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RESUMO

Objetivo: Nesse trabalho, foram investigados os efeitos do extrato bruto das raizes
da Ampelozizyphus amazonicus Ducke (EBaip), bem como das saponinas dele
isoladas (SAPaap), sobre a fungdo renal em ratos e 0s possiveis mecanismos
envolvidos nesses efeitos.

Materiais e métodos: A volemia de ratos Wistar (250-350g) foi expandida com
NaCl 0,9% (4% do peso corporal) na auséncia ou presenga de doses variaveis de
EBaap ou SAPa,p administradas por gavagem. Os ratos foram individualmente
colocados em gaiolas metabdlicas e o fluxo urinario (FU) foi medido a cada 30 min,
durante 3 h. O efeito das SAPaap (50 mg/kg), 90 ou 60 min apds a gavagem, também
foi investigado sobre os seguintes parametros: RFG (“clearance” de creatinina), Na*
e K' (fotometria de chama), osmolalidade (osmometria de congelamento),
conteudos plasmatico e atrial de PNA e de urodilatina urinaria (RIE). Além disso,
ap6s tratamento com SAPasp, 0s rins foram removidos para posterior analise
morfoldgica e determinagéo de atividades de ATPases (Na* ATPase e (Na'+ K*)-
ATPase).

Resultados: Ao contrario do Eaap, que aumentou a diurese, as SAPasp reduziram o
FU de forma dose-dependente. As SAPa.p (50 mg/kg) reduziram, o FU, de 371,3
(CTL) para 155,6 ml.min (area sob a curva) (p< 0,05). As SAPasp ainda tornaram o
Ch0 mais negativo (-5,56 £+ 0,45 vs -3,21 = 0,73 ml/min, no CTL) (p=0,025),
aumentaram as fragbes de excregédo de Na* (2,17+ 0,43 vs 1,01 + 0,27%, no CTL)
(p=0,048) e de K" (131,5 = 17,5 vs 60,1 + 20,0%, no CTL) (p=0,028), aumentaram a
atividade da Na* ATPase (25,0 + 5,9, CTL, vs 52,7 + 8,9 nmolPi x mg™'x min™,
p=0,049) e diminuiram a urodilatina na urina (792 £ 132, CTL, vs 299 + 88 pg/mL,
p=0,01).

Concluséo: As SAPa,p reduzem o fluxo urinario, provavelmente por aumentar a
reabsor¢céo de agua nos tubulos renais. Esse efeito antidiurético das SAPa.p pode
ser devido a um aumento na atividade renal das ATPases renais e/ou a uma

diminui¢cdo na sintese de urodilatina renal.
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ABSTRACT

Objective: In this study, we have investigated the effect of crude extract of roots of
Ampelozizyphus amazonicus Ducke (CEaap) and of saponins isolated from CEaap
(SAPaap), on renal function in rats as well as possible mechanisms SAPasp effects
occur.

Materials and Methods: Wistar rats (250-350g) were volume expanded with 0.9%
NaCl (4% of body weight) in the absence and presence of CEaap or SAPaap given by
gavage. Rats were individually housed in metabolic cages and urine flow (UF) was
measured every 30 min throughout the experiment (3 h). SAPasp (50 mg/kg) effect,
90 or 60 min after gavage, also was investigated on the following parameters: GFR
(creatinin clearance), Na* e K' (flame photometer), osmolality (freezer point
osmometry), plasma and atrial content of ANP and urinary  urodilatin (RIA). In
addition, after SAPaap treatment, kidneys were removed for further morphological
analysis and determination of ATPases (Na* ATPase e (Na'+ K*)-ATPase) activities.
Results: Contrarily to CEaap, Which increased diuresis, SAPa,p reduced UF in a
dose-dependent manner. SAPaap (50 mg/kg) reduced UF from 371.3 (CTL) to 155.6
ml.min (area under curve) (p< 0.05). SAPaap also became Cy,c more negative (-5.56
+ 0.45 vs -3.21 £ 0.73 ml/min, CTL) (p = 0.025), increased fractional excretion of
Na® (2.17+ 0.43 vs 1.01 £ 0.27%, CTL) (p=0.048) and of K* (131.5 + 17.5 vs 60.1
20.0%, CTL) (p=0.028), increased Na® ATPase activity (25.0 + 5.9, CTL, vs 52.7 +
8.9 nmolPi x mg'x min™, p=0.049) and decreased urinary urodilatin (792 + 132,
CTL, vs 299 + 88 pg/ml, p=0.01).

Conclusion: SAPa.p may reduce UF by increasing water reabsorption in renal
tubules. Antidiuretic effect of SAPa.p may be due to an increase in renal activities of

ATPases and/or a decrease in renal urodilatin.
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1. INTRODUCAO

1.1 FORMACAO DE URINA I: TRANSPORTE DE Na* E K*

O processo de formagao de urina inicia-se com a filtracao glomerular de cerca
de 25% do plasma que atinge o rim. Esse processo, que promove a passagem de
um ultrafiltrado dos capilares glomerulares para o interior dos tubulos renais, é
dependente de propriedades glomerulares como coeficiente de permeabilidade,
area filtrante, diferenca de pressao hidrostatica entre capilar glomerular e capsula de
Bowman e da presséo oncdtica intracapilar. Assim, qualquer fator que afete alguma
dessas propriedades ira interferir na filtracdo glomerular e, consequentemente, na
producdo de urina (Eaton and Pooler, 2004).. Entre esses fatores incluem-se
alteragao na perfusao renal, alteragao morfolégica do glomérulo, redu¢cado da massa
renal, isquemia renal, feedback justaglomerular, agentes diuréticos, horménios,
hiperfiltracdo apds administracdo de substancias osmoticamente ativa, entre outros
(FLECK, 1999). O processo de formagao de urina ainda envolve a reabsor¢do do
ultrafiltrado da luz tubular para o espaco peritubular e a secrecao de substancias do
espaco peritubular para luz tubular. Esses dois processos sdo fundamentais na
determinagao da composigao e volume finais da urina.

A reabsorgao e secrecdo ao longo dos diferentes segmentos do néfron podem
ser feitas através de transporte passivo ou ativo. No transporte passivo ndo ha gasto
de energia e o0 movimento das substancias, através das células epiteliais do néfron,
obedece a forgas fisicas como gradiente eletroquimico, pressdo hidrostatica e
diferenca de potencial elétrico.

O transporte ativo de uma substancia se faz contra um gradiente elétrico, quimico
ou ainda eletroquimico e, assim, requer gasto de energia. Nas células epiteliais dos
tubulos renais, essa energia é suprida por enzimas ou bombas, denominadas
ATPases, que utilizam diretamente a energia liberada pela hidrélise do ATP para
promover o transporte (transporte ativo primario). Além disso, a energia liberada
pelas ATPases, para o transporte de um ion, pode induzir um gradiente
eletroquimico que facilita o movimento desse ion a favor do gradiente gerado

(transporte ativo secundario). Assim, essas bombas s&o fundamentais para o
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transporte de ions e moléculas através do tubulo e, qualquer alteragcao na atividade
ou expressao dessas bombas influenciam diretamente o transporte dessas
substancias. Isto resulta em alteracdo da composi¢cdo e do volume de urina. Essas
ATPases estao localizadas principalmente na membrana basolateral do tubulo renal,
que esta em contato direto com o espaco intercelular e os capilares peritubulares
(VALTIN & SCHAFFER, 1995; SEGURO et al.,, 2003). As principais ATPases
localizadas na membrana basolateral sdo a (Na* + K*) ATPase e a Na* ATPase.

A (Na® + K*) ATPase ¢ uma enzima pertencente a classe das ATPases do
Tipo — P, que utilizam da energia gerada pela hidrolise de uma molécula de ATP
para transportar, contra um potencial eletroquimico, trés ions Na* para fora da célula
e dois ions K* para o interior celular, estabelecendo e mantendo um meio intracelular
com altas concentragbes de K* e baixa de Na*. A (Na® + K') ATPase é um
heterodimero composto por subunidades a e R. A subunidade o € uma proteina
transmembrana que contém, aproximadamente, 1000 residuos de aminoacidos e &
responsavel pelas propriedades cataliticas e transportadoras da enzima. Nessa
subunidade estdo localizados os sitios de ligagdo dos cations, ATP e ouabaina
(LINGREL & KUNTZWELLER, 1994; MERCER, 1993). A (Na" + K') ATPase é&,
especificamente, inibida por glicosideos cardiotbnicos sendo, a ouabaina, o
glicosideo mais utilizado. No rim, a (Na* + K*) ATPase esta localizada na membrana
basolateral das células dos tubulos renais e tem um papel importante na reabsorcao
de Na* e agua (BLANCO & MERCER, 1998).

A subunidade 3 é um polipeptidio glicosilado, que possui cerca de 310
residuos de aminoacidos e atravessa a membrana plasmatica apenas uma vez.
Acredita—se que essa subunidade seja importante para a afinidade da enzima pelo
K" e Na' e pela ouabaina, além de servir como molécula de adesdo em células
nervosas (EAKLE et al., 1994; EAKLE et al., 1995).

Ha ainda uma terceira subunidade, denominada vy, que € um polipeptideo de
pequeno peso molecular (8000 — 14000 Da). Estudos demonstraram que essa
subunidade pode estar envolvida na estabilizagdo da conformagdo E1 da (Na* + K)
ATPase (THERIEN et al., 1997).

Assim como outras proteinas, a (Na* + K*) ATPase é expressa em diferentes

células e tecidos de diferentes organismos, sob a forma de diferentes isoenzimas
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(proteinas que catalisam a mesma reagéo). A expressdo de isoenzimas da (Na* +
K') ATPase esta estritamente ligada as diferentes condigbes fisioldgicas e/ou
patologicas do organismo. Por exemplo, durante o desenvolvimento, ha uma
mudanca relativa nas quantidades de isoformas nos tecidos. Horménios podem
modular a expressdo de uma determinada isoforma ou afetarem diretamente a
atividade da (Na" + K*) ATPase (EWART & KLIP, 1995).

A regulagdo da atividade da (Na* + K*) ATPase pode ser feita pela variacdo
na quantidade de enzima na membrana celular, pela mudanca no ritmo de sua
sintese ou degradacdo assim como pela mobilizagdo de vesiculas, contendo as
enzimas, para a superficie celular. A regulacdo ainda pode ser feita por alteragao
direta da bomba, quando esta ja esta presente na membrana celular, através de
fatores como concentragéo intracelular de Na*, ouabaina ou fatores que levem a um
aumento na atividade de proteinas quinases (PKA, PKC ou PKG) (BLANCO et al.,
1998).

A Na® ATPase , outra bomba presente na membrana basolateral das células
tubulares renais, transporta ions Na* acoplados a ions CI" e agua do interior das
células renais para o meio intersticial, contra um gradiente quimico. Para isso, utiliza
a energia liberada pele hidrolise do ATP (WHITTHEMBURY & PROVERBIO, 1970).
A Na’" ATPase ¢ cerca de 10 vezes menos ativa que a (Na® + K') ATPase, o que
sugere que a mesma possa estar envolvida no controle fino do transporte de Na+
nos tubulos renais (CARUSO-NEVES et al.,, 2002). Essa bomba foi, inicialmente,
descrita nas fragdes microssomais da cortex renal de cobaias (PROVERBIO et al.,
1975) e no rim de ratos (OSORE, 1979). Atualmente, a sua presenca ja foi relatada
em diferentes tecidos de diversas espécies como rato, porco, galinha, pato, iguana,
camardo, peixe e anfibios (MORETI et al., 1991).

As principais diferencas entre a Na* ATPase e a (Na* + K*) ATPase que as
tornam independentes sao:

a) A Na+ ATP é estimulada somente pelo Na* e Li * ndo sendo estimulada por
nenhum outro cation, inclusive o K, (PROVERBIO & DEL CASTILLO, 1981; DEL
CASTILO et al., 1982);

b) A Na® ATPase é insensivel & ouabaina mesmo em concentragdes superiores

a 10 mM, diferentemente da (Na* + K*) ATPase (PROVERBIO et al., 1986);
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c) A atividade da Na® ATPase é especificamente inibida pela furosemida,
trioflocina, acido etacrinico e iodeto de sodio, 0 que n&o ocorre com a (Na* +
K*) ATPase (DEL CASTILO et al., 1982; PROVERBIO et al., 1986);

d) Diferentemente da (Na® + K') ATPase, a Na® ATPase n&o ¢ digerida pela
tripsina (PROVERBIO et al., 1986);

e) Possuem diferentes parametros cinéticos quando submetidas as mesmas
condicbes de pH, temperatura e concentracdo de substratos (DEL CASTILO
et al., 1982);

f) A Na® ATPase possui menor atividade ATPasica do que a (Na™ + K*) ATPase,
possuindo cerca de 10 % da atividade ATPasica total (CARUSO-NEVES et
al., 2002.)

1.2 FORMACAO DE URINA II: PEPTIDEO NATRIURETICO ATRIAL,
URODILATINA E VASOPRESSINA

Uma série de agentes produzidos no organismo interfere no processo de
formagao de urina por atuarem, tanto na regulacdo da filtragdo glomerular, como no
transporte de eletrélitos e agua ao longo dos tubulos renais.

O horménio antidiurético (HAD), também conhecido como vasopressina, € um
horménio fundamental na manutengdo da osmolalidade plasmatica e homeostase
dos liquidos corporais. Um aumento na osmolaridade plasmatica ou reducédo do
volume circulatério efetivo estimula a secrecdo de HAD, pela hipofise posterior,
levando a um aumento na reabsor¢cao de agua e concentragcdo da urina pelos rins
retornando, a osmolalidade plasmatica e o volume extracelular, a niveis normais
(BANKIR, 2001; VERBALIS, 2003).

O ductor coletor € o principal alvo de agdo desse hormdnio no rim, onde o
HAD se liga a receptores V2, presentes na membrana basolateral das células
principais do ducto coletor, para produzir seu efeito antidiurético (INOUE et al.,
2001).

O receptor V2 é um receptor acoplado a proteina Gs localizada sobre a face
citoplasmatica da membrana das células principais dos ductos coletores. A ligagao
do HAD ao receptor V2 causa a ativacao, pela proteina Gs, da enzima adenilato

ciclase que converte o ATP intracelular em AMPc. O AMPc formado ativa a proteina



18

quinase A (PKA) intracelular que fosforila os aminoacidos serina e treonina do
dominio hidrofilico dos canais de agua denominados aquaporinas 2 (AQP2). Isso
induz a translocagao reversivel das AQP2, de vesicula-estoque intracelular, para a
membrana apical das células principais aumentando, assim, a permeabilidade dos
ductos coletores a agua (NIELSEN et al., 1995).

Além da AQP2, que é diretamente regulado pela vasopressina, outras trés
aquaporinas, AQP1, AQP3 e AQP4 estdo presentes em outros locais do néfron. A
AQP1 é constitutivamente expressa nas membranas lateral e basolateral das células
do ramo descendente da algca de henle enquanto a AQP3 e AQP4 sao
constitutivamente expressas na membrana basolateral das células principais dos
ductos coletores (INOUE et al., 2001).

Além do aumento da reabsorgdo de agua promovido pela HAD através do
aumento do numero de AQP2 na membrana apical das células tubulares, estudos
indicam que o HAD estimula canais de sdédio sensiveis a amilorida, presentes na
membrana apical das células principais dos ductos coletores (SCHAFER &
TROUTMAN, 1990).

No rim, a acdo do HAD ¢ afetada por varios fatores como endotelina, PNA,
glucagon, oxitocina e adrenomedulina (INOUE et al., 2001).

O peptideo natriurético atrial (PNA) pertence a familia dos peptideos
natriuréticos que ainda inclui o peptideo natriurético tipo B (PNB), peptideo
natriurético tipo C (PNC) e urodilatina (LEVIN et al., 1998). O PNA se caracteriza por
uma potente acdo natriurética e diurética (de BOLD, 1981). Esses peptideos ligam-
se a receptores especificos presentes na membrana plasmatica das células
denominados receptor do tipo A, receptor do tipo B e receptor do tipo C. O RPN-A e
o RPN-B sao isoformas de receptores ligados a enzima guanilato ciclase, que apds a
ligacdo do peptido ao receptor, catalisa a conversdao do GTP em guanosina 3,5-
monofosfato ciclico (GMPc) (ANAND-SRIVASTAWA et TRACHTE, 1993). O RPN-C
nao possui 0 dominio para a enzima guanilato ciclase e € caracterizado como um
receptor ligado ao “clearance” dos peptideos natriuréticos (NUSSENZVEIG et al.,
1990; FORSSMANN et al., 2001).

Entre os peptideos natriuréticos, o peptideo natriurético atrial (PNAgg-126) € 0
mais caracterizado. Esse peptideo € uma molécula formada por uma cadeia de 28

aminoacidos, originada da clivagem enzimatica da por¢ao carboxi -terminal do seu



19

precursor, 0 pro-PNA, pelas enzimas carboxipeptidase ou encefalina-convertase
(RUSKOAHO et al.,, 1986). O precursor pro-PNA é uma molécula de 126
aminoacidos (FLYNN et al., 1983), sintetizada e armazenada nos midcitos atriais
(SAKAMOTO et al., 1985) e que na sua porgado carboxi —terminal encontra-se a
forma ativa do PNAgg.126 (BELTOWSKI & WOJCICKA., 2002).

