaz de alterar a natriurese em nenhuma das concentrações 

administradas (1, 3 e 10µM) em qualquer tempo observado no experimento (60, 90 e 

120min) quando comparada ao grupo controle DMSO e controle interno MBG10 (Figura 

38). 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 82

 

6.1.24. Efeito da Ouabaína na Natriurese  
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Figura 39. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM na excreção de sódio 

renal. Teste Anova seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. DMSO e controle interno OUA10. 

 

 A OUA aumentou a natriurese a partir do primeiro tempo (60min) de medida após 

adição da mesma ao sistema de perfusão. A concentração de 3µM (**Na90= 25,0 + 2,0; 
***Na120= 31,2 + 2,4) aumentou a natriurese significativamente aos 60 e 90min em relação 

quando comparado ao grupo controle DMSO (Na60= 17,0 + 1,54; Na90= 18,3 + 0,9; Na120= 

17,5 + 1,0), enquanto a concentração de 10µM (*Na60= 28,4 + 2,7; **Na90= 35,0 + 3,5; 
***Na120= 42,5 + 3,6) aumentou a natriurese significativamente nos três tempos quando 

comparado ao grupo controle interno OUA10 (Na30= 23,2 + 3,1). As concentrações de 3 e 

10µM demonstram ter efeito na relação dose-tempo-dependente aos 90 e 120min (Figura 

39).  
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6.1.25. Efeito da Telocinobufagina na Natriurese  
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Figura 40. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na excreção de 

sódio renal. Teste Anova seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. DMSO.  

 

 A TBG também aumentou a natriurese logo no primeiro tempo (60min) de medida 

após adição da mesma ao sistema de perfusão. As concentrações de 3µM (*Na60= 22,6 + 

3,7 ; **Na90= 26,3 + 3,1; ***Na120= 44,3 + 2,6) e 10µM (***Na60= 31,2 + 2,6; ***Na90= 39,4  + 

4,6; ***Na120= 62,1 + 5,9) induziram aumento significativo na natriurese nos três tempos de 

experimento quando comparado ao grupo controle DMSO (Na60= 17,0 + 1,5; Na90= 18,3 + 

0,9; Na120= 17,5 + 1,0). Nos tempos de 60, 90 e 120min fica clara a relação do efeito dose-

tempo-dependente entre as concentrações de 3 e 10µM (Figura 40).  
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6.1.26. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Natriurese 

 

30 60 90 12
0

0

50

100

150

TBG

MBG
OUA

BUF

a b

a

b
b b

a

b

b

c

b b

Tempo (min)

EN
a+ ( μ

Eq
/g

/m
in

)

 
Figura 41. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina (10µM) na 

excreção de sódio renal. Teste Anova seguido de Bonferroni. Letras iguais: não há 

diferença significativa; letras diferentes: há diferença significativa (a e c, *p < 0,05; **p < 

0,01; ***p < 0,001). 

 

A BUF na concentração de 10µM aumentou a natriurese significativamente em 

relação aos outros hormônios: MBG (**p < 0,01), OUA (*p < 0,05) e TBG (*p < 0,05) aos 

60min. Nos tempos seguintes (90 e 120min), a BUF aumentou a natriurese 

significativamente em relação aos demais hormônios (***p < 0,001). A telocinobufagina, 

aos 120min, sobrepõe a excreção de sódio renal significativamente em relação à MBG 

(***p < 0,001) e OUA (*p < 0,05). O efeito da BUF demonstrou efeito dose-tempo-

dependente nos três tempos de experimento (60, 90 e 120min) (Figura 41).  
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6.1.27. Efeito da Bufalina na Caliurese 
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Figura 42. Efeito da bufalina nas concentrações de 1, 3 e 10µM e seu efeito quando 

associado a um bloqueador de src-quinase (PP2) na caliurese. Teste Anova seguido de 

Dunnet, *p<0,05 vs. DMSO; #p < 0,05 vs. BUF10. 

 
 

A BUF aumentou a excreção de potássio logo no primeiro tempo (60min) de 

medida após adição da mesma ao sistema de perfusão. Apenas aos 60min, as 

concentrações 1µM (**K60= 1,31 + 0,14), 3µM (***K60= 1,51 + 0,19 ) e 10µM (***K60= 1,89 

+ 0,07) aumentaram a caliurese significativamente em relação ao grupo controle DMSO 

(K60= 1,03 + 0,12). Aos 90 e 120min, as concentrações 3µM (***K90= 2,95 + 0,09; ***K120= 

4,09 + 0,09) e 10µM (***K90= 4,08 + 0,45; ***K120= 4,75 + 0,15) aumentaram a caliurese 

significativamente quando comparado ao grupo controle DMSO (K90= 0,93 + 0,08; K120= 

0,95 + 0,09), além de demonstrar uma relação dose-resposta. Em relação ao PP2 tempos 

(###K60= 1,35 + 0,03; ###K90= 1,35 + 0,04; ###K120= 1,25 + 0,05), este bloqueou a resposta de 

excreção de potássio significativamente em todos os quando comparado ao controle 

interno BUF10 (K60= 1,89 + 0,07; K90= 4,08 + 0,45; K120= 4,75 + 0,15) (Figura 42). 