O principal local de agdao do PNAgg.126, NO rim, sdo as células principais
localizadas no segmento intramedular do ducto coletor. Estudos demonstram que o
efeito do PNA nesse segmento é mediado por receptores RPN-A levando a um
aumento nos niveis intracelulares de GMPc (KISHIMOTO et al., 1996; FORSSMANN
et al., 1998). O GMPc é o principal segundo mensageiro envolvido na inibigdo, pelo
PNA, do transporte de Na* e 4gua (BELTOWSKI & WOJCICKA, 2002). Entdo, a
propriedade natriurética e diurética do PNA é resultado da sua acao sobre diferentes
componentes envolvidos na formagdo da urina, tais como aumento do ritmo de
filtragdo glomerular (RFG) (COGAN, 1986), diminuigdo da reabsor¢édo de Na* através
da inibicao de diferentes canais e bombas enzimaticas presentes, principalmente, na
membrana luminal e basolateral do segmento medular do ducto coletor
(BELTOWSKI & WOJCICKA, 2002, CARUSO-NEVES et al., 2004) e inibicdo da
reabsor¢do de Na* e agua promovida pela vasopressina (NONOGUCHI et al., 1989)
e angiotensina Il (HARRIS et al., 1987), entre outras agdes. Como resultado final,
ocorre aumento na diurese e natriurese, fungcdes pelas quais o PNA participa da
manutengao do volume extracelular e da presséao arterial.

A urodilatina é um peptideo composto por 32 aminoacidos, primeiramente,
isolado de urina humana (SCHULZ KNAPPE, 1988). Sua molécula possui uma
sequéncia de aminoacidos idéntica a do PNA (PNAgg.126), porém, com quatro
aminoacidos adicionais na por¢do amino-terminal da sua molécula. Isto sugere que
ambos os peptideos sdo derivados do mesmo gene e do mesmo peptideo precursor,
PNA1.126, N0 entanto, na sintese de urodilatina o precursor é processado de forma
diferente que na sintese de PNA (FORSSMANN et al., 2001). Estudos tém mostrado
que a urodilatina exdégena exerce efeitos similares ao PNA nos rins, ou seja, reduz a
reabsor¢céo tubular de so6dio e agua aumentando, assim, a excregcéo renal dos
mesmos (GOETZ, 1991). Doses equimolares de urodilatina e PNA produzem
inibicdo equivalente do transporte de Na* nos ductos coletores medulares (SCHULZ

KNAPPE et al.,, 1990). No entanto, trabalhos realizados em humanos e caes
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mostram que, também em doses equimolares, a urodilatina produz efeitos
natriurético e diurético maiores que o PNA (BESTLE & BIE., 1993; HIDELBRANDT et
al.,, 1992). Provavelmente, esse efeito mais acentuado decorre de uma maior
exposicao dos receptores RPN-A a urodilatina uma vez que, ao contrario do PNA, a
urodilatina ndo ¢é metabolizada pelas endopeptidases presentes no rim
(GEGELMANN et al., 1988). Em resumo, a urodilatina € um peptideo sintetizado no
préprio rim, nos segmentos distais do néfron. Em seguida, ela é secretada no lumen
tubular e atua, de forma paracrina, sobre receptores RPN-A localizados na
membrana de células do segmento intramedular do ducto coletor inibindo a
reabsor¢cao de sodio, provavelmente, através dos mesmos mecanismos utilizados
pelo PNA (BELTOWSKI & WOJCICKA , 2002)

1.3 BREVE HISTORICO SOBRE O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

Estudos no campo da antropologia, paleontologia e arqueologia mostram que o
Homem, desde a época paleolitica, ja fazia uso de plantas ou preparagdes a base de
vegetais com fins de preservagao da vida e tratamento de enfermidades (CASTRO,
1981).

Na antiguidade, quando o Homem deixa de temer a natureza e passa a buscar
igualdade entre si e a mesma, a imortalidade passa a ser o sonho almejado. Dessa
forma, o homem fez nascer a alquimia. Segundo GOLDFARB (1988), a esséncia
vital encontrada nesta era extraida das plantas e dos animais.

Os chineses, hindus, hebreus e egipcios foram os povos que mais se
destacaram nas praticas alquimicas durante a antiguidade. O Pentsao, obra chinesa
sobre plantas medicinais, data-se de trés mil anos antes do cristianismo. O
documento mais antigo teria sido escrito pelo imperador Chen-Ming e continha 365
espécies vegetais, uma para cada dia do ano. O Papiro de Ebers, um documento
onde se encontram relatos sobre varias enfermidades e métodos de tratamento,
escrito pelos egipcios, datada de 155 a.C., possui mais de 20 metros de
comprimento incluindo referéncias a mais de 7000 substancias medicinais incluidas

em mais de 800 formulas, Dentre as substancias mencionadas nesse documento,



21

encontram-se casca de roma, 6leo de oliva, maconha, épio, canela, entre outras
(AIBORNOZ, 1980).

Podem ser citados ilustres personagens dessa época historica que
contribuiram para impulsionar a Fitoterapia. Por exemplo: Hipdcrates (4607 a 3707 a.
C.), ilustre médico grego, que aconselhava medicamentos vegetais; o filésofo grego
Teofrasto (372 a 287 a.C.) que com a sua “Historia das plantas”, deixou descrigdes
botanicas muito precisas de cerca de 455 plantas, acompanhadas de indicacbes
sobre efeitos toxicos e propriedades curativas; e Galeno, pai da farmacia, que no
século Il, publicou uma muito pormenorizada colectdnea de fitopreparagcdes
medicamentosas, chamadas ainda hoje preparagdes "galénicas". Do ponto de vista
farmacéutico, a grande linha de forga do galenismo foi a transformagao da patologia
humoral numa teoria racional e sistematica pela qual a medicina greco-romana
passou para o Ocidente cristdo, dominando a medicina e a farmacia até ao Século
XVII e mantendo ainda uma grande influéncia mesmo no século XVIII (ARBER,
1988; JONES, 1997). Destaca —se ainda no campo das plantas medicinais um grego
chamado Dioscérides, que escreveu o tratado “De Materia Medica” que representa
um marco historico no conhecimento de numerosos farmacos, muitos dos quais
ainda hoje sdo usados. Nele, se descrevem cerca de 600 produtos de origem
vegetal, animal e mineral, com indicagbes sobre o seu uso médico (ARBER, 1988).
Foi tal a projeccao da obra de Dioscorides que, tendo sido escrita no ano 78 da
nossa era, passa a ser usada, como guia de ensino, no mundo romano e no arabe,
continuando em vigor até finais da Idade Média, pois ainda no século XV, sdo feitas
copias em latim dessa obra (RIDDLE, 1985).

Na idade média, com a necessidade terapéutica de se curar a peste, foram
publicados os primeiros Herbaria, que eram compilagdes sobre plantas medicinais
que tinham por objetivo instruir monges sobre a importancia da utilizagao de vegetais
(ORLANDI & VERLOET, 1983). Nesse periodo destaca-se a figura de médico
Phillipus Aureolus Theoperastus Bombastus von Hohenheim, conhecido como
Paracelso. Nascido na aldeia de Einsiedeln, Suica, em 17 de dezembro de 1493,
Paracelso contestava o sistema polifarmacéutico galénico e possuia uma viséo
sobre a doencga que ia muito além da visdo tradicional vigente na época que,
baseada no pensamento do fildsofo Hipdcrates, acreditava que as doencas eram

causadas por mau funcionamento dos fluidos do corpo humano: sangue, catarro,
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bilis preta e bilis amarela, enquanto que o médico suico definia a saude como
equilibrio e doenga com o desequilibrio de todas as energias presentes no ser
humano, tanto no corpo fisico como espiritual. E que para essas doengas do corpo
existiam certos remédios que pudessem cura-las. Ou seja, procurava a cura das
doencas na aplicacdo de substancias quimicas. Assim, Paracelso langcou uma das
bases da Quimica Moderna e, portanto, da farmacologia e do progresso da ciéncia
médica. Utilizava-se da alquimia, para preparo dos medicamentos, além da filosofia,
astronomia e virtus como base para a cura das enfermidades. Paracelso associava
as caracteristicas exteriores de uma planta a sua fungdo e atributos medicinais.
Assim, por exemplo, folhas em forma de coragao foram recomendadas para doencas
cardiacas. Além disso, Paracelso reconhecia que a fé fortalecia a imaginacédo e
auxiliava na cura, fato atualmente conhecido como efeito placebo, no qual uma
substancia sem qualquer efeito farmacoldgico, prescrita para levar o doente a
experimentar alivio dos sintomas pelo simples fato de acreditar nas propriedades
terapéuticas do produto. Paracelso faleceu em 24 de setembro de 1541 com apenas
47 anos, deixando um legado de obras escritas e ensinamentos que compdem o que
atualmente é chamado de medicina experimental (RIDDLE, 1985; PARACELSO,
2005).

Na idade moderna, o uso das plantas, como fonte terapéutica, pode ser dividido
em trés periodos distintos, conforme sugerido por YUNES & CECHINEL FILHO
(2001).

a) Primeiro Periodo (1800 a 1900): Nesse periodo, alguns paises europeus como
Inglaterra, Franca e Alemanha passam por uma revolugao cientifico-tecnélogico-
industrial denominada “Revolug¢ao Industrial”. Essa época se caracteriza por uma
estreita relagdo entre a quimica organica moderna e a medicina, na qual os
quimicos, que estudavam plantas medicinais, se dedicavam a isolar e determinar a
estrutura de compostos ativos de plantas consagradas pela medicina popular.
Durante esse periodo, ocorreu o isolamento de principios ativos de varias plantas e
muito deles ainda s&o usados na terapéutica atual. Entre esses, encontram-se a
morfina, extraida da Papaver somniferum por Seturner (1803), a efedrina, extraida
da Ephedra sinical por Nagai (1887) e a atropina, extraida da Atropa belladona por
Geiger e Hess (1833) (YUNES & CECHINEL FILHO, 2001). Cabe ressaltar que na
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América Latina, a quinina foi isolada da Cinchona calisaya por Pelletier e Canentau
(1877), uma planta usada no tratamento da malaria no Peru (YUNES & CECHINEL
FILHO, 2001). Assim, o surgimento e expansao de sociedades industriais

promoveram um avango na utilizacdo de moléculas ativas contidas nas plantas.

b) Segundo Periodo (1901 a 1970/80): E um periodo de decadéncia do uso de
plantas com finalidades terapéuticas decorrente de um avango no desenvolvimento
de farmacos de origem sintética. Diversos farmacos sintéticos foram desenvolvidos
nessa época, principalmente, apés a Segunda Guerra Mundial sendo que, muito
deles, se encontram no mercado e ainda sao de grande importancia para a
Humanidade. Exemplo desses sdo os anti-histaminicos (antergan), antipsicoticos
(clorprozamina), antidepressivos (iproniacida), ansioliticos pertencentes a classe das
benzodiazepinas, antipiréticos e antiinflamatérios (indometacina). Nesse periodo, o
uso de produtos naturais, de importancia terapéutica, limitava—se a antibidticos
obtidos de fungos. As plantas medicinais eram consideradas sem valor cientifico

sendo usadas, apenas, na medicina popular.

c) Terceiro Periodo (1970/80 até o presente): O processo de sintese organica
apresentou alguns problemas, tais como alto custo na obtengcédo de novos farmacos,
dificuldade na descoberta de novos farmacos e incapacidade de produzir farmacos
com complexidade estrutural semelhante as moléculas produzidas pelas plantas.
Assim, ha um retorno ao interesse pelas plantas como fonte de novas substancias
biologicamente ativas e de matérias primas (moléculas puras) que, mesmo nao
tendo atividade farmacoldégica ativa intrinseca, podem ser transformadas, por sintese

parcial, em derivados farmacologicamente ativos.

Uma resolugéo (WHO 3133) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) alerta
para a importancia das plantas medicinais nos sistemas de saude dos paises em
desenvolvimento (AKERELE, 1985). O programa de Medicina Tradicional da OMS
ressalta a importancia do estudo das plantas usadas na medicina popular com o
objetivo de verificar, tanto seu possivel efeito terapéutico, como também a possivel
presenca de substancias téxicas que podem existir nestas plantas. Estes fatos

enfatizam a necessidade de metodologia cientifica adequada para caracterizar os
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efeitos fisioldgicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos das plantas medicinais. Soma-se
a isto, a necessidade de isolamento e purificacdo dos eventuais compostos que
apresentem as atividades biologicas atribuidas a tais plantas, o que poderia levar ao
desenvolvimento de compostos mais seguros e potentes no tratamento de diversas
alteragdes fisiopatoldgicas.

O Brasil, com mais de 120.000 variedades de plantas, possui uma enorme
diversidade biolégica sendo considerado, portanto, um dos ultimos celeiros da flora
e fauna do Planeta. Nos ultimos anos, numerosas pesquisas com plantas medicinais
usadas como remédio ou veneno, na medicina popular, tém sido desenvolvidas no

Brasil.

1.4 FUNCAO RENAL E PLANTAS MEDICINAIS

Muitas plantas medicinais sao utilizadas na medicina popular brasileira com o
intuito de melhorar algum disturbio renal ou mesmo por apresentarem apenas efeito
diurético (CRUZ, 1965; PINHEIRO SOBRINHO, 1977). Entre estas, podemos citar:
Cordia Salicifolia (cha de bugre), Jacaranda caroba DC (caroba), Imperata exaltata
Brogniard (sapé), Leonotis nepetaefolia R. Brown (corddo de frade) e
Ampelozizyphus amazonicus Ducke (cerveja de indio). No entanto, existem poucos
estudos, utilizando metodologia cientifica adequada, que validem a utilizacdo das
mesmas e, muito menos, a respeito dos seus mecanismos de acao. Por exemplo,
em um levantamento bibliografico (Scirus) recente foram encontrados os seguintes
resultados de acordo com o cruzamento das palavras-chaves: Medicinal plants
versus renal function — 129 trabalhos; Medicinal plants versus nephrotoxicity — 19
trabalhos e Medicinal plantas versus renal apoptosis — 13 trabalhos. Este niumero de
trabalhos é surpreendentemente pequeno considerando o tamanho da comunidade
cientifica mundial. Além do mais, chama a atencdo o fato da maioria destes
trabalhos nao terem sido desenvolvidos nos paises que detém tecnologia cientifica
avangada. Dai o nosso interesse em investigar plantas medicinais, popularmente
usadas no Brasil, as quais séo atribuidas algum efeito renal.

Estudo preliminar, realizado em nosso laboratério, mostrou que o extrato
etandlico das raizes de Ampelozizyphus amazonicus Ducke aumenta, de forma

dose-dependente, o fluxo urinario sem, no entanto, afetar o volume de agua ingerido
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em ratos mantidos em gaiolas metabdlicas (MEYER et al., 2002). Esta observacao
sugere que esta planta possui substancias com atividade diurética. Observagao
semelhante foi relatada por HALOUI et al. (2000) ao verficarem que ratos Wistar
normotensos tratados, por sete dias, com o extrato aquoso da Rosamarinus
officinalis e da Centaurium erythraea aumentou significativamente a diurese, a
excrecdo de Na®, CI" e K* com concomitante diminuicdo do ritmo de filtracdo
glomerular. J& KREYDIYYEH et al. (2002) mostraram que extratos aquosos de
Petroselinum hortense e de Petroselinum sativuem também aumentam o volume
urinario, em ratos, e que esse efeito diurético € mediado por inibigdo da bomba (Na*
+ K%) ATPase, presente no cortex e medula renais. Também o efeito diurético e
natriurético do extrato metandlico de sementes de Strychnos potatorum,
administrado por via oral em ratos, foi comparavel ao efeito da furosemida (BISWAS
et al., 2004). Em um estudo comparativo, HERRERA-ARELLANO et al. (2004)
mostraram que o tratamento oral com o infuso de caule da Hibiscus sabdariffa foi
capaz de reduzir as pressdes sanguineas sistolica e diastdlica de pacientes
hipertensos (30 - 80 anos), submetidos ao tratamento por quatro semanas. Esse
efeito hipotensivo foi similar ao efeito antihipertensivo obtido com o captopril. Os
autores sugeriram que o efeito antihipertensivo da H. sabdariffa era devido a
atividade diurética e natriurética observada nos pacientes tratados com o extrato
vegetal.

Outras espécies como a Ananas cosmosus e a Carica papaya também afetam
a funcéo renal ja que o tratamento de ratos, por via oral, com o extrato aquoso das
raizes das mesmas aumentaram a diurese em 79 e 74%, respectivamente
(SRIPANIDKULCHAI et al., 2001). Esse efeito diurético foi o mesmo obtido utilizando
uma dose equivalente de hidroclorotiazida. Também, o tratamento com os extratos
das duas espécies, resultou numa excreg¢ao de eletrolitos semelhante a observada
nos ratos tratados com o diurético tiazidico. Paralelamente a estas observacoes,
estudos mostram que algumas plantas exibem efeito antidiurético. Por exemplo,
ratos tratados com o extrato aquoso de raizes de Imperata cilindrica sofreram queda
no fluxo de urina (SRIPANIDKULCHAI et al., 2001). De forma semelhante, ratos
tratados com O6leo essencial extraido de sementes de Pimpenella anisum também
apresentaram antidiurese. Esse efeito antidiurético parece estar associado a um
aumento na atividade da (Na* + K*) ATPase renal (KREYDIYYEH et al., 2003).
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1.5 Ampelozizyphus amazonicus DUCKE

A Ampelozizyphus amazonicus Ducke (AaD) é uma planta nativa da regido
Amazbnica pertencente a familia das Rhamnaceas, sendo a unica espécie do
género Ampelozizyphus. E popularmente conhecida como “Cerveja de Indio”
(PAULINO-FILHO et al., 1979).