 

 

 

 

 



 86

 

6.1.28. Efeito da Marinobufagina na Caliurese 
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Figura 43. Efeito da marinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na caliurese. Teste 

Anova seguido de Dunnet. 

 

A MBG, mesmo após a sua adição ao sistema de perfusão, não manifestou 

atividade significativa sob a caliurese em nenhuma das concentrações administradas (1, 3 e 

10µM) em qualquer tempo do experimento (60, 90 e 120min) quando comparada ao grupo 

controle DMSO (Figura 43). 
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6.1.29. Efeito da Ouabaína na Caliurese 
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Figura 44. Efeito da ouabaína nas concentrações de 1, 3 e 10µM na caliurese. Teste Anova 

seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. DMSO. 

 

A OUA manifestou atividade significativa na excreção de potássio renal apenas no 

último tempo de experimento (120min) e na sua concentração máxima de 10µM (***K120= 

1,36 + 0,27) quando comparado ao grupo controle DMSO (K120= 0,95 + 0,09) (Figura 44).   
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6.1.30. Efeito da Telocinobufagina na Caliurese 
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Figura 45. Efeito da telocinobufagina nas concentrações de 1, 3 e 10µM na caliurese. 

Teste Anova seguido de Dunnet, *p < 0,05 vs. DMSO. 

 

A TBG aumentou a excreção de potássio somente a partir do segundo tempo de 

observação (90min) de medida após adição da mesma ao sistema de perfusão. Aos 60min, 

a concentração de 3µM (***K60= 0,78 + 0,03) diminuiu significativamente em relação ao 

grupo controle DMSO (K60= 1,03 + 0,12). Essa mesma concentração aumentou a caliurese 

significativamente apenas aos 120min (**K120= 1,24 + 0,08), enquanto a concentração 

máxima de 10µM (***K90= 1,17 + 0,08; ***K120= 1,83 + 0,16) aumentou significativamente 

em relação ao grupo controle significativamente em relação ao grupo controle DMSO 

(K90= 0,93 + 0,08; K120= 0,95 + 0,09). A relação tempo-dependente é melhor observada na 

concentração de 10µM nos dois últimos tempos de observação experimental (Figura 45).  
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6.1.31. Comparação do Efeito dos Hormônios Cardiotônicos na Caliurese 
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Figura 46. Efeito da bufalina, marinobufagina, ouabaína e telocinobufagina (10µM) na 

caliurese. Teste Anova seguido de Bonferroni. Letras iguais: não há diferença significativa; 

letras diferentes: há diferença significativa (a e c, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 

  

A BUF aumentou a caliurese significativamente em relação aos demais HEA nos 

três tempos de experimento. Aos 60min, aumentou significativamente a excreção de 

potássio renal em relação à MBG (***p < 0,001), OUA (**p < 0,01) e TBG (**p < 0,01). 

Aos 90 e 120min, este hormônio continuou aumentando significativamente em relação aos 

demais (***p < 0,001). A telocinobufagina, aos 120min, sobrepôs a caliurese 

significativamente apenas em relação à MBG (*p < 0,05) (Figura 46). 
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6.2.Sumário dos Resultados da Perfusão Renal ex vivo 

 

10μM BUF  MBG  OUA  TBG  

RFG, mL/min/g  +++  NS  +  ++  

RVR,  mmHgmLmin/g  +++  NS  +  +  

FU mL/g/min  +++ NS + ++

ENa  +++  NS  +  ++  

Ek  +++  NS  +  ++  

Quadro 1. Sumário dos Resultados: Ritmo de Filtração Glomerular (RFG), Resistência 

Vascular Renal (RVR), Fluxo Urinário (FU), Excreção de Sódio (ENa), Excreção de 

Potássio (Ek); BUF (10µM), MBG (10µM), OUA (10µM), TBG (10µM); +++ (incremento 

intenso), ++ (incremento moderado), + (incremento discreto), NS (não significativo) 
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6.3. Hemodinâmica Renal in vivo 

 

 Controle 

(n=6) 

Bufalina 

(n=8) 

Marinobufagina 

(n=8) 