O infuso de suas raizes é usado popularmente no tratamento contra picada
de cobra e na prevengdo da malaria (BRANDAO, 1991). KRETTLI et al. (2001)
mostraram que o extrato bruto das raizes da AaD é ativo contra os esporozoitas
(forma infectante do agente etiolégico da malaria que sao protozoarios do género
Plasmodium encontrados nas glandulas salivares do mosquito vetor) do Plasmodium
gallinaceum e/ou contra os protozoarios que se encontram nos estagios iniciais do
ciclo de vida parasitario, desenvolvido nas células do parénquima hepatico
(esquizogonia tecidual). A AaD reduziu o parasitismo tecidual em galinhas
inoculadas com o protozoario. Estas observagdes justificam o uso popular das raizes
dessa planta na profilaxia da malaria. Além disso, a AaD é popularmente usada para
induzir diurese. Nesse sentido, em um estudo preliminar realizado no Laboratério de
Fisiologia Renal, ICB, UFMG, foi observado que o tratamento crénico (5 dias) com o
extrato etandlico das raizes de AaD aumenta o fluxo urinario em ratos mantidos em
gaiolas metabdlicas (MEYER, 2002), indicando que esta planta possui substancias
com atividade diurética.

Das raizes da AaD, ja foram isoladas saponinas triterpénicas bem como outros
compostos triterpénicos como Lupeol, acido betulinico, betulina, acido melaleico e
acido dihidroxilup-20(29)-em-28 — oico. Esses ultimos 5 compostos também sao
encontrados em outras plantas.

Saponinas, compostos sintetizados por enorme variedade de plantas,
possuem uma estrutura anfipatica formada por residuos hidrofilicos de agucares
ligados a uma aglicona hidrofébica. Essa aglicona € composta de atomos de
carbono organizados em forma de anéis e é denominada sapogenina (CHANDEL &
RASGOTI, 1980; LACAILLE-DUBOIS et al.,, 1996). A parte polar das saponinas é
formada por agucares como a glicose, galactose, arabinose, ramnose, xilose e acido
glicurdnico, entre outros. Em geral, os agucares estdo na forma de oligossacarideos

distribuidos em cadeias lineares ou ramificadas, embora os monossacarideos
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também possam ocorrer. O numero de moléculas de acgucares mais frequente,
nesses compostos, varia de 3 a 5. Os mono e oligossacarideos podem se ligar as
agliconas através, tanto de ligagcao do tipo éter, como do tipo éster (MAHATO et al,
1988).

Quanto ao numero de cadeias de agucares, presente na molécula, as
saponinas podem ser classificadas em monodesmosidicas e bidesmosidicas. As
monodesmosidicas sao saponinas que apresentam apenas uma cadeia de agucar
ligada a aglicona. Essa ligagdo, geralmente, do tipo éter, envolve processo de
reducdo dos oligossacarideos e da hidroxila secundaria presente, normalmente, no
carbono 3. Em raros casos, esta ligacdo pode ser do tipo éster. As saponinas
bidesmosidicas sado saponinas que apresentam, além de uma cadeia de agucar
ligada, por ligagao éter, a aglicona no carbono 3, uma segunda cadeia de agucares
ligada ao carbono 28, por meio de uma ligacdo do tipo éster, das agliconas
triterpénicas. Também existem saponinas nas quais as duas cadeias de acucares
estdo ligadas as agliconas somente por meio de ligagao do tipo éster (MAHATO et
al, 1988).

A diferenga na polaridade dos elementos que compdem a molécula das
saponinas € responsavel pela capacidade das mesmas de reduzir a tensao
superficial da agua levando a formacéo de espuma, quando em solugdo aquosa. A
capacidade das saponinas de interagir com esterdis, presentes na membrana
plasmatica de eritrécitos, aumenta a permeabilidade dessa membrana, o que permite
a entrada de ions e agua para o interior das células resultando na ruptura das
mesmas e liberacdo de hemoglobina (KARABALIEV & KOCHEV, 2003). Apesar das
propriedades tensoativa e hemolitica serem caracteristicas marcantes das
saponinas, elas ndo sao comuns a todas as saponinas e, portanto, ndo podem ser
usadas para definir esse grupo de compostos. Uma definigdo estrutural da aglicona
desses compostos € a melhor maneira para defini-los (BRUNETON, 1999).

De acordo com a estrutura de suas agliconas, as saponinas podem ser

classificadas em esteroidais e triterpénicas.



28

1.5.1 Saponinas Esteroidais

Sao compostos que possuem 27 atomos de carbono em seu esqueleto,
geralmente distribuidos em seis anéis, e que apresentam grande semelhanga
estrutural com as saponinas triterpénicas. A diferenca entre as mesmas € que a
conformacgao do epoxi esqualeno, para a biossintese das agliconas esteroidais, é de
cadeira-barco-cadeira e ndo de cadeira-cadeira-cadeira como ocorre na biossintese
das agliconas triterpénicas (LACAILLE-DUBOIS et al., 1996)

1.5.2 SaponinasTriterpénicas

As saponinas triterpénicas fazem parte da familia dos terpenos que é a maior
familia de compostos naturais sendo constituida por mais de 40000 moléculas
diferentes (MAHATO et al,1988)

As vias de biossintese das saponinas triterpénicas (BRUNETON., 1999) estao
mostradas na Figura 1. Em geral, os compostos terpénicos tém como precursor o
acido mevaldnico que € formado a partir da Acetil-Coenzima A (CoA). A Acetil-CoA
é formada pela ativagdo da molécula de acido acético, através de esterificagao, pelo
grupo tiol da molécula de CoA. O acido mevalbnico & ativado por fosforilagao
seguida por eliminagdo descarboxilativa, para gerar o pirofosfato de 3-isopentila
(IPP). A isomerizagao deste ultimo a pirofosfato de 2-isopentila (DMAPP) resulta
numa molécula que pode ionizar-se facilmente e adicionar- se a cinco sucessivas
unidades de IPP, gerando uma molécula triterpénica de 2,3 epoxi-esqualeno.
(AHARONI et al., 2005).

Esse processo de biossintese do 2,3 epoxi-esqualeno é comum aos animais,
fungos, algas e plantas superiores. No entanto, apos sua formagéo, as rotas
biossintéticas entre os organismos citados divergem bastante. Os vegetais sao
capazes de ciclizar o 2,3-epoxi-esqualeno (Fig. 2), que se encontra em uma
conformagdo cadeira-cadeira-cadeira, gerando especificamente as agliconas de

saponinas tetraciclicas do tipo damarano (BRUNETON., 1999).
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Figura 1. Rota biossintética dos terpenos. CoA, coenzima A, HMG, 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA, DMAPP, pirofosfato de 2-

isopentila, IPP, pirofosfato de 3-isopentila, GPP, geranilpirofosfato, FPP, farnesilpirofosfato.



Esqueleno (ciclizagao) 2,3 epoxi-esqualeno

Dammarano

Figura 2. Ciclizagdo do esqualeno durante a biossintese de agliconas tetraciclicas

do tipo dammarano conforme ocorre nos vegetais.
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Dammarano

Lupano

Oleano

Ursano

Figura 3. Progressdo do dammarano para formagdo de agliconas de saponinas

pentaciclicas nos vegetais.



32

Assim, as saponinas triterpénicas podem ser definidas como glicosideos que
possuem uma aglicona triterpénica formada pela ciclizagédo do (3S) — 2,3 epoxi- 2,3 —
dihidroesqualeno ou, em raros casos, do proprio esqualeno.

A estrutura das principais saponinas triterpénicas isoladas das raizes da AaD
encontra-se ilustrada na Figura 4.

3—0O-[B-D-glicopiranosil(1-2)a-L-arabino- L-ampelozigenina-15a-0O-acetil-3-O-
piranosil]-20-O-a-ramnopiranosil- o-L-ramnopiranosil-(1-2)-B-D-
jujubogenina (BRANDAO, 1992) glicopiranosideo (BRANDAO, 1993)

3—0O-[B-D-glicopiranosil-20-O-a.-L-
ramnopiranosiljujubogenina

Figura 4. Estrutura de trés saponinas triterpénicas isoladas das raizes da AaD.
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Propriedades Biologicas e Farmacoldgicas das Saponinas

As saponinas triterpénicas € um grupo de compostos naturais que
apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas e farmacoldgicas. A sua
atividade mais comum é a capacidade de produzir hemolise. Essa propriedade é
resultado da interacdo das suas moléculas com colesterdis presentes na membrana
de eritrdcitos resultando na mudanga conformacional da membrana levando a uma
penetracdo de ions e agua para dentro da célula com consequente rompimento
celular e liberagdo de hemoglobina (GLAUBERT et al., 1962; HARUNA et al., 1995).
Essa atividade hemolitica das saponinas, que faz parte do sistema de prote¢cao do
vegetal contra ataques de predadores (insetos, virus, fungos e bactérias)
(BRUNETON, 1999), esta ligada a muitas das atividades antibacteriana, antifungica
e espermicida apresentada por uma variedade de plantas (LACAILLE-DUBOIS &
WAGNER, 1996).

Além das atividades antibacteriana e antifungica, as saponinas triterpénicas
apresentam atividades contra outros microorganismos como virus (CHAKRABORTY
et al., 2002) e protozoarios como Leishmania infantum (GERMONPREZ et al., 2005).

Estudos utilizando saponinas triterpénicas como imunomoduladores celulares
e humorais em caes, camundongos, porcos e outros primatas ndo humanos, tém se
intensificados. Além disso, esses compostos tém sido testados como adjuvantes em
vacinas contra o HIV-1, citomegalovirus e toxoplasma gondii (YANG et al., 2005).

As atividades antiinflamatérias e analgésicas que tém sido atribuidas as
saponinas parecem se dar por mecanismos variados como inibigao da degradacao
de corticdides, atividade corticomimética, o que interfere no metabolismo de
mediadores inflamatérios (LACAILLE-DUBOIS & WAGNER, 1996), atuando no
sistema complemento (KIM et al., 1997), etc. Outras propriedades farmacoldgicas
como antiulcerogénica e sedativa sao atribuidas a esses compostos (CABALLERO-
GEORGE et al., 2004).

No que diz respeito a fungéo renal, alguns estudos mostram que as saponinas
isoladas de plantas podem afetar a fungdo renal. Assim, foi verificado que o extrato
bruto das raizes da Bredemeyera floribunda induz aumento significativo no ritmo de
filtracdo glomerular, fluxo urinario e fragéo de excrecdo do Na* e K*, em ratos. Esse

efeito diurético esta associado a presengca de saponinas triterpénicas na B.
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floribunda (BEVEVINO et al.,, 1994). Similarmente, as saponinas presentes nas
partes aéreas da Herniaria glabra parece também ser as responsaveis pelo efeito
antihipertensivo e diurético observado em ratos espontaneamente hipertensos
(RHIOUANI et al., 1999). Similarmente, estudos utilizando ratos geneticamente
hipertensos tipo Dahll sensiveis a sal (DSS), mostraram que o acido oleandlico e seu
isdmero, o acido ursolico, que sdo compostos triterpénicos encontrados nas plantas,
apresentam efeitos hipoglicémico, antioxidante e anti-hipertensivo. Este ultimo foi
atribuido a um potente efeito diurético e natriurético desses compostos (SOMOVA et
al., 2003). Esse efeito diurético e natriurético confirma os resultados obtidos em
outros estudos com saponinas triterpénicas.(RHIOUANI et al., 1999; BEVEVINO et
al., 1994).

Assim, no contexto atual de: i) retomada do estudo de substancia bioativas
oriundas de plantas utilizadas na medicina popular e ii) tendéncia da Ciéncia
Moderna, chamada interdisciplinaridade, na qual podem-se unir ciéncias correlatas
como quimica de produtos naturais, fisiologia e farmacologia, € que o presente
trabalho foi desenvolvido. Nele, os efeitos renais de saponinas triterpénicas isoladas
das raizes da Ampelozizyphus amazonicus Ducke (Cerveja de indio) foram

avaliados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Validar, experimentalmente, o possivel efeito diurético da Ampelozizyphus
amazonicus Ducke.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Investigar experimentalmente o possivel efeito do extrato bruto das raizes da
Ampelozizyphus amazonicus Ducke bem como das saponinas isoladas do mesmo
sobre parametros renais como filtracdo glomerular, eliminagéo e reabsor¢ao de H,O
e eletrolitos (Na* e K).

2.2.2 Estudar o(s) possivel(is) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) a Ampelozizyphus
amazonicus Ducke afeta a diurese, explorando a participagao de:
a) transportadores: (Na*+ K")ATPase e Na* ATPase

b) Vasopressina, peptideo natriurético atrial e urodilatina.
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3 MATERIAIS

3.1 Animais

Ratos Wistar, machos, saudaveis, com peso entre 250 - 350g, fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da UFMG (CEBIO/UFMG), foram utilizados em todos os

experimentos.

3.2 Preparacdo do extrato bruto das raizes de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke e isolamento de suas Saponinas

A planta Ampelozizyphus amazonicus Ducke (Cerveja de indio) foi coletada no

municipio de Presidente Figueiredo, no estado do Amazonas, Brasil.

3.2.1 Substancias usadas no preparo do extrato bruto de raizes da
Ampelozizyphus amazonicus Ducke (EBaap) € no isolamento de suas saponinas
(SAPaap): etanol, n-butanol e agua destilada, diclorometano, metanol, reagente de
Komaroswky (H>SO, : 4-OH-Benzaldeido), silica gel 60.

3.2.2 Equipamentos: Evaporador a vacuo

3.3 Substancias usadas nos protocolos Experimentais

3.3.1 Drogas e reagentes comuns: NaCl a 0,9%, heparina, tiopental sodico,

furosemida.

3.3.2 Equipamentos: Balangca para pesagem dos ratos, gaiolas metabdlicas
(Nalgene), provetas, seringas de vidro e agulhas (18g), tubos Falcon de 15 mL,

microcentrifuga (Eppendorf , modelo 5415D).
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3.3.3 Substéncias usadas nas dosagens de:

a) Creatinina: Kit proprio (Bioclin) para dosagem de creatinina fornecido pelo

Quibasa.

b) Sodio e potassio: Padrées de Na® de 140 mEq/l de K* de 5 mEq/l e
fotdmetro de chama (CELM FC-180) obtidos da CELM.

c)

Osmolalidade: Padrdes de 100, 290 e 1000mOsm/Kg e osmbémetro

(LOSMETTE, Precision systems).

d)

f)

ANP e urodilatina: ANP e urodilatina (Peninsula Laboratories Inc.),
inibidores de proteases EDTA, pepstatina, e PMSF (Sigma Chemical Co.),
colunas Sep-Pak C4g (Waters Associates). Acetato de aménio, fosfato de
sodio, cloreto de sodio, acido acético, azida sddica, polietilenoglicol e
acetronitrila foram obtidos de diversos fornecedores e apresentavam grau
de pureza adequada ao ensaio. Triton X-100 e albumina sérica bovina e
(Sigma Chemical Co.), '*I-sédico (New England Nuclear Co.), anticorpo
anti-ANP, anticorpo soro de cabra antigama-globulina de coelho (Sigma
Chemical Co. ), centrifuga refrigerada (Himac CR 21E Hitachi, Rotor n° 40),
evaporador Speed-Vac (Eppendorf, modelo 5301), contador gama (LKB).

Horménio antidiurético: HAD (Peninsula Laboratories Inc), inibidores de
proteases pOHHg Bnz, PMSF, EDTA, O-Fenantrolina, Pepstatina e

albumina sérica bovina (Sigma Chemical Co.), metanol e acido

trifluoroacético  (Merck)), tampdo vasopressina, colunas Sep-Pak,
centrifuga refrigerada (Himac CR 21E Hitachi, Rotor n° 40), freezer — 20
°C, evaporador Speed-Vac ((Eppendorf, modelo 5301).

Na® ATPase e da (Na' + K') — ATPase: sacarose, HEPES/TRIS, EDTA,
PMSF, 5 ATP-Na, ouabaina e furosemida (Sigma Chemical Co.). Cloreto

de magnésio, cloreto de sodio, cloreto de potassio, acido cloridrico e carvao
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ativado foram obtidos de diversos fornecedores e apresentavam grau de
pureza adequada ao ensaio. Homogenizador do tipo potter com pistilo de
teflon, centrifuga refrigerada (Himac CR 21E Hitachi, Rotor n° 46),
ultracentrifuga (Sorvall Ultra Pro 80, rotores t-880 e 90Ti).

g) Histologia: formol neutro, parafina, hematoxilina e eosina foram obtidos de
diversos fornecedores e apresentavam grau de pureza adequada ao

ensaio.

h) Atividade hemolitica: tubos de ensaio, heparina, cloreto de soédio, tubos

para centrifuga tipo eppendorf (1,5 mL), microcentrifuga (eppendorf
5415D), homogenizador tipo potter com pistilo de teflon, centrifuga
refrigerada (Himac CR 21E Hitachi, Rotor n° 40), banho-maria, bomba de
infusdo (Stoelting Co0.620, USA).
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4 METODOS

4.1 Preparacédo do extrato bruto das raizes de Ampelozizyphus amazonicus

Ducke e isolamento de suas saponinas

As raizes da planta foram secas em local arejado, a temperatura ambiente e, em
seguida, foram trituradas. O processo extrativo foi feito por percolagdo, onde as
raizes da Ampelozizyphus amazonicus Ducke foram colocadas em contato direto
com solugédo de etanol 80%, em um percolador, por cerca de dois dias. Essa
operacao foi repetida duas vezes. Ao final desse procedimento, obteve-se uma
solucao hidroalcodlica que foi evaporada obtendo o extrato bruto da Ampelozizyphus
amazonicus Ducke (EBaap).

Para a obtencéo das saponinas, o EBaap foi dissolvido em agua e misturado a
uma solugao de n-butanol e agua destilada (2:1). A fase n-butandlica foi retida e a
fase aquosa foi descartada. Em seguida, o extrato n-butandlico foi evaporado a
vacuo até a obtengdo do extrato seco, que foi purificado por cromatografia em
coluna de silicagel 60 eluida com solugdo de diclorometano, metanol e agua
(64:40:8). Dessa coluna foram coletadas 60 fragcdes. As fragbes contendo as
saponinas foram identificadas por cromatografia em camada delgada utilizando,
como revelador, o reagente de Komaroswky (H>SO4 : 4-OH-Benzaldeido, 3:2). Nas
fragdes contendo saponinas, o solvente foi evaporado e obteve-se o extrato seco
das saponinas da Ampelozizyphus amazonicus Ducke (SAPasp) (BRANDAO et al,
1992). Esses procedimentos foram executados no Laboratério de Farmacognosia da

Faculdade de Farmacia, UFMG, pela Profa. Maria das Gragas Lins Brandao.

4.2 Protocolos Experimentais

Os experimentos foram executados de acordo com os 6 protocolos descritos
a segquir.
4.2.1 Protocolo I: Os ratos, mantidos SOB RESTRICAO de &gua por 12 h
imediatamente anteriores ao inicio dos experimentos, foram pesados e receberam,

por gavagem, 4 ml por cada 100 g de peso corporal, de NaCl 0,9% contendo
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quantidades crescentes de EBaap de tal forma que cada rato recebeu de 100 a 400
mg/Kg deste ou de SAPaap (dose/rato = 50 a 200 mg/Kg). Em seguida, os ratos
foram colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas desprovidas de agua e

racao. O volume de urina foi medido a intervalos de 30 min, por um periodo de 3 h.

Gaiola metabolica
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Expanséo de volume (4% do peso corporal) com
NaCl 0,9%; NaCl 0,9% + EBa.p; NaCl 0,9% +
SAPaan

Coleta de urina

4.2.2 Protocolo II: Os ratos, COM LIVRE acesso a agua por 12 h imediatamente
anteriores ao inicio dos experimentos, foram pesados e receberam, por gavagem, 4
ml por cada 100 g de peso corporal, de NaCl 0,9% contendo quantidades crescentes
de EBaap de tal forma que cada rato recebeu de 50 a 200 mg/Kg deste ou de SAPaap
50 e 1000 mg/Kg).

individualmente, em gaiolas metabdlicas desprovidas de agua e ragéo. O volume de

(dosefrato = Em seguida, os ratos foram colocados,

urina foi medido a intervalos de 30 min, por um periodo de 3 h.
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4.2.3 Protocolo lll: Os ratos, COM LIVRE acesso a agua por 12 h imediatamente
anteriores ao inicio dos experimentos, foram pesados e receberam, por gavagem, 4
ml por cada 100 g de peso corporal, de NaCl 0,9% contendo EBaap (100 mg/kg) ou
SAPap (50 mg/kg). Em seguida, os ratos foram colocados, individualmente, em
gaiolas metabdlicas desprovidas de agua e ragao. O volume de urina foi medido a
intervalos de 30 min, até 90 min, onde o efeito maximo da substancia testada foi
atingido. A urina dos ultimos 30 min foi coletada para analises posteriores (dosagens
de creatinina, sédio e potassio, osmolalidade e urodilatina). Ao final do experimento,
os ratos foram anestesiados com tiopental (40 mg/Kg). O abdome foi aberto e cerca
de 4 ml de sangue foram coletados, da veia cava inferior, em tubos heparinizados,
também, para as mesmas analises posteriores ja mencionadas para a urina. O

sangue foi centrifugado a 3000 rpm, por 5 min, para obteng¢ao do plasma.

| LIVRE ACESSO A AGUA +

Gaiola metabdlica

[
-12h

|
[ |
0 90 min

Expansao de volume (4% do peso corporal) com Coleta de sangue e urina para
NaCl 0,9%; NaCl 0,9% + EBa.p; NaCl 0,9% + avaliacado de parametros
SAPaan renais, sacrificio

4.2.4 Protocolo IV: Os ratos, COM LIVRE acesso a agua por 12 h imediatamente
anteriores ao inicio dos experimentos, foram pesados e receberam, por gavagem, 4
ml por cada 100 g de peso corporal, de NaCl 0,9% contendo SAPasp na dose de 50
mg/Kg. Em seguida, os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas
metabdlicas desprovidas de agua e ragdo. O volume de urina foi medido a intervalos
de 30 min até 60min, tempo no qual o efeito maximo da substancia testada é
antecedido em 30 min. A urina dos ultimos 30 min foi coletada para dosagem de
urodilatina. Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados com tiopental (40

mg/Kg). O abdome foi aberto e cerca de 4 ml de sangue foram coletados, da veia
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cava inferior, em tubos heparinizados contendo inibidores de proteases, para a
dosagem de ANP e HAD. Os atrios também foram coletados para a dosagem de
ANP. Os rins foram coletados para a avaliagdo morfolégica e para determinacao da

atividade ATPasica.

Gaiola metabdlica

LIVRE ACESSO A AGUA |l
[ [ |

-12h 0 60 min
Expanséo volumétrica (4% do peso Coleta de rins (avaliagdo morfolégica
corporal) NaCl 0,9%; e atividade ATPasica) e sangue
NaCl 0,9% + SAPasp (dosagem hormonal), sacrificio

4.2.5 Protocolo V: Os ratos, COM LIVRE acesso a agua por 12 h imediatamente
anteriores ao inicio dos experimentos, foram pesados e receberam, por gavagem, 4
ml por cada 100 g de peso corporal, de agua ou agua contendo SAPaap (50 mg/kg)
de tal forma que cada rato recebeu uma dose efetiva da mesma. Em seguida, os
ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas desprovidas de
agua e ragao. O volume de urina é medido a intervalos de 30 min, por um periodo de
3 h.

Gaiola metabdlica

LIVRE ACESSO A AGUA l

-12h 0T 30 60 90 120 150 180 min
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corporal) com Agua; Agua 9% + SAPa.p
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4.2.6 Protocolo VI: Os ratos COM LIVRE acesso a agua por 12 h imediatamente

anteriores ao inicio dos experimentos. Este protocolo experimental foi executado em

4 grupos, como descrito a seguir.

a) Grupo 1: Os ratos foram pesados e receberam, por gavagem, 0,5 ml de
NaCl 0,9% apenas. Apdés 30 min, também por gavagem, foram administrados 4 ml
por cada 100 g de peso corporal, de NaCl 0,9%. Em seguida, os ratos foram
colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas desprovidas de agua e ragao. O

volume de urina foi medido a intervalos de 30 min, por um periodo de 3 h.

b) Grupo 2: Os ratos foram pesados e receberam, por gavagem, 0,5 ml de
NaCl 0,9% contendo SAPaap de tal forma que cada rato recebeu uma dose efeitva
de 50 mg/kg. Apds 30 min, também por gavagem, foram administrados 4 ml por cada
100 g de peso corporal, de NaCl 0,9%. Em seguida, os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas desprovidas de agua e ragédo. O volume de

urina foi medido a intervalos de 30 min, por um periodo de 3 h.

c) Grupo 3 : Os ratos foram pesados e receberam, por gavagem, 0,5 ml de
NaCl 0,9% apenas. Apdés 30 min, também por gavagem, foram administrados 4 ml
por cada 100 g de peso corporal, de NaCl 0,9% contendo furosemida de tal forma
que cada rato recebeu 13 mg/Kg da mesma. Em seguida, os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas desprovidas de agua e ragéo. O volume de

urina foi medido a intervalos de 30 min, por um periodo de 3 h.

d) Grupo 4: Os ratos foram pesados e receberam, por gavagem, 0,5 ml de
NaCl 0,9% contendo SAPa4p de tal forma que cada rato recebeu uma dose efetiva de
50 mg/kg. Apds 30 min, também por gavagem, foram administrados 4 ml por cada
100 g de peso corporal, de NaCl 0,9% contendo furosemida de tal forma que cada
rato recebeu 13 mg/kg da mesma. Em seguida, os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas desprovidas de agua e ragéo. O volume de

urina foi medido a intervalos de 30 min, por um periodo de 3 h.
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Gaiola metabdlica
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4.3 Dosagens bioquimicas

4.3.1 “Clearance” de Creatinina: A creatinina no plasma e na urina foi medida,

colorimetricamente, de acordo com o método de Jaffé modificado utilizando kit
apropriado. Esse ‘kit' € composto por i) solugdo padrao de creatinina (3 mg/dl)
(reagente n° 1), ii) solucdo de acido picrico (60 mmol/l) (reagente n° 2), iii)
solucdo de NaOH (110mmol/l), Na,COs3 (75 mmol/l) e surfactante (reagente n° 3)
e iv) solucdo de CH3COOH (12,25 mol/l) (reagente n® 4). Os meios de reagao

foram preparados de acordo com o quadro a seguir.
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Plasma |Urina Agua destilada |Reagente 1 |Reagente 2 |Reagente 3
Branco |-- -- 0,125 ml -- 0,250 ml 1 ml
Padrao |-- -- -- 0,125 ml 0,250 ml 1ml

0,125 ml | -- -- -- 0,250 ml 1ml
Amostra | -- 0,125 ml | -- -- 0,250 mi 1 mi

As reacdes foram homogeneizadas e incubadas em banho-maria 37 °C, por 10

min. As absorbancias da amostra e do padrdo foram lidas a 510 nm, acertando o

zero com o branco.

Essa absorbancia foi utilizada para a determinacdo da

concentracdo de creatinina nas amostras de urina. Para as amostras de plasma,

esse primeiro valor de absorbancia foi denominado de Al. Apds a leitura de A1, as

amostras de plasma e ao branco, foram adicionados 50 -ul do reagente n° 4. Apos

homogeneizagdo, uma segunda leitura de absorbancia das amostras de plasma (A2)

foi feita também a 510 nm, acertando o zero com o branco.

As amostras de urina foram previamente diluidas 1: 25 e n&o passam pela etapa

de acidificagdo, como o plasma.

A concentragao de creatinina, em mg/d|, foi calculada a partir da formula:

Creatinina(mg/dl) =

A1-A2

X3

Absorbancia Padrao

Como a reacéao segue a lei de Lambert-Beer, o fator de Calibragdo pode ser usado.

Fator de Calibragao =

Creatinina(mg/dl) =

Concentracio do padrio

Absbancia do padrao

(A1 - A2)x Fator de Calibragéo
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O “clearance” de creatinina foi usado para medir o ritmo de filtragao

glomerular (RFG), que foi calculado segundo a equagéo:

C = [Creatinina]urina x Fluxo Urinario

[Creatinina]plasma

Ja a fragao de excrecgdo de agua (FEnz0) foi calculada pela seguinte equagéo:

FEn20(%) = Fluxo Urinario x 100

Ritmo de Filtragao Glomerular

4.3.2 Sdodio e potassio no plasma e urina: As concentragdes de sddio e potassio nas

amostras de urina e plasma foram determinadas por fotometria de chama. As
amostras foram diluidas 200 vezes em agua destilada. Para isso, aliquotas (15 ul) da
amostra foram diluidas em 3 ml de agua destilada sendo, a dosagem em cada
amostra, feita em duplicata contra o seu padrao correspondente (140 mEqg/l de Na* e
5 mEqg/l de K*). Conhecendo-se as concentragdes plasmatica e urinaria de Na* e K,
as fragbes de excregdo de Na* (FEno+) € de K* (FEk+), bem como as respectivas
fracbes de reabsorcdo, FRna+ € FRk:, foram quantitativamente determinadas

conforme as equagdes:

FEna+ ou FEk+ (%) = Quantidade Excretada de Na* ou K* x 100
Quantidade Filtrada de Na* ou K*

FRNa+ ou FRk+ (%) =100 - FENa+ ou FEk+

4.3.3 Osmolalidades Plasmatica e Urinaria: A determinagdo das osmolalidades

plasmatica e urinaria foi feita diretamente por osmometria de congelamento, usando

padrées com osmolalidade apropriadas.



50

Para a calibragdo do osmOmetro, foram utilizadas solu¢gées padrdo com
osmolalidade de 100, 290 e 1000mOsm/Kg. Todas as amostras foram diluidas em
agua destilada. As amostras de urina foram diluidas 10 vezes (5 ul de urina + 45 pl
de agua destilada), enquanto que as amostras de plasma foram diluidas 2 vezes (25
ul de plasma + 25 ul de agua destilada) sendo, a osmolalidade de cada amostra,
determinada em duplicata. Conhecendo-se as osmolalidades plasmatica e urinaria, o
“Clearance” osmolar (Cosmolar) e o “Clearance” de agua livre (Cnzo) puderam ser

quantitativamente avaliados, conforme as equacgdes:

Cosmolar = Osmolalidade inga X Fluxo Urinario

Osmolalidade pjasmatica

Ch20 = Fluxo Urinario — Cosmolar

4.3.4 Dosagem de ANP e urodilatina: As dosagens de ANP e Urodilatina

foram feitas por radioimunoensaio (RIE) de duplo-anticorpo.

a) Extracdo dos peptideos: O sangue foi coletado, de acordo com o
Protocolo IV, em tubo contendo um coquetel de inibidores de proteases
que consistiu de EDTA 10°M, Pepstatina 0,5x10° M e PMSF 10° M, na
propor¢gdo de 30ul para cada 1 ml de sangue. Imediatamente apos a
coleta, esse sangue foi centrifugado em centrifuga refrigerada (4° C), a
5000 rpm, por 20 min. O plasma foi submetido a extracdo dos peptideos,
usando-se colunas Sep-Pak Cis. Estas colunas foram previamente
ativadas com 8 ml de acetronitrila e lavadas com 8 ml de acetato de
amodnio a 0,2%, pH 4. A seguir, o plasma foi aplicado a coluna. Apos
lavagem com 5 ml de acetato de amonio, o ANP adsorvido foi eluido com
3 ml de acetronitrila 60% em acetato de aménio 40%. Apds evaporagcao a
vacuo, as amostras foram reconstituidas em 500 ul de tampéao (fosfato de
soédio 0,1M contendo NaCl 0,14M, albumina sérica bovina 0,1%, azida
sédica 0,01% e triton X-100 0,1%, pH 7.4) e dosadas por RIE. Os atrios
foram homogeneizados em 2 ml de &acido acético 0,1M, contendo



51

inibidores de proteases (EDTA 10°M, Pepstatina 0,5x10° M e PMSF 107
M). Apos centrifugacao, aliquotas do sobrenadante (20 ul) foram diluidas
em no mesmo tampao fosfato (acima) para determinagdo do ANP por RIE.
As urinas utilizadas para a dosagem de urodilatina foram coletadas em
tubos contendo inibidores de proteases (EDTA 10°M, Pepstatina 0,5x107°
M e PMSF 10 M). Apés centrifugacao, aliquotas do sobrenadante (100 pl)

foram utilizadas para determinagao da urodilatina por RIE.

b) lodacdo do ANP: a iodagdo do ANP de rato (Ser®- Tyr'?®) foi feita pelo

método da Lactoperoxidase com '?°I-sédico conforme descrito por Gutkowska
et al. (1987). A purificagdo da fragdo monoiodinada foi feita por cromatografia

liquida de alta presséao (HPLC).

Radioimunoensaio do ANP e da urodilatina: o ANP imunorreativo foi
determinado por radioimunoensaio de acordo com técnica descrita por
Gutkowska et al. (1987). Uma aliquota de 100 pl, em duplicata, contento o
ANP extraido do plasma e reconstituido em 0,5 ml de tampao fosfato foi
incubada “overnight” com 100 pl de anticorpo anti-ANP, a 4 °C. Aliquotas
diluidas do tecido cardiaco também foram incubadas com o anticorpo. Duas
diluicdes, em série, foram realizadas: 20 ul do sobrenadante do homogenato
do atrio foram diluidos em 1 ml de solugdo tampao e 25 ul desta diluicdo
foram novamente diluidos em 1 ml de solugdo tampao (diluicdo final de
1/2000). O RIE foi realizado com 50 ul desta segunda diluicdo. A esta
amostra, foram adicionados 100 pl(cerca de 8000 cpm) de '®I-ANP. Esta
reacao foi incubada por mais de 24 h. A separacao do imunocomplexo foi feita
por precipitagdo com o segundo anticorpo. Apds 2 h a temperatura ambiente,
0,5 ml de polietilenoglicol a 6,25%, em agua, foi adicionado. Os tubos foram
centrifugados a 1200g, a 4 °C, por 20 min, e a radioatividade do
imunocomplexo foi determinada em contador gama.