PAM, mmHg 106 ± 6 129 ± 5‡ 120 ± 4* 

RVR,  mmHg/mLmin/g 19.73 ± 1.25 22.92 ± 2.68 22.20 ± 2.40 

FSR, mL/min/g 5.50 ± 0.54 6.07 ± 0.60 5.78 ± 0.54 

FPR, mLmin/g 2.96 ± 0.24 3.83 ± 0.32 2.95 ± 0.24 

RFG, mL/min/g 1.00 ± 0.13 1.15 ± 0.10 1.29 0.10* 

FF 0.34 ± 0.03 0.35 ± 0.02 0.45 ± 0.04* 

FU, µL/min/g 6.55 ± 0.72 10.80 ± 1.59† 9.76 ± 3.43 

Quadro 2. Efeito da Bufalina e Marinobufagina (100μM) sobre a Pressão Arterial Média 

(PAM), Resistência Vascular Renal (RVR), Fluxo Sanguíneo Renal (FSR), Fluxo 

Plasmático Renal (FPR), Ritmo de Filtração Glomerular (RFG), Fração de Filtração (FF) e 

Fluxo Urinário (FU). Valores apresentados como média ± SEM. *p < 0.05, † p < 0.01, ‡ p 

< 0.001 vs. Controle (Student-Newman-Keuls). 
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7. Discussão 
 

Os esteróides cardiotônicos da adrenal são conhecidos por modular o metabolismo 

de sódio e água (KOMIYANA et al., 2005). Estes hormônios esteróides contribuem com a 

excreção de sódio sob condições de sobrecarga de sal devido a sua propriedade 

natriurética. Essa atividade natriurética está relacionada com a inibição da isoforma α1 da 

NKA renal, resultando assim na diminuição de transporte de sódio do fluido tubular para o 

capilar peritubular (BAGROV et al., 1995).  

Estudos que avaliam o efeito dos hormônios cardiotônicos utilizando abordagens in 

vitro e in vivo se fundamentam na comparação do comportamento fisiológico em ambas as 

situações, enquanto que no primeiro os dados resultantes são oriundos de um sistema 

fechado e isolado e no segundo, os dados obtidos são produtos da interação de todos os 

sistemas juntos, conhecido por cross-talk. A infusão sistêmica de esteróides inibidores da 

NKA, por exemplo, produz grande incremento dos níveis séricos de noradrenalina 

(NECHAY, et al., 1981). Outro estudo que mostra importante “cross-talk” entre os 

bufodienolídeos e outros sistemas de regulação é a relação entre PAN e MBG relatado por 

Fedorova & colaboradores (2006). O PAN, por um mecanismo dependente de GMPc, 

desfosforila a NKA do sarcolema vascular e reduz a sensibilidade à MBG. Na medula 

renal, o PAN produz um efeito contrário, isto é, provoca a fosforilação da NKA e 

sensibiliza a mesma aos efeitos inibitórios da MBG. Este mecanismo pode ser importante 

como um “gatilho” para sensibilizar o rim a responder aos HEA em condições de 

sobrecarga de volume. Por outro lado, a BUF infundida em ratos em dose que não altera a 

diurese ou natriurese é capaz de incrementar a resposta natriurética da Ang II (BROWLEE, 

LEE & MILLS, 1987). Portanto, em virtude da possibilidade de interação entre os 

sistemas, estudos in vitro que investiguem a ação isolada da BUF são importantes. 

Os relatos sobre o efeito diurético, natriurético e caliuréticos dos esteróides 

cardiotônicos são contraditórios com estudos mostrando resultados conflitantes. O estudo 

de seus efeitos na fisiologia renal é dificultado pelo grande número de efeitos sistêmicos 

principalmente no sistema cardiovascular e renal que dificultam a avaliação direta de seus 

efeitos próprios no rim. 

Em nossos estudos, verificamos um aumento da RFG em rim de rato perfundido, 

resultado diferente do observado in vivo relacionado à infusão de BUF, a qual não 

aumentou o RFG em ovelhas (YATES & MACDOUGALL, 1993). Essas observações 
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parecem divergir da hipótese central de que a hipertensão em longo prazo induzida pelo 

aumento do débito cardíaco ou resistência periférica não pode ser sustentada sem prejuízos 

na capacidade excretória renal (PATEL et al., 1996). De acordo com Guyton et al. (1980) 

& Hall et al. (1986 e 1996) , aumentos na pressão arterial normalmente elevam a excreção 

de sódio renal até a pressão arterial retornar ao estado de origem. Dessa forma, aumentos 

na pressão sanguínea que não estejam associados com o aumento da capacidade excretória 

renal poderia causar hipertensão crônica.  

Por outro lado, Patel et al. (1996) relataram que a BUF não tem efeito sobre o RFG, 

FU e natriurese em ratos machos Sprague-Dawley recebendo infusão intravenosa de BUF 

(10µg/min por 40 min). A inibição da NKA vascular que resulta em prejuízos na regulação 

da hemodinâmica renal e natriurese pressórica poderia ser a explicação para resultados 

negativos como este, desde que o FSR fosse mais baixo em ratos tratados com BUF que 

ratos controle. Patel et al. (1996) ainda sugerem que a BUF não prejudica sozinha a auto 

regulação do FSR e o RFG, porém, pode diminuir estes parâmetros estudados da função 

renal. 