Uma vez que a unica diferenca entre as estruturas das moléculas de ANP
e urodilatina é apenas quarto aminoacidos adicionais na por¢gao amino-

terminal da molécula de urodilatina (Schulz-Knappe et al., 1988) e que no rim,
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o nivel de ANP circulante é drasticamente reduzido pela acdo de peptidases
presentes nas membranas celulares do cortéx renal (Gegelmann et al., 1988)
ou por ligagdo de moléculas de ANP ao receptor para peptideo natriurético
tipo C, receptores responsaveis pela depuracdo metabdlica dos peptddeos
natriuréticos, levando a quantidades muito insignificantes de ANP presente na
urina (Abassi et al., 1992; Cohen, 1996), pode — se entdo associar que a
mensuragao da concentragao urinaria de ANP, com a utilizagdo de anticorpo
anti-ANP, seja na realidade uma determinacdo dos niveis urinarios de
urodilatina. Sendo assim, a dosagem da urodilatina foi feita de forma indireta
utilizando mesmo protocolo usado na dosagem do ANP e utilizando 100 pl de
urina, em duplicata

A dosagem de ANP e Urodilatina foi realizada no Laboratério de
Neuroendocrinologia do ICB, UFMG, sob a supervisdao da Profa. Adelina
Martha dos Reis.

4.3.5 Dosagem de HAD: a dosagem do HAD também foi feita por RIE. O
sangue coletado de acordo com o Protocolo IV, em tubo contendo um coquetel de
inibidores de proteases que consistiu de pOHHg Bnz 1mM, PMSF 1mM, EDTA 7,5%,

O-Fenantrolina 30mM e Pepstatina 1mM na proporcéo de 140ul para 1ml de sangue.
Imediatamente apos a coleta, esse sangue foi centrifugado a 5.000 rpm, por 20 min,
em centrifuga refrigerada a 4 °C. O plasma foi transferido para tubos lavados com
BSA 0,1% e mantidos em freezer a —-20 °C. O plasma foi, entdo, aplicado em
colunas pré-ativadas por lavagem sequencial com 10 ml de metanol 99,9% e 10 ml
de acido trifluoroacético 0,1%. Em seguida, a coluna foi lavada, sequencialmente,
com 10 ml de metanol 99,9% e 10 ml de TFA 0,1%, 3 ml de TFA 0,1% contendo
0,1% de BSA, 10 ml de metanol 10% - TFA 0,1% e 3 ml de TFA 0,1%.

Os peptideos adsorvidos na coluna foram eluidos com 3 ml de metanol 99,9%
- TFA 0,1%. As amostras extraidas foram secas em centrifuga evaporadora durante
aproximadamente 10 h. As amostras de plasma foram ressuspensas em 300 pl de
tampdo para vasopressina ndo diluido. Uma aliquota (100 ul) desta solugéofoi

ultilizada no RIE. Todas as dosagens foram feitas em duplicatas.
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4.3.6 Atividade enzimatica da Na*-ATPase e da (Na' + K" )-ATPase renais: 0s

ratos submetidos ao tratamento com SAPAaD conforme o protocolo IV foram
sacrificados e os dois rins foram, imediatamente, removidos, descapsulados e
mantidos em uma solugdo gelada contendo composta por sacarose (250 mM),
HEPES/TRIS, pH 7,6 (10 mM), EDTA (2 mM) e PMSF (1 mM) (solugao 1). Em
seguida, os rins foram dissecados e fatias, de de cerca de 1 um, da face externa do
rim foram separadas e homogeneizadas em solugao 1, utilizando um homogenizador
do tipo potter com pistilo de teflon. O homogenato resultante foi centrifugado em
centrifuga refrigerada, a 10000 rpm , & 4 °C, durante 10 min. O precipitado foi
descartado e uma segunda centrifugagcdo, em iguais condi¢bes da anterior, foi
realizada. Ao término da centrifugacdo, o precipitado foi descartado e o
sobrenadante foi novamente centrifugado a 60000 rpm, 4 °C por 1 h. O precipitado,
contendo a fragdo microssomal, foi ressuspenso em uma solugdo de sacarose 250
mM dando uma concentragao final de, aproximadamente, 3 mg de proteina por ml
de solucéo e armazenado a —4 °C. A concentracéo de proteina foi determinada pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976) usando BSA como padréo.

a) Medida da atividade ATPase: a atividade ATPasica foi determinada segundo o
método descrito por Grubmeyer & Penefsky (1981). A composicado do meio de
reacao padrao foi (em mM): MgCl,, 10, HEPES-TRIS, 20 (pH 7,0), ATP-Na, 5, NaCl,
120. Para determinagéo da atividade da (Na'+K") ATPase, foram adicionados de KCI
30 mM. A reacgéo foi iniciada pela adigdo de proteina (0,1- 0,3 mg/ml) e parada, apds
30 min, pela adicdo de carvdo ativado em HCI 0,1N. As atividades Na*-ATPasica e
(Na*+K*) ATPasica, expressas em nmoles Pi x mg™' x min™', foram calculadas pela
diferenca na auséncia e presenca de ouabaina 1 mM e de furosemida 2 mM,
respectivamente (Caruso-Neves et al., 2002; Provérbio et al.,, 1989) sendo, a
segunda, na presenca de 1 mM de ouabaina. O [*°P] Pi produzido foi medido por
cintilacdo liquida em uma aliquota do sobrenadante obtido apds a centrifugacéo a
2000 rpm, por 5min.

Os ensaios para determinacdo da atividade ATPasica foram realizados no
Laboratério de Bioquimica Renal do Centro de Ciéncias da Saude, UFRJ, com a

colaboracéao do Prof. Celso Caruso.
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4.3.7 Avaliacido morfolégica: os ratos submetidos ao tratamento com SAPAaD

conforme o protocolo IV foram anestesiados, a cavidade abdominal foi aberta para a
retirada dos rins e, em seguida, foram sacrificados por deslocamento cervical. Os
rins foram fixados em formol neutro e tamponado a 10% e processados pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina (PROPHET, 1992). Secg¢bes histologicas de 4 um
foram coradas pelas técnicas da hematoxilina-eosina (LUNA, 1968) para avaliagcéo
morfoldgica.

O procedimento acima foi realizado no Laboratério de Patologia Comparada do

ICB, UFMG, com a colaboragao do Prof. Geovanni Dantas Cassali.

4.4 Atividade hemolitica das Saponinas isoladas das raizes da Ampelozizyphus

amazonicus Ducke.

O ensaio da atividade hemolitica das SAPaap foi feito através de adaptacdodo
método descrito por Wall et al (1952), utilizando sangue de rato. Um rato foi
anestesiado com Tiopental 40 mg/Kg (ip) e cerca de 3 ml de sangue foram
coletados, em tupos heparinizados, da veia cava inferior. Uma solu¢cdo de SAPaap,
para uma concentragéo final de 50 mg/ml, foi preparada em NaCl 0,9%. A partir
dessa solucdo, foram preparadas diluigdes sucessivas na proporcao de 1:2, sempre
usando o NaCl 0,9% como diluente, até a proporgédo de 1: 64. Dessa forma, ao
final da diluicdo, foram obtidas solugées de SAPa,p com concentragdes finais iguais
a 25,125, 6,25, 3,13, 1,56 e 0,78 mg/ml. Para o ensaio da atividade hemoliltica, 0,3
ml de cada uma dessas solugdes de SAPasp foi adicionado a 0,3 ml de sangue
previamente colocado em um tubo de microcentrifuga (1,5 ml de capacidade). Essa
mistura foi centrifugada a 3000 rpm, por 5 min, a temperatura ambiente. Como
controle negativo (auséncia de hemolise) 0,3 ml de sangue foi adicionado a 0,3 ml
de NaCl 0,9% e como controle positivo (hemdlise total), 0 mesmo volume de sangue
(0,3 ml) foi adicionado a 0,3 ml de agua destilada. O grau de hemdlise foi avaliado,
qualitativamente, pela tonalidade da cor vermelha no sobrenadante obtido apds a
centrifugacédo. Essa tonalidade foi comparada aos controles e variava de zero

(controle negativo) a 6 cruzes (++++++, controle positivo).
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A atividade hemolitica também foi ensaiada utilizando-se SAPasp previamente
incubada com homogenato de figado e de intestino delgado. Isto foi feito na
tentativa de se detectar alguma possivel modificacdo na estrutura das SAPaap, por
enzimas presentes no figado e no intestino delgado, que afetasse a sua agao
hemolitica. Para isso, o figado e parte do intestino delgado de rato foram coletados
solucdo gelada de NaCl 0,9%, imediatamente homogeneizados em um
homogenizador do tipo potter com pistilo de teflon e centrifugados a 10000 rpm, por
10 min, a 4 °C. O precipitado foi descartado e uma aliquota do sobrenadante (0,5 ml)
foi incubada com 0,5 ml de cada uma das diluigdes da solugdo de SAPasp 50 mg/ml,
conforme descrito acima. A incubagao, feita em banho-maria a 37°C, teve duracéo
de 30, 60 ou 90 min. Ao final da incubagao, 0,3 ml do incubado foi adicionado a 0,3
ml de sangue sendo, essa mistura centrifugada a 3000 rpm, por 5 min, a temperatura
ambiente. O grau de hemdlise foi avaliado da mesma forma como ja descrito acima.

Para avaliar o grau de hemdlise produzida pela SAPasp intacta quando
diretamente injetada na circulagdo, uma solugdo de SAPa,p 50 mg/ml foi,
continuamente, infundida na veia femoral esquerda, a um fluxo de 50 ul/min durante
60 min. Amostras de sangue foram coletadas da artéria femoral direita a intervalos
de 15 min. Essas amostras foram centrifugadas e o grau de hemolise foi avaliado

conforme descrito anteriormente.

4 5 Analise Estatistica

O delineamento utilizado nos experimentos foi o inteiramente casualizado. Os
animais, de mesmo sexo, espécie e peso aproximadamente igual, foram distribuidos
de maneira aleatéria. As condigdes ambientais foram uniformes e os mesmos
procedimentos foram aplicados a todos os animais que eram submetidos a um
determinado protocolo experimental. Existindo assim apenas as variagdes individuais
e devido ao tratamento.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Como

critério de significancia, foi considerado p < 0,05.
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A variacgao individual ou variacao do erro na comparagao das medias entre os
grupos estudados foi determinada através da analise de varidancia ANOVA one way,
seguida do teste de Bonfferoni na comparacao entre trés ou mais grupos.

A comparagao de meédia realizada entre dois grupos apenas foi feita através

do teste t de “student”.
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE HEMOLITICA DAS SAPONINAS TRITERPENICAS DE RAIZES
DA Ampelozizyphus amazonicus DUCKE

Como as saponinas, de um modo geral, possuem reconhecida atividade
hemolitica, a sua capacidade de produzir hemdlise, in vitro e in vivo, foi aqui
avaliada. A SAPasp incubada diretamente com sangue de rato, provocou hemdlise
de maneira concentragao-dependente. Nas concentragbes de 50 e 25 mg/ml, a
SAPaap apresentou grau de hemolise similar ao apresentado pelo controle positivo
(agua destilada) (Tab. 1). Nas demais concentragdes utilizadas, a SAPasp produziu
uma hemoalise classificada de média a moderada, a medida que as concentragdes de
SAPaqp foram sendo diminuidas apresentando hemolise, visualmente detectavel, até

a concentracao de 1,5 mg/ml (Tab. 1).

TABELA 1

Atividade hemolitica de concentragdes decrescentes de SAPaap.

Agente Hemolitico Hemolise
Agua destilada PR
NaCl 0,9 % -
SAPaap— 50 mg/ml FHHH
SAPaap — 25 mg/ml FHHH
SAPaap— 12,5 mg/ml ++++
SAPaap— 6,25 mg/ml +4++
SAPaap— 3,13 mg/ml ++
SAPaap— 1,5 mg/ml +

SAPaap— 0,75 mg/ml -

SAPasp— 0,38 mg/ml -
++++++, hemdlise total; -, auséncia de hemolise.
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A fim de investigar se a atividade hemolitica das SAPaap poderia ser modificada
por enzimas presentes no intestino delgado e no figado, homegenatos destes érgaos
foram incubados com as mesmas. A pré-incubacao de diferentes concentragdes de
SAPaap com homogenatos de intestino delgado (Tab. 2) ou de figado (Tab. 3), por
30, 60 e 90 min, ndo foi capaz de alterar a atividade hemolitica da SAPaap,
independentemente da concentracdo de SAPa,p usada ou do tempo de duracdo da

pré-incubacao.

TABELA 2

Atividade hemolitica das SAPasp pré-incubadas, por diferentes periodos, com

homogenato de intestino delgado.

Duragao da pré-incubagdo com [SAPaap] na pré- Grau de hemdlise
homogenato de intestino delgado incubagao (mg/ml)

30 min 50 e+

60 min 50 e+

30 min 25 ++++++

60 min 25 ++++++

30 min 12,5 ++++

60 min 12,5 ++++

++++++, hemolise total; -, auséncia de hemolise.
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TABELA 3

Atividade hemolitica das SAPasp pré-incubadas, por diferentes periodos, com

homogenato de figado.

Duracédo da pré-incubagado homogenato [SAPaqp] Na pre- Grau de hemdlise
de Figado incubacg&o (mg/ml)
30 min 50 ++++++
60 min 50 ++++++
30 min 25 ++++++
60 min 25 ++++++
60 min 6,25 +++
90 min 6,25 +++
30 min 3,13 ++
60 min 3,13 ++
90 min 3,13 ++
++++++, hemolise total; -, auséncia de hemdlise.

A infusdo intravenosa de SAPaap (50 mg/ml) a um fluxo de 50ul/min, por 1h,
leve e ja detectavel aos 30 min apds o inicio da infusdo (Tab. 6). Esta hemdlise
permanecia até o final do procedimento (1 h) e foi similar a hemdlise observada na

incubacéo direta de sangue com SAPa,p na concentragdo de 1,5 mg/ml (Tab. 3).

TABELA 4

Atividade hemolitica das SAPa4p infundida intravenosamente, por 1 h, a um fluxo de

50 pl/min.
Tempo de infusdo com SAPaap (60 mg/ml) Grau de hemdlise
0 min _
30 min +
45 min +
60 min +

++++++, hemolise total; -, auséncia de hemolise.
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5.2 EFEITO DAS SAPONINAS TRITERPENICAS DE RAIZES DA Ampelozizyphus
amazonicus DUCKE SOBRE A MORFOLOGIA RENAL.