Os dados são conflitantes, pois em estudos com BUF, o elemento mais examinado 

por induzir um aumento agudo e sustentado na pressão sanguínea, reduz o fluxo sanguíneo 

renal (FSR) em cachorros (ELIADES et al., 1991; PAMNANI et al., 1991b). Os efeitos no 

fluxo urinário e excreção de sódio não se alteraram ou aumentaram em ratos e não se 

alteraram em cachorros durante a infusão (ELIADES et al., 1989; ELIADES et al., 1991; 

PAMNANI et al., 1991b). 

Embora estudos de Tamaki et al., (1986) mostrem que a BUF aumenta 

significativamente a RVR e prejudica a regulação do FSR e RFG, com conseqüente 

diminuição na natriurese pressórica e diurese em ratos, nossos achados os contradizem, 

pelo menos no que diz respeito aos prejuízos relacionado ao RFG. Corroboram com esta 

hipótese os trabalhos de Browlee et al. (1987) e Eliades et al. (1989), nos quais os efeitos 

diuréticos e natriuréticos dependam de incremento no RFG. A BUF infundida em ratos em 

dose que não altera a diurese ou natriurese é capaz de incrementar a resposta natriurética e 

diurética da angiotensina (BROWLEE, LEE & MILLS, 1987) 

Pamnani & colaboradores (1991) infundiram BUF em taxas crescentes em ratos e 

observaram aumento de inotropismo cardíaco, freqüência cardíaca e pressão arterial. Estes 

efeitos foram acompanhados do aumento da diurese e da carga excretada de sódio e 

potássio. Os efeitos renais destes esteróides no estudo de Pamnani devem ser 

possivelmente secundários ao aumento do debito cardíaco e pressão de perfusão renal. 
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Contudo, outra explicação é de que a BUF tem um largo efeito diurético em uma 

concentração cinco vezes maior que aquela in vitro para inibição da enzima. Uma estreita 

correlação entre efeito inibitório da NKA renal in vitro e efeito diurético direto ex vivo em 

rim perfundido foi observado, desde que ambas as drogas tenham potência similar para a 

inibição da NKA do rim de ratos in vitro em condições experimentais idênticas (POÇAS et 

al., 2003, 2007).  

Usando um modelo de rim de rato perfundido isolado, mostramos que a adição de 

BUF ao perfusato exerce efeitos profundos na diurese e na natriurese, pelo menos quando 

usado nas concentrações de 3 e 10µM.  Resultados qualitativos semelhantes foram obtidos 

por Brownlee et al. (1987) após infusão intravenosa de BUF em ratos que estavam sob 

sobrecarga de sal. Contudo, os efeitos natriuréticos observados em nosso estudo foram 

mais surpreendentes do que os outros autores, talvez porque perfundimos o rim em um 

sistema fechado sem intervenção do metabolismo hepático. Pamnani et al. (1991) também 

observaram que a infusão de BUF produz uma excreção muito maior de urina e sódio que a 

OUA, quando administrados em ratos em dose equimolar, o que corrobora com os nossos 

achados. Talvez este fenômeno se deva ao fato da BUF ter maior afinidade pela isoforma 

renal que a OUA como relatado por Pamnany & colaboradores (1991). Além disso, o largo 

efeito da BUF (tempo-dose-dependente) nos parâmetros estudados poderia ser justificado, 

provavelmente, à não ocorrência do metabolismo deste hormônio ou ainda um 

metabolismo lentificado.      

O provável mecanismo molecular do efeito natriurético da BUF no modelo presente 

é a ativação da NKA do sinalossoma ligada a src-quinase. Os glicosídeos cardíacos 

também podem diminuir a reabsorção de sódio como consequência da diminuição da 

atividade e expressão da isoforma do trocador Na+/H+ (NHE3) (PIERRE & XIE, 2006). 

Isto é reforçado pelo fato do bloqueador seletivo src-quinase, PP-2 (LI et al., 2009) 

bloquear completamente todos os efeitos glomerulares e tubulares evocados por BUF em 

rim de rato perfundido. 

O uso do PP2 mostrou que a sinalização da BUF na membrana basolateral ocorre 

tanto pela via ionotrópica como pela metabotrópica via src-quinase. A via metabotrópica 

pode ser reconhecida como uma sinalização mais duradoura que a ionotrópica, já que esta 

última está presente na membrana na NKA e pode se ligar e desligar aos HEC, enquanto a 

outra via, ao se ligar com os HEC se internalizam na célula tubular inibindo por um prazo 

maior a NKA renal. 
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Em nossos ratos Wistar, a MBG (1, 3 e 10µM) não modificou os parâmetros 

estudados da função renal. Segundo Fedorova et al., (1998), in vitro a MBG é um potente 

vasoconstritor e inibidor da NKA  e na aorta de ratos exibem grande afinidade para a 

subunidade α1 da NKA do que a OUA. Isto poderia se associar a falta da inibição da 

atividade da NKA renal in vitro, quando comparados à BUF (dados não mostrados). 

O grupo de Bagrov & colaboradores (1995 e 1998), Fridman et al. (2002) e 

Fedorova et al. (2002) tem sugerido que a MBG é o mais importante HEA baseado em 

identificação por imunoensaio e nos ensaios básicos e clínicos que realizaram utilizando o 

termo “reatividade imunológica similar a MBG” para se referir ao esteróide. No entanto, 

vários grupos têm questionado a real natureza do material referido como MBG por este 

grupo. Parte da dúvida se baseia na grande semelhança química entre vários destes 

hormônios esteróides como a 19-norBUF, MBG, proscilaridina A e BUF.  

Um estudo recente, por exemplo, identificou reação cruzada de um anticorpo anti-

BUF com vários bufodienolídeos (ODA et al., 2001). Diferenças estruturais muito sutis 

como um ou dois hidrogênios não são suficientes para construir um epítopo suficiente para 

garantir especificidade para MBG e, portanto, os dados sobre os prováveis efeitos 

natriuréticos da MBG são questionáveis em relação à natureza do verdadeiro agente 

natriurético. 

A estrutura química de nossos bufodienolídeos foi identificada por dois químicos 

experientes em centros diferentes (Universidade Federal do Ceará e Universidade do Rio 

de Janeiro), de tal maneira que podemos dizer que a MBG não tem atividade natriurética e 

diurética na faixa de concentração e nas condições experimentais utilizados. 

A MBG não apresentou efeito agudo em nossos estudos, mas pode ter um efeito 

natriurético após exposição crônica tanto pelo aumento da internalização da NKA como 

pela recém descrita capacidade de diminuir a atividade o receptor de membrana para o 

mineralocorticóide aldosterona. Este receptor é importante, pois regula a expressão da 

NKA no néfron distal e a expressão do canal epitelial de sódio (ENaC) na membrana 

apical, um dos principais responsáveis pela reabsorção de sódio no túbulo distal (SMITH et 

al., 2007). Essa diferença, segundo Pmnani et al. (1991) se baseia no fato de a MBG ter 

uma menor afinidade, aproximadamente 10 a 20 vezes, pelo receptor da NKA que a BUF. 

A configuração estrutural diferente da MBG e BUF provavelmente explique essa diferença 

de afinidade. Outra dúvida permeia sobre a MBG, que é a possibilidade da mesma gerar 

um metabólito em nível sistêmico, no qual só é possível observar nos resultados in vivo, 

que por sua vez demonstram resultados acentuados da MBG na função renal. 
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Em relação à OUA, esta tem grande efeito natriurético quando administrado in vivo 

em cachorros e este efeito é correlacionado com inibição da atividade enzimática da NKA 

(HOOK, 1969; TORRENTI et al., 1972). 

Resultados encontrados por nosso grupo na adição aguda de OUA (1, 3 e 10µM) ao 

perfusato corroboram Tamaki et al., (1986), o qual demonstraram que a infusão aguda de 

OUA intra-renal prejudica tanto o FSR e RFG em cachorros à nossa semelhança, que 

mesmo em ratos, demonstramos que a OUA produz efeitos negativos sobre o RFG. 

Levando em consideração que a OUA diferentemente dos bufodienolídeos é hidrossolúvel 

e, portanto, este hormônio pode ser excretado mais facilmente e assim diminuir sua 

atividade enquanto inibidora da NKA. Além do mais, a OUA tem afinidade de ligação com 

a albumina, o que pode, em estudos ex vivo, ser excretada em grande parte ligada a 

proteína, o que não ocorre em situações in vivo, a qual não há passagem de proteínas para o 

filtrado glomerular, podendo-se assim, avaliar a ação in locu da OUA.  

Em outro estudo, a infusão de OUA (5, 10 ou 20µg/min) na artéria renal de ratos 

por 30min produziu uma natriurese e diurese dose-dependente sem induzir mudanças 

significativas no RFG ou na pressão arterial sistêmica (HOOK, 1969). Este efeito foi 

acompanhado de inibição da atividade enzimática da NKA. 

Nossos dados mostram que tanto BUF quanto TBG que têm sido identificados no 

plasma e urina de paciente humanos (ODA et al., 2001; KOMIYAMA et al., 2005) têm 

grande efeito diurético e natriurético e que o efeito da TBG não seja completamente 

dependente de incremento na RVR ou incremento do RFG, embora a adição aguda de TBG 

ao perfusato em ratos feita no nosso laboratório mostre como resultado uma ação no 

aumento em todos os índices de estudo renal, como RFG, RVR, FU, natriurese e caliurese.  