As laminas histoloégicas dos rins de animais do grupo controle, que receberam
expansao volumétrica (4% do peso corporal) de NaCl 0,9 % conforme o protocolo IV,
apresentaram células tubulares corticais bastantes aciddfilas (corada de rosa com
eosina), com nucleos integros arredondados e com pouca presenca de vacuolos
(indice de processo degenerativo), sem anormalidades nos glomérulos e na regiao
medular, indicando assim uma integridade morfolégica (Fig. 5A). As laminas dos rins
de animais submetidos a expansao volumétrica (4%) de NaCl 0,9 % contendo
SAPAap (50 mg/kg) (Fig. 5B) apresentaram um perfil morfologico similar ao
observado no grupo controle, porém, observou-se um aumento no numero e na
frequéncia de vacuolos presentes nas células dos tubulos da regido cortical
(comparar Figs. 5A e 5B). Nos animais tratados com uma dose elevada de SAPaap
(1000 mg/kg), usando o mesmo protocolo utilizado nos grupos anteriores (protocolo
IV), foi observado um aumento ainda maior no numero e na frequéncia de vacuolos
nas células tubulares do cortex renal, quando comparado aos grupos controle e
SAPaap (50 mg/kg) passando, de um evento pontual, como no caso desses grupos, a
um evento mais difuso. Além disso, a presenca de células com nucleos em estado
de picnose e membranas danificadas foi verificada no grupo tratado com 1000 mg/kg
de SAPasp. Em nivel glomerular, 1000 mg/kg de SAPasp aumentou a rede capilar
com reducdo do espaco de Bowman sendo que nenhuma alteragdo, em nivel

medular, foi verificada (Fig. 5C).
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FIGURA 5. Efeito das SAPaap sobre o aspecto morfoldgico de rins de ratos. Os ratos
com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o inicio do experimento
receberam, por gavagem, SAPaap (50 mg/Kg, n = 4) (B) ou SAPaap (1000 mg/Kg, n =
4) (C) dissolvida em um volume de NaCl 0,9% suficiente para promover uma
expansao de volume correspondente a 4% do peso corporal do rato. Os ratos foram
colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas e a coleta dos rins foi feita
conforme o protocolo IV (Métodos). A setas pretas indicam vacuolos na célula
tubular cortical, as setas amarelas indicam nucleos picnéticos e as setas vermelhas
indicam células tubulares corticais com membrana desintegrada. Controle: NaCl
0,9% apenas, n =4 (A).
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5.3 CONSIDERACOES SOBRE PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

O primeiro protocolo experimental, por nés utilizado, consistiu em testar o
extrato bruto de raizes da Ampelozizyphus amazonicus Ducke (EBaap) em ratos
colocados individualmente em gaiolas metabdlicas. Apés um periodo de adaptacao
(5 dias), os ratos eram tratados com diferentes doses do EBaab administrado, por
gavagem, de 24 em 24 h, por 5 dias. O volume de urina e agua ingerida era medido
a cada periodo de 24 h. Este protocolo mostrou-se inadequado, pois os animais
encontrava-se sob condicdes normais de expansido de volume e o periodo de 24 h
para a medida do volume urinario era muito longo e, por isso, caso o EBaap fosse
eficaz em um periodo de tempo mais curto, as possiveis alteragdes na diurese
poderiam ser mascaradas pelo longo periodo de coleta. Além do mais, o tratamento
prolongado (5 dias), com o EBaap, pode levar a uma adaptagdo dos animais ao
mesmo. Assim, um procedimento experimental foi desenvolvido e padronizado com
o intuito de se avaliar o efeito agudo (horas) do EBaab e/ou de substancias dele
isoladas, sobre a funcdo renal. Porém, antes de se iniciar os estudos sobre esse
possivel efeito agudo, um experimento foi conduzido para se avaliar a magnitude da
diurese, em curtos periodos de tempo, produzida por expansdes crescentes de
volume (1 a 6% do peso corporal) com NaCl 0,9%. Conforme ilustrado pela Figura 6,
a administragdo, por gavagem, de NaCl 0,9% em volumes correspondentes a
percentuais crescentes de expansido volumétrica, aumenta o volume de urina de
maneira dependente da magnitude da expansdo. Com 4 e 6% de NaCl 0,9% por
cada 100g de peso corporal, a diurese iniciou-se mais cedo (60 — 90 min) e os
volumes cumulativos de urina foram similares. A expansao de volume com 4% de
NaCl 0,9%, por cada 100g de peso corporal, foi utilizada na maioria das séries
experimentais subsequentes. Em alguns experimentos, a expanséo de volume foi

feita com agua de torneira (4% de agua por cada 100g de peso corporal).
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FIGURA 6. Efeito de expansdes crescentes de volume extracelular sobre o
volume cumulativo de urina. Os ratos com livre acesso a agua receberam, por
gavagem, volumes variaveis (0 a 10% do peso corporal) de NaCl a 0,9%. Em
seguida, foram mantidos individualmente em gaiolas metabdlicas e o volume
cumulativo de urina foi medido de 30 em 30 min, durante 3 apds a expansao. “Inset”:

Variagao do fluxo urinario (ml/min) durante as 3 h apds a expansao de volume.

5.4 EFEITO DO EXTRATO BRUTO E DAS SAPONINAS TRITERPENICAS DE
RAIZES DA Ampelozizyphus amazonicus DUCKE SOBRE A DIURESE EM RATOS

Nessa série experimental, foi investigado o efeito do EBaab e SAPaap sobre a
diurese em ratos previamente mantidos sob 2 condigdes de hidratagéo: i) restricao
de agua por 12 h ou ii) livre acesso a agua.

A Figura 7 mostra o efeito do EBaap (Fig. 7A) e da SAPaap (Fig. 7B) sobre a
diurese em ratos mantidos sob restricdo de agua durante as 12 h que antecederam o
inicio dos experimentos (protocolo |). Nesta condi¢cédo, a expanséo de volume (4%)
com NaCl 0,9%, por si so, praticamente, ndo aumentou a diurese e o EBaap, na
maioria das doses utilizadas, também nao foi capaz de modifica-la (Fig. 7A). Apenas

a dose de 150 mg/Kg produziu um ligeiro aumento no volume de urina quando
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comparado, tanto com o controle (sem expansdo), quanto com a expansao com
NaCl 0,9% apenas. Surpreendentemente, a SAPaab, mesmo sob restricdo de agua e

ao contrario do EBaap, inibiu 0 aumento, mesmo que discreto, no volume urinario
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FIGURA 7. Efeito de diferentes doses de EBasxp € de SAPasp sobre o volume
cumulativo de urina. Os ratos sob restricio de agua durante as 12 h que
antecederam o inicio do experimento receberam, por gavagem, doses crescentes de
EBaap (A) ou SAPasp (B) dissolvidos em um volume de NaCl a 0,9% suficiente para
promover uma expansao de volume correspondente a 4% do peso corporal do rato.

Os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas e o volume

cumulativo de urina foi medido a cada 30 min, durante 3 h (n = 5, por grupo).
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induzido pela expanséo de volume (4%) com NaCl 0,9% (Fig. 7B). Esta inibic&do foi
dose-dependente e atingiu valor maximo com a dose de 200 mg/Kg de SAPaaD.
Comparativamente, a Figura 8 mostra o efeito do EBaap (Fig. 8) e da SAPaap (Fig. 9)
sobre a diurese em ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam
o inicio do experimento (protocolo 1). As condigbes de expansao de volume foram as
mesmas ja descritas para os experimentos com os ratos sob restricdo de agua
(acima). Sob acesso livre a agua, a diurese induzida pela simples expansdo com
NaCl 0,9% foi bem mais pronunciada (Figs. 8 e 9) do que quando os ratos foram
mantidos sob restricdo de agua (Figs. 7A e 7B). A Figura 8 ainda mostra que o EBaaD
aumentou, de forma mais pronunciada, a diurese produzida pela expansdo com
NaCl 0,9% nos ratos com livre acesso a agua (comparar Figs. 7 e 8). Similarmente
ao observado nos ratos sob restricdo de agua, a SAPaap inibiu a diurese, produzida
pela expansdo com NaCl 0,9% (Fig. 9), nos ratos com livre acesso a agua. Conforme
mostra a Figura 9, a redugdo do volume urinario, em relagdo a diurese produzida
pela expansdo com NaCl 0,9% apenas, pela SAPa,p foi dose-dependente. Aos 60
min apos a expansao de volume, foi observado uma queda no volume urinario de
1,23 £ 0,156 ml (controle, sem SAPaap) para 0,2 + 0,14 e 0,0 £ 0,0 ml, na presenca
de 50 e 1000 mg/kg de SAPaaD, respectivamente. O efeito antidiurético maximo foi
observado aos 90 min de expansao na presenca de 50 e 1000 mg/kg de SAPaaD
(0,513 £ 0,271 € 0,125+ 0,125 ml vs 2,28 + 0,17 ml).
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FIGURA 8. Efeito de diferentes doses de EBasp sobre a diurese em ratos. Os ratos
com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o inicio do experimento
receberam, por gavagem, doses crescentes de EBasp dissolvido em um volume de
NaCl 0,9% suficiente para promover uma expansao de volume correspondente a 4%
do peso corporal. Os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas
metabdlicas e o volume cumulativo de urina (A) foi medido a cada 30 min, durante 3
h (n =5, por grupo). “ Inset” em A, area sob a curva (ml.min); B, fluxo urinario (ml/30

min) vs tempo apds a expansao.
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FIGURA 9. Efeito de diferentes doses de SAPa,p sobre a diurese em ratos. Os ratos
com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o inicio do experimento
receberam, por gavagem, doses crescentes de SAPa,p dissolvidas em um volume
de NaCl 0,9% suficiente para promover uma expansao de volume correspondente a
4% do peso corporal. Os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas
metabdlicas e o volume cumulativo de urina (A) foi medido a cada 30 min, durante 3
h (n =5, por grupo). “ Inset” em A, area sob a curva (ml.min); B, fluxo urinario (ml/30

min) vs tempo apds a expansao.
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5.5 EFEITO DAS SAPONINAS TRITERPENICAS DE RAIZES DA Ampelozizyphus
amazonicus DUCKE SOBRE A DIURESE INDUZIDA POR EXPANSAO
HIPOSMOTICA DE VOLUME

De forma similar ao observado na expansao com NaCl 0,9%, quantidades
variaveis de SAPa,p reduziram, de maneira dose-dependente, o volume urinario em
relacdo a diurese produzida pela expansdo de volume com agua comum (4% do

peso corporal) (Fig. 10).
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FIGURA 10. Efeito de doses variaveis de SAPa,p sobre a diurese em ratos apoés
expansao hiposmotica de volume. Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h
que antecederam o inicio do experimento receberam, por gavagem, doses
crescentes de SAPasp dissolvidas em um volume de agua comum suficiente para
promover uma expansao de volume correspondente a 4% do peso corporal. Os ratos
foram colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas e o volume cumulativo de
urina foi medido a cada 30 min, durante 3 h (n = 5, por grupo). “ Inset” , area sob a

curva (ml.min).



71

Embora a diurese induzida pela expansdo com agua (protocolo V) seja mais
intensa do que aquela induzida pela expansao com NaCl 0,9% (Figs. 8 e 9), o efeito
inibidor da SAPAaap sobre a diurese induzida pela expansdo com agua foi similar ao
efeito observado na expansao com NaCl 0,9%, conforme mostrado nas Figuras 10 e
11.
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FIGURA 11. Efeito das SAPaap sobre a diurese em ratos submetidos a expansdes
iso e hiposmatica de volume. Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que
antecederam o inicio dos experimentos receberam, por gavagem, 100 mg/Kg de
SAPaap dissolvidas em um volume, de NaCl 0,9% ou agua comum, suficiente para
promover uma expansao de volume correspondente a 4% do peso corporal. Os ratos
foram colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas e o volume cumulativo de
urina foi medido a cada 30 min, durante 3 h (n = 5, por grupo). “Inset”, area sob a
curva (ASC, ml.min); 100% representa a diurese produzida pela expansdo com agua

ou NaCl 0,9% na auséncia SAPaap.
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Em face dessa similaridade de efeitos sobre a diurese e considerando que a
expansao isosmoética ndo afeta parametros como liberagdo de HAD, nas préximas

etapas experimentais, a expanséo de volume foi feita com NaCl 0,9%.

5.6 EFEITO DE SAPONINAS TRITERPENICAS DE RAIZES DA Ampelozizyphus
amazonicus DUCKE SOBRE A REABSORGCAO E EXCRECAO DE AGUA E
ELETROLITOS

A Figura 12 mostra o efeito da SAPas,p sobre o RFG e a FEH,0 aos 90 min
apos o tratamento. Embora a SAPasp ndo tenha afetado, significativamente (p =
0,112), o RFG, pbde-se observar que houve uma tendéncia de redugdo do mesmo
(Fig. 12A). Os valores de RFG foram de 248,5 £ 68,8 e 104,6 + 16,9 mI/90 min nos
ratos nao tratados (controle) e tratados com SAPa.p (50 mg/kg), respectivamente. A
FEH,0 também n&o foi, significativamente (p = 0,082), modificada pela SAPaap, muito
embora tenha sido elevada de 1,35 £ 0,42 (controle) para 2,46 + 0,38% (Fig. 12B).
A Tabela 5 mostra os valores médios de osmolalidade e das concentracbes
plasmatica e urinaria de Na* e K" nos ratos tratados com SAPa.p (50 mg/kg). A
excecdo da nenhum desses parédmetros foi, significativamente, alterado pela
SAPaqap. Ja a urina dos ratos tratados apresentou-se mais concentrada com uma
osmolalidade de 1033,7 £ 66,9 mOsm/l contra 694,2 + 58,3 mOsm/l na urina dos
ratos nao tratados (controle).

TABELA 5

Efeito das SAPaap (50 mg/kg) sobre a osmolalidade e concentragdes plasmatica e

urinaria de Na* e K.

Parametro Controle SAPaap
[Na™] Plasma, mEq/l
(n=7) 137 £ 2,1 126,7 £ 6,4
[Na™] urina, mEq/I
(n=7) 99,2 +12,7 111,99+ 11,2
[K™] Plasma, mEq/|
(n=7) 2,6 +0,08 2,5+ 0,14
[K™] Urina, mEq/I
(n=7) 119,7 £ 11,9 194,8 £ 38,4
Osm Plasmatica, mOsm/I
(n=6) 2989 +1,7 299,1+£22
Osm Urina, mOsm/I
(n =6) 694,2 £ 58,3 1033,7 + 66,9*

Osm, osmolalidade; *p = 0,004
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FIGURA 12. Efeito da SAPaap sobre o ritmo de filtragdo glomerular (A) e a fragao de
excrecao de Hy0 (B). Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que
antecederam o inicio do experimento receberam, por gavagem, SAPaap (50 mg/Kg, n
= 7) dissolvida em um volume de NaCl 0,9% suficiente para promover uma expansao
de volume correspondente a 4% do peso corporal do rato. Os ratos foram
colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas e a coleta de urina e sangue foi

feita conforme o protocolo Il (Métodos). Controle: NaCl 0,9% apenas, n = 5.
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As SAPaap (50 mg/kg) ndo apresentou efeito significativo (p = 0,232) sobre o
“clearance” osmolar que foi de 7,90 £+ 0,55 ml/min (vs 5,84 + 1,45 ml/min, no
controle) (Fig. 13A). Ja o “clearance” de agua livre foi tornou-se mais negativo nos
ratos tratados com as SAPaap, passando de —-3,21 £ 0,73 ml/mmin, no controle,
para 556 + 0,45 ml/min (Fig. 13B). Isto representa um aumento de,

aproximadamente, 70% na reabsorg¢ao de agua.

10- A
8-
g8 <
S E 67
3
SE
2-
0 T
Controle SAPAaD
B
o Controle SAPaap

Ch20
(m1/90min)
i

FIGURA 13. Efeito da SAPasp sobre o “clearance” osmolar (A) e “clearance” de
agua livre (B). Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o
inicio do experimento receberam, por gavagem, SAPaap (50 mg/Kg, n = 6) dissolvida
em um volume de NaCl 0,9% suficiente para promover uma expansédo de volume
correspondente a 4% do peso corporal do rato. Os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas e a coleta de urina e sangue foi feita

conforme o protocolo Il (Métodos). Controle: NaCl 0,9% apenas, n = 6. *p = 0,025.
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A Figura 14 mostra que a FENa" e a FEK" foram, significativamente, elevadas
pelo tratamento com SAPaqp (50 mg/Kg). A FENa™ (Fig. 14A) foi aumentada de 1,01
0,27% (controle) para 2,17 + 0,43%, enquanto que a FEK" (Fig. 14B) passou de 60,1
+ 20,0% para 131,5 + 17,5%. Esses valores representam um aumento de cerca de 2
vezes em ambas as fracdes. Para efeito de informacéo, as quantidades filtradas e

excretadas de Na* e de K* estdo mostradas na Tabela 6.
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FIGURA 14. Efeito da SAPasp sobre as fragcdes de excregcdo de sodio (A) e de
potassio (B). Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o
inicio do experimento receberam, por gavagem, SAPaap (50 mg/Kg, n = 6) dissolvida
em um volume de NaCl 0,9% suficiente para promover uma expansido de volume
correspondente a 4% do peso corporal do rato. Os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas e a coleta de urina e sangue foi feita
conforme o protocolo Ill (Métodos). Controle: NaCl 0,9% apenas, n = 6. Em A, *p =
0,048 e em B, *p = 0,028.
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TABELA 6
Efeito das SAPa.p (50 mg/kg) sobre as quantidades filtrada e excretada de Na* e K*.

Quantidades Controle SAPa.D
QFNa*, mmol/90 min 4525+ 19,43 13,37 + 2,36
(n=5) (n=7)
QENa*", mmol/90 min 0,30 £ 0,07 0,25+ 0,03
(n=5) (n=7)
QFK*, mmol/90 min 0,84 + 0,36 0,3+0,08
(n=5) (n=16)
QENa*, mmol/90 min 0,29 + 0,06 0,36 + 0,06
(n=5) (n=6)

QF, quantidade filtrada; QE, quantidade excretada

5.7 INVESTIGACAO DO POSSIVEL MECANISMO PELO QUAL AS SAPONINAS
TRITERPENICAS DE RAIZES DA Ampelozizyphus amazonicus DUCKE INDUZEM
ANTIDIURESE EM RATOS

5.7.1 Saponinas Triterpénicas e peptideos natriuréticos

A Figura 15 mostra que o tratamento com SAPasp (50 mg/kg) néo
afetou os niveis plasmaticos (79,0 £ 12,7 .vs 72,0 £ 12,2 pg/ml, controle) nem

o conteudo atrial de ANP (.4,5 + 0,6 vs 3,9 + 0,4.ug/atrio, controle).
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FIGURA 15. Efeito das SAPaap sobre o peptideo natriurético atrial no plasma (A) e
nos atrios (B). Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o
inicio do experimento receberam, por gavagem, SAPaap (50 mg/Kg, n = 6) dissolvida
em um volume de NaCl 0,9% suficiente para promover uma expansao de volume
correspondente a 4% do peso corporal do rato. Os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas e a coleta de sangue e atrios foi feita

conforme o protocolo IV (Métodos). Controle: NaCl 0,9% apenas, n = 12.
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Contrariamente ao observado para o ANP, as SAPasp (50 mg/kg) reduziram,
de forma significativa, o conteudo urinario de urodilatina, o qual diminuiu de 792 +
132 pg/ml para 299 + 88 (Controle) (Fig. 16).
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FIGURA 16. Efeito das SAPaap sobre o conteudo urinario de urodilatina. Os ratos
com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o inicio do experimento
receberam, por gavagem, SAPa,p (50 mg/Kg = 7) dissolvida em um volume de NaCl
0,9% suficiente para promover uma expansido de volume correspondente a 4% do
peso corporal do rato. Os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas
metabdlicas e a coleta de sangue e atrios foi feita conforme o protocolo IV
(Métodos). Controle: NaCl 0,9% apenas, n=7. *p =0,011

5.7.2 Saponinas Triterpénicas e Atividade ATPasica do Cortex Renal

A Figura 17 mostra o efeito das SAPa.p (50 mg/kg) sobre a atividade da Na* -
ATPase e da (Na® + K') ATPase. Enquanto que a atividade da Na* -ATPase foi
elevada de 25,0 + 5,9 (controle) (Fig. 17A) para 52,7 + 8,9 nmol Pi x mg™'x min™,
atividade da (Na* + K*) ATPase aumentou de 47,8 + 13,3. para 69,7 + 11,2 nmol Pi x

mg'x min™.
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FIGURA 17. Efeito das SAPa.p sobre a atividade da Na® -ATPase (A) e da (Na* + k*)
ATPase (B). Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam o
inicio do experimento receberam, por gavagem, SAPa.p (50 mg/Kg = 4) dissolvida
em um volume de NaCl 0,9% suficiente para promover uma expansédo de volume
correspondente a 4% do peso corporal do rato. Os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas e a coleta de sangue e atrios foi feita

conforme o protocolo IV (Métodos). Controle: NaCl 0,9% apenas, n = 4. *p = 0,049.
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5.7.3 Saponinas Triterpénicas e diurese induzida por furosemida

Nesta série experimental (protocolo VI) foi investigado o efeito das SAPaap
sobre a diurese induzida pela furosemida. Conforme pode ser observado na Figura
18A, o pré-tratamento com SAPaap (50 mg/Kg) , 30 min antes da expansédo de
volume (4%) com NaCl 0,9% apenas, nao teve qualquer efeito sobre a diurese
provocada pela simples expansdo. Por exemplo, aos 60 min apds a expansao, o
volume de urina foi de 3,5 + 0,44 e 4 £ 0,5 nos animais tratados e nao tratados com
SAPaaD, respectivamente. Ja nos animais expandidos com NaCl 0,9% contendo
furosemida (13 mg/Kg), a SAPasp, administrada 30 min antes da expansao de
volume (4%) reduziu, significativamente (p< 0,02), o efeito diurético da furosemida
(Fig. 18B). Aos 60 min apds a expansao, o volume de urina foi reduzido de 8,13.
0,7 ml para 5.25 + 0,4 ml.



81

© 144

=

5 121

()

o

o

=

©

=)

g W Controle
@)

()] O sAPap50
e

=)

@)

>

O ] ] ] ] ] ] 1
0O 30 60 90 120 150 180 210

Tempo apds expansao (min)

@ Controle (Furosemida)

O SAPaap 50 (Furosemida)

Volume Cumulativo de Urina

0 30 60 90 120 150 180 210
Tempo ap6és expansao (min)

FIGURA 18. Efeito das SAPa.p sobre a diurese em ratos submetidos a
expansdo de volume com NaCl 0,9% apenas (A) ou com NaCl 0,9% contendo
furosemida (B). Os ratos com livre acesso a agua durante as 12 h que antecederam
o inicio dos experimentos receberam, por gavagem, 0,5 ml de NaCl 0,9% contendo
ou ndo 50 mg/kg de SAPasp. Apdés 30 min, os ratos receberam, também por
gavagem, NaCl 0,9% apenas ou NaCl 0,9% contendo furosemida (13mg/kg) em
volume suficiente para promover uma expansao de volume correspondente a 4% do
peso corporal do rato (protocolo VI, Métodos). Os ratos foram colocados,
individualmente, em gaiolas metabdlicas e o volume cumulativo de urina foi medido a

cada 30 min, durante 3 h (n = 5, por grupo).
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6 DISCUSSAO

Este estudo mostra que enquanto o extrato bruto das raizes da
Ampelozizyphus amazonicus Ducke (EBa.p) aumenta a diurese em ratos, as
saponinas (SAPaap) dele extraidas produzem antidiurese. Porém, para se estudar os
efeitos de tais substancias sobre a fungéo renal, o grau de toxicidade das SAPp,p foi
avaliado pela analise da morfologia renal e pela sua atividade hemolitica. Como
esperado, as SAPa.p apresentaram atividade hemolitica in vitro, em concentragbes
que variaram de 50 a 0,78 mg/ml. Essa atividade foi dependente da concentracéo de
SAPaap utilizada, ou seja, a atividade hemolitica foi maxima com SAPa,p na
concentragdo de 50 mg/ml e minima na concentragéo de 0,78 mg/ml. Esse resultado
estd de acordo com o observado por outros autores, uma vez que a grande maioria
das saponinas presentes em outras plantas apresenta atividade hemolitica,
sobretudo quando as saponinas apresentam apenas uma unica cadeia de agucares
ligados a sua aglicona (CHANDEL et al.,1980; PRINCE et al.,1987; OLESKEZ, 1990;
OLESKEZ et al.,, 1992). Esse efeito é resultante da capacidade das saponinas de
interagir com os componentes da membrana celular dos eritrécitos, principalmente
as moléculas de colesterol, induzindo uma deformagdo na membrana com
consequente extravasamento do conteudo intracelular (GLAUERT et al.,, 1967;
KARABALIEV et al., 2003). A SAPaap, ao ser infundida intravenosamente a uma taxa
de 2,5 mg/min (SAPaap 50 mg/ml, fluxo na infusdo = 50 ul/min, durante da infusédo =
90 min), apresentou uma atividade hemolitica leve comparavel a hemdlise produzida
pela SAPa,p na concentracdo de 0,78 mg/ml, no experimento in vitro. A dose
intravenosa de 2,5 mg/min equivaleu a uma dose média de 750 mg/kg. Essa baixa
atividade hemolitica das SAPasp, In vivo, estda de acordo com o relatado por
BRUNETON (1999) ao ressaltar que muitas das caracteristicas bioldgicas e
farmacolégicas das saponinas, observadas in vitro, ndo sao reproduziveis in vivo.
Isto se da, principalmente, quando administradas oralmente, uma vez que muito
pouco das saponinas intactas, na forma de glicosideos, é absorvido no intestino
(GESTETNER et al., 1968). A baixa absorcao intestinal pode ser responsavel pela
baixa toxicidade apresentada pelas saponinas, quando administradas oralmente. O

baixo grau de toxicidade péde ser comprovado pela analise histologica de rins de
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ratos tratados, oralmente, com SAPasp (50 e 1000 mg/kg). Os rins dos animais
tratados com SAPa.p 50 mg/kg apresentaram apenas um pequeno aumento no
numero vacuolos nos tubulos renais, ao passo que nos rins dos ratos tratados com
SAPaap 1000 mg/kg houve um aumento ainda maior no numero de vacuolos e
aparecimento de focos pontuais de degeneragcdo da membrana celular e de nucleos
picnoticos.

Alguns relatos da literatura mostram que derivados de plantas, inclusive
saponinas triterpénicas, podem atuar sobre a funcado renal exibindo tanto efeitos
benéficos, como maléficos. Por exemplo, saponinas triterpénicas (saiksaponina-d)
extraidas de raizes da Bupleurum falcatum L. apresentaram atividade nefroprotetora
ao prevenir o desenvolvimento de proteinuria induzido por aminonucleosideos, em
ratos (ABE et al., 1986). De forma similar, a hiperplasia mesangial glomerular e a
espessura da membrana basal glomerular, em ratos Spragle-Dawley com nefropatia
diabética induzida por streptozotocina, foram reduzidas por saponinas extraidas da
Astragalus membranaceus BUNGE (YIN et al., 2004). Enfim, um grande numero de
plantas, muitas delas ricas em saponinas triterpénicas, possui atividade nefrotdxica,
quer seja pela propriedades inerentes aos compostos vegetais, quer seja pelo uso
inadequado das mesmas como, por exemplo, interagbes com outras drogas e
utilizacao de altas doses (WOJCIKOWSKI et al.,, 2004). Efeitos como necrose e
infiltracao celular no glomérulo e no epitélio dos tubulos renais tém sido atribuidos as
saponinas presentes em plantas como a Rinbacina, relatados (AFONNE et al., 2002)
e Argania spinosa e Citrullus colocynthis (ALAOUI et al., 1998; DIWAN et al., 2000).
SOKAR et al. (2003) também atribuem as saponinas triterpénicas, presentes na
Herniaria cinerea DC, a grande necrose tubular e a hemorragia observadas em
ldminas histolégicas de rins de ratos tratados, por via oral, por 2 semanas, com 0
extrato butandlico da Herniaria cinerea DC, em doses superiores a 1g/kg. Em nosso
estudo, a dose de 1g/Kg, foi a dose mais elevada de SAPaqp utilizada. Isto pode
explicar a ndo observagao de grandes alteracbes na morfologia renal. Além do mais,
nesse trabalho, examinamos o efeito agudo (horas) de uma unica dose de SAPaap,
ao contrario dos protocolos usados nos trabalhos acima relatados, onde foram
analisados os efeitos cronicos (dias a semanas) com doses repetidas dos extratos
das plantas. Embora questionavel, esta estabelecido que em um estudo de

toxicidade aguda, via oral, um produto s6 é considerado nao téxico quando, em
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doses inferiores a 5g/kg, n&o provoca morte e nenhum sinal clinico € observado em
consequéncia da adiministragcdo do mesmo (BROCK et al., 1995). Diante disso, as
SAPaap podem ser consideradas nao toxicas ou, pelo menos, com toxicidade leve.

A fim de se investigar o efeito agudo do EBasp € das SAPaap, uma expansao
de volume (4% do peso corporal) foi feita na maioria dos protocolos experimentais. A
opcéo pelos 4% foi feita com base no fato de que a diurese promovida por essa
magnitude de expansdo ndo € minima nem maxima, o que permite o estudo de
efeitos de substancias que tanto estimula como inibe a diurese. Experimentos sob
condigdes normais de expansao de volume requer um periodo longo de coleta de
urina (24 h) e assim, caso tais substancias tenham efeito mais imediato, as possiveis
alteragcbes na diurese poderiam nao ser detectadas pelo longo periodo de coleta.
Estudo prévio em nosso Laboratério (MEYER, 2002) mostrou que o tratamento
prolongado (5 dias) com o EBaap aumenta a diurese em ratos com livre acesso a
agua. Em um protocolo experimental inicialmente utilizado, nesse estudo, foi
observado que o EBasp aumentava, apenas discretamente, a diurese induzida pela
expansao de volume (4% do peso corporal) com NaCl 0,9% em animais que haviam
sido mantidos sob restricdo de agua durante as 12 h que antecediam o inicio do
experimento. A razao para a minimizagao do efeito do EBasp pode ser que, sob a
condicdo de restricdo de agua, mecanismos que promovem antidiurese como, por
exemplo, a liberacdo de HAD, devem estar estimulados. Ja nos animais com livre
acesso a agua nas 12 h que antecediam o inicio do experimento, o EBaap produziu
um aumento mais pronunciado na diurese sendo, esse efeito, dose-dependente. A
fim de identificar qual(is) composto(s) presente(s) no EBasp seria(am)
responsavel(eis) pelo aumento na diurese, 0 mesmo foi submetido a processos de
fracionamento. Uma fracdo dai obtida e composta por saponinas triterpénicas
(SAPaap) foi usada na maioria das etapas deste trabalho. A forma de isolamento e a
elucidagcao estrutural de saponinas triterpénicas das raizes de Ampelozizyphus
amazonicus Ducke ja havia sido descrita, em 1991, por LINS BRANDAO et al.

Para a nossa surpresa e contrariamente ao esperado, as SAPap extraidas do
EBaap produziram antidiurese. Este efeito, embora mais acentuado em animais com
livre acesso a agua nas 12 h que antecederam o inicio dos experimentos, também
foi observado nos ratos mantidos sob restricdo de agua durante esse mesmo

periodo. O efeito antidiurético das SAPas,p foi observado tanto na expansao de
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volume com NaCl 0,9% (expansédo isosmatica), quanto na expansdo com agua
(expansdo hiposmatica). Embora a diurese produzida pela expansao hiposmética
seja maior do que aquela induzida pela expansao isosmatica, a inibigao da diurese
pela SAPaqp foi, proporcionalmente, semelhantes sendo, esta inibigao, igual a 75 e
64% nas expansdes isso e hiposmoética, respectivamente. Assim, uma maior inibicao
da liberacdo de HAD, em decorréncia da baixa osmolalidade plasmatica (BANKIR,
2001; VERBALIS, 2003) provocada pela expansao hiposmaética, nao interferiu com o
efeito antidiurético das SAPaap.

A acédo diurética de plantas tem sido relatada por alguns autores. Por
exemplo, BEVEVINO et al. (1994) verificaram que o extrato bruto das raizes de
Bredemeyera floribunda induz aumento significativo no fluxo urinario, em ratos e que
esse efeito era devido as saponinas triterpénicas presentes na planta. De forma
semelhante, o efeito antihipertensivo exibido pelas saponinas encontradas nas
partes aéreas da Herniaria glabra parece ser devido ao efeito diurético das mesmas,
em ratos espontaneamente hipertensos (RHIOUANI et al., 1999). Além disso,
estudos utilizando ratos geneticamente hipertensos tipo Dahll sensiveis a sal (DSS),
mostraram que o efeito anti-hipertensivo do acido oleandlico e do acido ursélico era
devido ao potente efeito diurético desses compostos triterpénicos (SOMOVA et al.,
2003).

Em nosso trabalho mostramos, pela primeira vez, que as saponinas extraidas
da Ampelozizyphus amazonicus Ducke possui efeito antidiurético, ja que nenhum
trabalho relatando efeito semelhante foi encontrado na literatura.

Além do efeito antidiurético, as SAPasp ndo afetaram, significativamente, o
RFG, embora tenha sido observado uma tendéncia de redugdo do mesmo (Fig. 12).
Igualmente, a fracdo de excregdo de agua nao foi afetada, de forma significativa.
Novamente, os nossos dados estdo em desacordo com dados encontrados na
literatura. Segundo BEVEVINO et al., (1994), além de aumentar o fluxo urinario, o
extrato bruto das raizes da Bredemeyera floribunda também aumenta o RFG.

Nenhum estudo relatando que algum tipo de planta & inefetivo ou mesmo
capaz de promover queda no RFG foi, por nés localizado. Com relagdo as
discrepancias entre os nossos resultados com a Ampelozizyphus amazonicus Ducke
e aqueles relatados para a Bredemeyera floribunda, diversas hipoteses para explica-

las podem ser levantadas como, por exemplo, a propria diferengca de espécie e o
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protocolo experimental utilizado nos dois estudos. Um aumento no numero de
experimentos bem como o delineamento de experimentos que mostrem um efeito
mais direto das SAPa.p sobre o RFG, sem duvida, fazem-se necessarios.

As SAPaap aumentou, de forma significativa, a osmolalidade urinaria, embora
ndo tenha afetado as concentracdes plasmatica e urinaria de Na® e de K* e também
da osmolalidade plasmatica. Pela andlise da excrecdo de Na* e de K* observa-se
que a SAPasp aumentou a fracdo de excregao de ambos os ions. Esses dados estao
em consonancia com a observacédo de BEVEVINO et al. (1994) que relataram um
aumento na fracdo de excrec¢édo de Na* e K produzido pelo extrato bruto de raizes
da Bredemeyera floribunda.

O aumento na excregdo de K*, promovida pelo tratamento com SAPa.p, pode
estar relacionado com um aumento nos niveis plasmaticos do HAD. Varios estudos
mostram que o HAD estimula a secre¢do de ions K' no tubulo distal e no ducto
coletor cortical (FIELD et al., 1984; TOMITA et al., 1987; SCHAFER et al., 1986;
WANG et al.,1991; AMORIM et al., 2000). Em um outro estudo, ELALOUF et al.
(1973), usando ratos Brattleboro, que sao animais que nao produzem HAD,
verificaram que o tratamento com HAD exdégeno promovia um aumento na secre¢ao
de tubular de ions potassio nos tubulos distais. Esse aumento era independente de
um aumento do fluxo no tubulo distal ou do aporte de ions sddio neste segmento do
néfron, fatores conhecidos por influenciarem na secreg¢éo de ions K* (GOOD et al.,
1979).

A dosagem de HAD no plasma de ratos tratados com SAPas,p foi objetivo
desse trabalho. Durante o processo de dosagem, por motivos técnicos (escassez de
anticorpo) tais medidas ndao se mostraram, quantitativamente, fidedignas. Apesar
disso, os niveis de HAD foram, qualitativamente, mais elevados no plasma de
animais tratados com as SAPasp, quando comparados ao HAD plasmatico de ratos
nao tratados. Para a comprovagdo desse dado, a dosagem de HAD necessita ser
repetida para. De qualquer forma, um possivel aumento no HAD circulante, induzido
pelas SAPaap, poderia ser o responsavel pela elevacdo da fracdo de excregéo de K.