Alguns autores sugerem que a MBG seja um metabólito da TBG e demonstram que 

os níveis de TBG plasmática sejam maiores que a MBG (KOMIYAMA et al., 2005), logo 

se pode interpretar que os efeitos da TBG nos parâmetros renais sejam mais potentes que a 

MBG. Por outro lado, a potência de ambos os hormônios pode estar associada à sua 

configuração estrutural. A MBG tem uma estrutura mais compacta que a TBG, logo essa 

diferença influencia na ligação desses hormônios à bomba. 

Os efeitos dos bufodienolídeos de uma forma geral devem ser avaliados levando em 

consideração a sua interação com outros elementos presentes no ser estudado. Shal et al., 

2009 relatam que níveis circulantes aumentados de Ang II, estimulam a secreção de OUA 

pelo tecido adrenal, que por conseguinte, a alta afinidade deste hormônio com a NKA 

adrenal favorece a sua ligação, culminando assim na inibição do transporte de sódio e 
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diminuindo sua auto produção pela adrenal. Em resposta a esta situação, mais Ang II é 

formada e consequentemente aldosterona, o que aumenta a reabsorção de sódio pelo tecido 

renal. Laredo et al. (1997), também concordam com as observações de Shal et al. (2009), 

no qual diz que níveis de níveis séricos  aumentados de OUA pode ampliar os efeitos da 

aldosterona que pode repercutir criticamente na manutenção do tônus vascular e na pressão 

sanguínea. 

A subunidade α1 da NKA é o receptor dos esteróides da adrenal. O efeito deste 

hormônio depende da sensibilidade destes receptores aos ligantes. O aumento da 

sensibilidade destes receptores por técnicas de genética molecular desenvolveu 

camundongos com resposta natriurética aumentada à sobrecarga salina (LOREAUX et al., 

2008). 

Estes hormônios esteróides endógenos podem estar implicadas na patogênese da 

hipertensão associada a baixos níveis de renina e pré-eclâmpsia (HADDY & OVERBECK, 

1976; BAUSTEIN,1977; PUSCHETT, 2008) e portanto o entendimento de seus efeitos na 

fisiologia renal e como seus receptores são regulados pode ser a chave para a compreensão 

das falhas deste sistema que contribuem para a hipertensão  pré-eclâmpsia. 

Os comentários sobre os resultados de correlação dos parâmetros que estudam a 

função renal podem levantar algumas proposições que ajudam no reconhecimento 

particular da atividade dos HEA no rim perfundido ex vivo. O FU se correlaciona bem com 

o RFG e RVR quando a BUF é adicionada ao perfusato, sugerindo que seu alvo de ação 

acontece em nível glomerular com forte inibição da NKA renal. Além do mais, o aumento 

da resistência (constrição), como demonstrado em nossos dados, provavelmente, foi mais 

acentuado na arteríola eferente que na aferente, pois se o aumento da RVR fosse mais 

acentuado na arteríola aferente, ocorreria diminuição do FSR e conseqüente queda do 

RFG, diferente do que foi observado em nossos resultados. Além do mais, o provável 

aumento da constrição da arteríola eferente pode não ser causada apenas pela BUF por si 

só, mas por um mecanismo indireto causado pela endotelina. Segundo Lanese et al. (1992) 

e Endlich et al. (1996), a arteríola aferente são menos responsivas à endotelina quando 

comparadas à arteríola eferente, o que provavelmente justifica o evento outrora explicado. 

No entanto, ainda não está bem elucidada a correlação entre os HEA e a endotelina 

(SAUNDERS & SCHEINER-BOBIS, 2004). Além disso, o aumento da resistência 

provocada pelo aumento da BUF e dos demais hormônios avaliados neste estudo pode 

estar relacionada à fisiologia dos trocadores (NKA/Na-Ca) e seus efeitos na ação contrátil 

do músculo liso com consequente aumento na RVR. Esses dois trocadores, embora 
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diferentes no tipo de transporte, agem em conjunto na manutenção do equilíbrio iônico 

intra e extracelular ou luminal. A NKA ao utilizar o transporte ativo, diminui a 

concentração intracelular de sódio e o trocador Na-Ca, por transporte passivo, permite a 

entrada de sódio no meio intracelular com conseqüente saída de cálcio. No entanto, quando 

a BUF inibe a NKA em nível dos capilares glomerulares e nas arteríolas, há um aumento 

da concentração de sódio intracelular, o que provoca uma reversão do trocador Na-Ca com 

aumento da entrada de cálcio intracelular o que facilita a vasoconstrição e conseqüente 

aumento da RVR.  

A OUA também se correlacionou bem com a RVR, levantando a possibilidade de o 

seu efeito acontecer secundariamente à alterações glomerulares. No entanto, o aumento no 

RFG promovido pela adição de OUA foi bastante atenuado, o que sugere a existência de 

sítios de ação tubulares que justifiquem o acentuado efeito natriurético e diurético 

observado. Por outro lado, a OUA parece se conjugar à albumina e talvez por esse motivo 

o efeito da OUA não se mostrou tão acentuado como os demais hormônios. Corroborando 

essa suposição, Smith (1972) em seus estudos descreveu a imunização de coelhos com 

albumina de soro humano quando submetidos à OUA, assim como Ciofalo & Ashe (1971), 

que observaram que a conjugação de OUA à albumina de soro bovino parece ser protetora 

à doses letais de OUA em coelhos. 

 Como mencionado anteriormente, a TBG não mostrou correlação entre o FU e o 

RFG e RVR, sugerindo que sua atividade ocorra em nível tubular e independente de 

alterações glomerulares.  

Ficou claro que dos hormônios esteróides cardiotônicos estudados neste trabalho, a 

BUF é o hormônio que mais exerce efeito direto em nível renal, contribuindo para a 

excreção de sódio e indiretamente nos níveis pressóricos. Uma colaboração no 

entendimento sobre a atividade da BUF é aquela relacionada ä forma de ligação deste 

hormônio na NKA renal, a qual se verificou que a BUF se liga à estruturas chamadas de 

sinalossoma na membrana plasmática. Essas estruturas se internalizam quando ligadas a 

BUF (via metabotrópica) e por isso seu efeito na inibição da NKA fica mais exacerbado 

que aquela ligação superficial na membrana plasmática (via ionotrópica) A questão, ainda 

é saber por qual mecanismo exato esse hormônio atua com mais eficiência em detrimento 

dos demais. Alguns fatores talvez contribuam para os resultados encontrados neste 

trabalho, in vitro, como por exemplo a quantidade dos hormônios administrados e a 

facilidade do acesso direto desses hormônios à artéria renal, o que não acontece em 

potencial em situações in vivo. 
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A importância de trabalhos in vivo concomitantes a trabalhos in vitro nos dá a 

possibilidade de examinar o comportamento fisiológico destes hormônios levando em 

consideração a sua ação associadas aos seus aspectos interativos teciduais, bem como sua 

ação isolada sem interferência com outros hormônios e da interferência do metabolismo 

hepático. 

 Semelhante ao comentado, podemos citar a Ang II, um octapeptídeo que 

potencializa a ação dos HEA, refletindo um resultado superestimado da ação destes 

hormônios in vivo, diferentemente do que ocorre in vitro, no qual podemos verificar a 

natureza real da sua atividade. 

Elevação na pressão sanguínea também inibe a formação de Ang II e aldosterona, o 

que promove maior excreção de sódio (HALL, MIZELLE & WOODS, 1986). Embora a 

natriurese pressórica atue para estabilizar a pressão sanguínea, anormalidades na 

hemodinâmica renal ou reabsorção tubular podem alterar o controle da pressão arterial e 

excreção de sódio. Dessa forma, o acúmulo de volume aumenta a pressão sanguínea que 

por sua vez aumenta a natriurese pressórica com a finalidade de restaurar a pressão arterial 

(HALL et al., 1990). 

Mudanças na natriurese pressórica, em modelos experimentais de hipertensão (ex. 

Hipertensão de Goldblatt), podem ser causadas pelo aumento da resistência pré-

glomerular. Outra possibilidade para queda da natriurese pressórica pode ser devido à 

redução do coeficiente de filtração glomerular (kf) (OKEN, 1989). 

Ao contrário do que acontece, em muitos pacientes com hipertensão tem uma 

diminuição na taxa de atividade plasmática da renina. Isto pode ser explicado pelo aumento 

de reabsorção tubular ou pela vasoconstrição renal. Experimentalmente, esse fenômeno 

ocorre em animais DS (GUYTON, 1980). 

Além da função sobre a homeostase, os bufodienolídeos têm se mostrado 

importantes enquanto elemento anestésico, antimicrobiano (CUNHA FILHO et al., 2005),  

anti-neoplásico (KAMANO et al., 2002), indutor apoptótico (JING et al., 1994) e antiviral 

(NAKANISHI et al., 1999), além de terem sido relacionados com a inibição da produção 

de testosterona pela pituitária e testículo de ratos (WANG et al., 1997). 