Diversos fatores enddgenos podem ser os responsaveis por um aumento na
excrecdo de Na* e K*. A filtragdo glomerular € um dos principais mecanismos que
regulam a excrecdo renal de Na’. Uma vez que grandes quantidades de Na® sdo

filtradas nos rins, pequenas mudangas no RFG podem ter grandes efeitos no Na*



88

excretado, apesar de que mudancas na quantidade de Na® filtrado serem
compensadas com concomitantes mudangas na reabsor¢cdo de Na+ nos tubulos
proximais, via “feedback” tubuloglomerular (EATON & POOLER, 2006). Outro fator
determinante na excrecao renal de sodio é a secrec¢ao de aldosterona, hormdnio que
aumenta a reabsorgdo de Na’ nos segmentos distais do néfron. Esse efeito se da
por i) indugéo da sintese de canais idnicos que afetam a reabsorgdo de Na* e K7,
nas células epiteliais tubulares, principalmente, os canais de Na® localizados no
lamen das células tubulares e ii) ativagdo da Na'-K'-ATPase presente no ducto
coletor cortical (VERBALIS, 2003; BLOT-CHABAUD et al., 1990).

Uma redugcdo na sintese e/ou liberagdo de aldosterona, estimulada pelas
SAPaap, poderia ser a responsavel pelo aumento na fragdo de excrecdo de Na*
observado em nosso estudo. Uma queda nos niveis plasmaticos de aldosterona
poderia diminuir a sintese daqueles canais de Na* localizados no limen das células
tubulares medulares reduzindo, entido, a sua reabsor¢ao. Nesse sentido, encontra-se
na literatura alguns exemplos de plantas medicinais envolvidas em altercbes dos
niveis plasmatico de aldosterona, tais como a Salvia miltiorrhiza usada,
cronicamente, por 12 semanas,diminuiu 0os niveis plasmaticos de aldosterona em
ratos espontaneamente hipertensos (HAN et al., 2002). FORSULND et al. (1989)
relataram que a ingestao diaria, por 8 semanas, de licorice (alcaguz), composto
vegetal extraido da Glycyrrhiza glabra L. e que possui em sua composi¢cao
saponinas triterpénicas, reduziu a concentracdo plasmatica de aldosterona. Em um
outro estudo, AI-FQUARAWI et al. (2002) que mostraram que a administracéo oral do
extrato aquoso das raizes dessa mesma planta (Glycyrrhiza glabra L.), nas doses de
100, 250 e 500 mg/kg promoveu a reducao dos niveis de aldosterona em ratos.
Estudos mostram que a Glycyrrhiza glabra L € um inibidor competitivo da isoforma
11 B Hidroxiesteroide Desidrogenase 2 (11 3- HSD2), enzima que catalisa a reagéo
da conversao de cortisol em cortisona, prevenindo a ativagao dos receptores de
mineralocorticdides pelo cortisol (STEWART et al.,, 1994; DRAPER et al., 2005). O
cortisol € um glicorcoticoide envolvido no controle da pressdo sanguinea capaz de
se ligar tanto a receptores de glicorticoides como a receptores de mineralocoricoides
(FUNDER et al., 1988). Assim a inibicdo da 11 B- HSD2 pela Glycyrrhiza glabra L,
nos tecidos alvos da aldosterona, leva a um quadro de hipertensao e hipocalemia,

conhecido como sindrome aparente do excesso de aldosterona, que resulta da
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ativacdo dos receptores de mineralocorticoides pelo cortisol em excesso, que
compete com a aldosterona pelo sitio de ligagdo dos receptores (CONN et al., 1968;
FUNDER et al., 1988; WHITE et al., 1997).

Apesar da grande influéncia sobre a variagéo da excregéo de Na®, somente o
RFG e a aldosterona ndo podem explicar completamente a natriurese que ocorre na
auséncia de grandes mudancas no RFG e na secreg¢ao de aldosterona observadas,
por exemplo, durante expansao isotbnica de volume. Isto sugere a participacéo de
outros fatores na regulagéo da excregdo de Na*.

No presente trabalho, verficamos que as SAPas,p diminuiram o conteudo
urinario de urodilatina, embora ndo tenha afetado os niveis plamatico e atrial de
ANP. Dados da literatura tém mostrado que o ANPgg.126 estimula a natriurese e
diurese pela inibicdo da reabsorcdo do sddio, no ducto coletor medular interno,
resultante da inibicdo de canais de Na* presentes na membrana apical e da (Na* +
K')-ATPase da membrana basolateral das células principais desse segmento do
néfron (BELTOWSKI, 2002; ZEIDEL et al., 1993; KNEPPER et al., 1991). Além da
inibicdo da reabsorcéo tubular de Na*, o ANPgg.126 pode induzir natriurese adicional
por aumento no RFG (COGAN, 1986), inibicado do sistema renina-angiotensina, da
atividade do sistema nervoso simpatico (ESPINER et al., 1995) e do efeito do HAD
(DILLINGHMAN et al., 1986).

A urodilatina € um peptideo natriurético que, em condicdes fisioldgicas, nédo é
detectado no plasma (DRUMMER et al, 1993). Por isso, acredita-se que o peptideo
seja sintetizado pelas proprias células tubulares renais e secretado dentro do lumen
do tubulo distal e ducto coletor onde se liga ao receptor NPR-A, atuando de forma
paracrina na regulagéo da excrecédo de Na* e da agua (RITTER et al., 1991; FELLER
et al., 1988). Estudos sugerem que o efeito da urodilatina sobre a funcdo renal é
semelhante ao efeito do ANPgs.126, OU Seja, a urodilatina diminui a reabsorcéo tubular
de Na* e agua principalmente no ducto coletor medular (SCHULZ-KNAPPE et al.,
1988; MEYER et al., 1996; BESTLE et al., 1999). Experimentos em animais e
humanos tém mostrado que a urodilatina, em doses equimolares ao ANP, possui um
efeito diurético e natriurético maior que o do ANP (HILDEBRANDT et al., 1992;
BESTLE et al., 1993). Uma possivel explicagdo para essa maior poténcia natriurética
e diurética, em relacdo ao ANP, seria uma maior quantidade de urodilatina a atingir

0s seus receptores nos tubulos renais em virtude de uma menor degradagao de
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suas moléculas. Estudos mostram que, ao contrario do ANP, a urodilatina ndo é
inativada pelas peptidases presentes na membrana de células do cortex renal em
cao (GEGELMANN et al., 1988). Além do mais, a inibicdo da endopeptidase neutra
nao afetou o “clearance” metabdlico da urodilatina, ao contrario do ANPgg.126 que
teve seu “clearance” diminuido, em ratos (ABASSI et al., 1992). Assim, em nosso
estudo, a diminuicdo nos niveis urinarios de urodilatina pode estar envolvida na
reducao da diurese produzida pelas SAPAaD.

Poucos estudos mostram o efeito de extratos vegetais ou compostos isolados
de plantas medicinais sobre peptideos natriuréticos. No trabalho de FORSULN et al.
(1989), além da reducédo na aldosterona plasmatica, foi verificado que o licorice
(alcaguz) extraido da Glycyrrhiza glabra aumenta, em cerca de 80%, a concentragéao
plasmatica de PNA. Em um trabalho, utilizando um modelo de insuficiéncia cardiaca
aguda induzida em ratos, a Astragalus membranaceus, planta medicinal chinesa,
administrada intraperitonealmente (1g/dia) aumentou, de forma significativa, a
relagdo PNA plasmatico/GMPc (MA et al., 1998). Em nosso estudo, as SAPasp ndo
afetou os niveis plasmatico e atrial de PNA. Isto pode ser devido ao protocolo
utilizado, uma vez que apenas uma dose de SAPasp foi administrada. Nenhum
trabalho, relacionando urodilatina com plantas medicinais, foi encontrado na
literatura.

De modo geral, efeito dessas substancias pode se dar de forma indireta, via
estimulacdo da liberagdo de outros mediadores ou diretamente, ao atuar sobre
mecanismos tubulares de transporte de eletrolitos e agua. Nesse estudo, mostramos
que as SAPa.p ndo afetam, significativamente, a atividade da (Na*+K") ATPase da
fracdo microssomal do cortex renal, embora tenha havido uma tendéncia de
aumento da mesma. Ha muito tempo, o aumento da atividade dessa ATPase por
substancias com propriedade detergentes, assim com as SAPaap, tem sido relatado.
Assim, JORGENSEN et al. (1971) verificaram que substancias com propriedades
detergentes, assim como as SAPa.p, aumentam a atividade da (Na*+K*) ATPase na
fragdo microssomal de medula externa de rins de coelho. Os autores sugeriram que
essa ativagdo da (Na*+K") ATPase era devido a capacidade, dessas substancias, de
promoverem uma abertura na estrutura de vesiculas citoplasmaticas favorecendo,
assim, migracao dessa enzima para a membrana celular. Em concordancia com esta

observagdo, GONIN et al. (2001) mostraram que as saponinas sdo capazes de
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aumentar a atividade da (Na"+K") ATPase localizada nas membranas de células do
ducto coletor cortical de ratos e em cultura de células principais dos ductos coletores
de camundongos (mpkCCDc14). Este efeito foi devido a capacidade das saponinas
em aumentar a permeabilidade das membranas de organelas citoplasmaticas que
possuem esse tipo de bomba, favorecendo, assim, a migragdo de grande numero de
moléculas de (Na'+K") ATPase do citoplasma para a membrana celular. Em nosso
estudo a elevacdo da atividade da (Na® + K') ATPase ndo atingiu significancia
estatistica, muito provavelmente, devido ao numero (n=4) pequeno de amostras
experimentais. Um possivel aumento da atividade da (Na'+K") ATPase poderia
contribuir para o efeito de redu¢ao da diurese promovidas pelas SAPaasp. Por outro
lado, as SAPa,p aumentaram, significadamente, a atividade de uma segunda bomba
de Na’, a Na® ATPase. Esta enzima localiza-se na membrana basolateral das
células epiteliais dos tubulos renais e transporta Na* do meio intracelular para o meio
intersticial, utilizando a energia proveniente da hidrolise do ATP. A atividade dessa
enzima é inibivel pela furosemida e pelo acido etacrinico (PROVERBIO, 1986). Por
apresentar cerca de 10% da atividade ATPasica total, acredita-se que a Na* ATPase
esteja envolvida numa pequena parcela do transporte do ion sodio ao longo do
néfron, portanto, participando do controle fino do transporte de Na® e agua
(CARUSO-NEVES et al., 2002). Esse aumento na atividade da Na® ATPase pode
estar diretamente relacionado com o efeito antidiurético das SAPaqp.

Uma possivel interacdo entre os efeitos da furosemida e das SAPaap, in vivo,
foi avaliada, nesse estudo. O efeito diurético da furosemida foi abolido pelo pré-
tratamento dos ratos com SAPasp. Observagao semelhante foi relatada por BECKER
et al. (1996), que verificou refragdo ao efeito diurético da furosemida em um paciente
hipertenso, que fazia uso domiciliar de um suplemento nutricional a base de ginseng.
O ginseng é um composto natural rico em saponinas triterpénicas do tipo
dammarano, ou seja, o0 mesmo tipo de saponinas encontrado nas raizes da
Ampelozizyphus amazonicus Ducke (BRUNETON, 1999).

A atividade aumentada da Na® ATPase pode estar envolvida na reducdo do
efeito diurético da furosemida provocada pelas SAPaap. Em suma, a SAPa,p pode
antagonisar o efeito da furosemida sobre a Na® ATPase diminuindo seu efeito

diurético.
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Diversos trabalhos tém relatado que derivados de plantas medicinais afetam a
atividade de enzimas envolvidas no transporte renal de eletrdlitos. Ao contrario do
observado em nosso trabalho, Souza et al. (2004) observaram que saponinas
isoladas das raizes da Costus spicatus reduzem a atividade da Na® ATPase do
tubulo proximal de rins de porco. Essa discrepancia entre os dois pode ser devido a
diferengas nos protocolos experimentais utilizados. O efeito das saponinas isoladas
da C. spicatus sobre a atividade da bomba foi medido apds contato direto das
saponinas com as membranas basolaterais dos tubulos proximais (in vitro), enquanto
que o efeito das SAPasp sobre a bomba foi medido, em nosso estudo, na fracéo
microssomal do cortex renal, 90 min apds a sua administragao (in vivo). Assim, no
primeiro modelo experimental, pode-se observar um efeito direto das saponinas
intactas sobre a Na* ATPase, ao passo que no segundo modelo experimental, as
SAPasp podem sofrer alguma transformacédo metabdlica, por acdo de enzimas
localizadas em diferentes érgéos, produzindo metabdlitos que apresentam efeitos
semelhantes ou completamente diferentes ao apresentado pela molécula precursora
de saponina na sua forma intacta. Assim, o efeito ativador da Na® ATPase promovido
pelas SAPa,p administradas, por gavagem, pode ser devido a agdo de saponinas
intactas e/ou pela agéo de algum metabdlito formado. Além disso, as saponinas séo
de natureza diferentes ja que as saponinas da C. spicatus sao do tipo esteroidais e
as saponinas da A. amazonicus Ducke sao do tipo triterpénicas.

Nos varios tecidos que compdem o organismo, a atividade das bombas de
sédio é regulada por horménios como aldosterona, HAD, peptideos natriuréticos,
dopamina, entre outros. Por exemplo, CARUSO-NEVES et al. (2004) verificaram
que a urodilatina e o ANP ndo alteram a atividade da (Na® + K*)-ATPase, porém,
inlbem a atividade da Na® ATPase em membrana basolateral isoladas do tdbulo
proximal de rins de porcos adultos. Os autores sugeriram que essa inibicado é
mediada pelo GMP ciclico, uma vez que o efeito inibidor de ambos peptideos foi
revertido pela presenca de um inibidor da guanilil-ciclase, MLY83583, e pela adi¢cao
de GMP ciclico. Em nosso estudo, a reducdo no nivel urinario de urodilatina,
verificada 90 min apds a administracdo de SAPaap, pode estar correlacionada com o
aumento na atividade da Na® ATPase da fragdo microssomal do cortex renal. Os
peptideos natriuréticos parecem ndo modular a atividade da (Na* + K*)-ATPase, a

menos que haja uma estimulagéo prévia da enzima pela noroepinefrina (GARVIN,
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1992) ou angiotensina Il (HARIS et al.,, 1987). J& o HAD parece estimular sua
atividade. TOMITA et al. (1987) verificaram que a administracdo intramuscular de
HAD, por 7 dias, produz aumento da atividade da (Na* + K*)-ATPase no ducto de
coletor cortical de ratos. Assim, um eventual aumento, pelas SAPasp, dos niveis
plasmaticos de HAD poderia estar mediando o aumento da atividade da (Na* + K*)-
ATPase, o que contribuiria para um aumento na reabsor¢gédo de agua nas porgdes
finais do néfron.

A Figura 19 esquematiza o(s) provavel(is) mecanismo(s) pelo(s) qual (is) as
SAPaap poderiam produzir antidiurese. A reducdo dos niveis renais de urodilatina
pelas SAPa,p implicaria em um aumento na atividade de ATPases renais,
principalmente, da Na® ATPase, o que pode levar a um aumento da reabsorcdo de
Na®. Por sua vez, niveis de HAD plasmatico elevados resultaria numa maior
reabsorcdo de agua no ducto coletor medular. Uma maior reabsor¢do de agua
associada a uma maior reabsorcéo cortical de Na* poderia ser a maior responsavel
pela antidiurese induzida pelas SAPasp. No entanto, ndo podemos deixar de
considerar que a fracdo de excre¢édo de Na*, em nosso estudo, foi aumentada pelas
SAPaap. Uma hipdtese para explicar tal efeito, € que uma possivel reducao, pelas
SAPaap, nOs niveis plasmaticos de aldosterona levaria a uma queda na reabsorcao
de Na’, pelo ducto coletor medular, com conseqliente aumento na excregdo desse

jon.
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Figura 19. Provavel(is) mecanismo(s) pelo(s) qual (is) as SAPasp podem diminuir a

produzir antidiurese. FR, fracdo de reabsorcéao; FE, fracao de excrecéao.
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7 CONCLUSOES

7.1 O extrato bruto das raizes de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (EBaap)

aumenta a diurese em ratos submetidos a expansao isosmética de volume.

7.2 Ao contrario do EBaap, as saponinas dele isoladas (SAPaap) reduz a diurese em
ratos submetidos a expansdes iso e hiposmodtica de volume. Além disso, na

expansao isosmotica, as SAPaqp:

a) aumentaram a reabsor¢do de agua, evidenciada por um “clearance” de agua
livre mais negativo;

b) aumentaram a excrecdo de Na* e K.

7.3 O efeito antidiurético das SAPasp pode estar relacionado, pelo menos em parte,

com:

a) uma redugao dos niveis renais de urodilatina;

b) aumento da atividade de ATPases renais, principalmente, a Na* ATPase.

7.4 O efeito diurético da furosemida € abolido pelas SAPaap, provavelmente, por

inibir ATPases renais.
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