Kaskin et al. (2002), mostraram que a MBG consegue penetrar na barreira capilar 

cerebral e inibir a NKA deste tecido, diminuindo os efeitos de etanol sobre o sistema 

nervoso central (SNC). Estes resultados começam a iluminar o campo da neurociência, que 

almeja manipular as alterações dos mecanismos neurobiológicos em situações abusivas de 

consumo de etanol. 
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Diante a variedade de efeitos dos HEA comentados nesse trabalho, como por 

exemplo, no SNC, sistema reprodutor masculino, tecido cardíaco, tecido renal e até no 

próprio tecido adrenal, as linhas de estudo mostram que ainda há bastante para se descobrir 

sobre esses hormônios, principalmente no que tange seu mecanismo de ação. 
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8. Conclusão 
 

8.1. Ex vivo 

• O efeito da BUF se sobrepôs a atividade dos demais hormônios em todos os 

parâmetros avaliados (RFG, RVR, FU, natriurese e caliurese); 

•  O uso do PP2 bloqueou os efeitos da BUF sobre os parâmetros de estudo renal 

(RFG, RVR, FU, natriurese e caliurese); 

• A MBG não tem ação significativa sobre os parâmetros de estudo renal (RFG, 

RVR, FU, natriurese e caliurese); 

• A OUA aumentou significativamente os parâmetros de estudo renal (RVR, FU, 

natriurese e caliurese), com exceção do RFG. 

• A TBG aumentou significativamente os parâmetros de estudo renal (RFG, RVR, 

FU, natriurese e caliurese), no entanto, com efeito menor que a BUF. 

 

8.2. In vivo 

 

• A BUF aumentou significativamente a pressão arterial média e o fluxo urinário, à 

semelhança dos resultados ex vivo; 

• A MBG aumentou significativamente a pressão arterial média, GRF e a fração de 

filtração, contrastando os resultados ex vivo.  
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9. Perspectivas  
 

Em estudos posteriores verificaremos a interação entre a atividade do NHE3 

(principal responsável pela reabsorção de sódio através da membrana apical de túbulo 

proximal renal) e a inibição da NKA pelos HEA. Avaliaremos o nível de fosforilação tanto 

do permutador NHE3 como da bomba de sódio, já que importante mecanismo de regulação 

da função destes transportadores se faz por fosforilação.  

Investigaremos também se a PP2 é capaz de inibir a via metabotrópica, assim como 

no tecido renal, no tecido cardíaco, além de verificar o papel da PP2 no efeito diurético e 

natriurético de TBG e OUA. 

Avaliaremos também qual seria o efeito de sobrecarga salina no nível dos HEA e na 

atividade da NKA no tecido renal e vascular, além do mecanismo de ação de sinalização 

dos mesmos na atividade de NKA, tanto na função renal quanto na vasculatura, na resposta 

às doses que não provocam diurese in vitro, mas sim in vivo, já que os mecanismos 

adaptativos devem operar apenas quando a necessidade de incrementar a excreção de sódio 

pela sobrecarga na dieta ou pelo acúmulo (por insuficiência cardíaca, por exemplo) estão 

presentes. Por exemplo, a uroguanilina, hormônio natriurético intestinal, atua como 

diurético em níveis de centena de nanomol no rim de animais controle, mas seu efeito é 

aumentado em animais que sofreram sobrecarga de sódio (FONTELES et al., 2009). 

Verificaremos também a participação da PP2 no efeito de TBG e OUA, bem como 

o efeito de sobrecarga salina na sensibilidade renal a estes hormônios, assim como a 

interação destes com outros sistemas natriuréticos como atriopeptinas, urodilatina, 

bradicinina e guanilinas. 

Diante os cross-talks que já são claros na literatura cientifica, nossos resultados 

sugeriram a ocorrência de novas interações entre os hormônios, no entanto, uma nova 

dúvida se faz presente e, portanto, tentaremos elucidar; se a MBG não atua como 

antagonista para os outros hormônios como BUF e TBG.  
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Anexo – Parecer do Comitê de Ética 
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Anexo 2 – Método de Diluição da Urina 
 
 
DIURESE                        DILUIÇÃO 
 INULINA PAH 

0,0010 40X 10X 
0,0015 40X 10X 
0,0017 40X 10X 
0,0020 30X 8X 
0,0022 30X 8X 
0,0025 25X 6X 
0,0027 25X 6X 
0,0030 20X 6X 
0,0032 20X 6X 
0,0035 20X 6X 
0,0037 20X 6X 
0,0040 15X 5X 
0,0042 15X 5X 
0,0045 15X 5X 
0,0050 15X 5X 
0,0055 10X 4X 
0,0060 10X 4X 
0,0065 10X 4X 
0,0070 10X 4X 
0,0075 10X 4X 

Quadro 3. Diluição da Urina 
 
Obs.: 
INULINA PAH 
10X – 1mL:10mL 2X – 1mL:2Ml 
15X – 1mL:15mL 4X – 1mL:4Ml 
20X – 0,5mL:10mL 6X – 1mL:6mL 
25X – 1mL:25mL 8X – 1mL:8Ml 
30X – 0,5mL:15mL 10X – 1mL:10mL 
40X – 0,25mL:10mL  

 
Plasma 
Velocidade Rápida: 10mL/Kg/h 
Velocidade Lenta: 1mL/Kg/h  
 
Inulina 
Velocidade: 1,2mL/h 
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