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RESUMO

A grelina (GRE) é um peptideo de 28 aminoacidos que depende da acilagdo da
serina na posicao 3 para agir como molécula sinalizadora nos receptores secretagogos
do horménio do crescimento (GHS-Rs). Sua funcdo depende dessa interacdo e estes
receptores se expressam em diversos tecidos o que pode implicar em acbes
multissistémicas. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar, dentre essas acdes, as respostas
relativas a funcéo renal e hemodindmica em ratos normotensos e hipertensos através
administracdo da grelina e dos agonistas (MK0677) e antagonistas (PF04628935) do
GHS-R1a. Com esse intuito foram utilizados ratos como modelos experimentais sendo
normotensos (WT) e espontaneamente hipertensos (SHR). Foram estabelecidos os
seguintes desenhos experimentais: 1- Ratos foram submetidos a inje¢bes subcutanea
(s.c) de veiculo (VEH) (NaCl 0,9%), grelina (GRE) (10ug / Kg), antagonista de GHS-R1a
AT (PF04628935) (0,4mg / Kg), grelina + PF0462893 ou agonista de GHS-R1la AGO
(MKO0677) (10ug / Kg) e mantidos em gaiolas metabdlicas para posterior analise urinaria
e plasmatica. 2- Animais WT e SHR receberam injecdes intravenosas (i.v.) de grelina (10
/ kg), PF04628935 (0,4 mg / kg) ou uma combinacdo de grelina e PF04628935 para
registro da condutancia vascular. 3- Avaliou-se a expressdo dos receptores GHS-R1a
por Western blot na artéria aorta, artéria renal, no cértex e medula renal. Os parametros
metabdlicos (funcdo renal) revelaram diferencas significativas em relacdo a ingesta de
agua e racdo bem como os volumes urinarios tanto no mesmo grupo tratado Wistar e
SHR. O mesmo foi observado para os clearance da agua livre e de creatinina além da
osmolaridade e niveis urinarios de sodio e potassio. A injecdo intravenosa de grelina
reduziu a pressdo arterial média em ambas as linhagens sem evocar alteragbes
cronotrépicas significativas. A grelina aumentou a Condutancia Vascular Renal (CVR)
em ratos SHR. Os efeitos hipotensivos e vasomotores (CVR) produzidos pela grelina em
ratos SHR foram revertidos pelo antagonismo especifico de GHS-R1a com PF04628935
(20 minutos apéds a injecédo de grelina), para todas as analises foi determinado p<0,05. A
expressao dos receptores GHS-R1a se mostrou diminuida no cértex renal dos animais
SHR. Dessa forma, os dados obtidos sugerem possiveis participacdes da grelina e dos
receptores GHR-S1a nos ajustes da fungéo renal e hemodindmica de ratos normotensos

e hipertensos.

Palavras-Chave: Grelina; receptores GHS-R1a; interacdo grelina-GHS-R1a; fungéo

renal; hemodinamica.
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ABSTRACT

Ghrelin (GRE) is a 28-amino acid peptide that depends on the acylation of serine at
position 3 to act as a signaling molecule on growth hormone secretagogues (GHS-Rs).
Its function depends on this interaction and these receptors are expressed in several
tissues which may imply multisystemic actions. The objective of this research was to
evaluate the responses related to renal and hemodynamic function in normotensive and
hypertensive rats through administration of ghrelin and GHS-R1a agonists (MK0677) and
antagonists (PF04628935). For this purpose, mice were used as experimental models
being normotensive (WT) and spontaneously hypertensive (SHR). The following
experimental designs were established: 1) Rats were injected subcutaneously (sc)
vehicle (VEH) (NaCl 0,9%), ghrelin (GRE) (10ug / kg), GHS-Rla AT antagonist
(PF04628935) (0.4mg / kg), ghrelin + PF0462893 or GHS-R1a agonist AGO (MK0677)
(10ug / kg) and maintained in metabolic cages for further urinary and plasma analysis. 2-
WT and SHR animals received intravenous (i.v.) injections of ghrelin (10 / kg),
PF04628935 (0.4 mg / kg) or a combination of ghrelin and PF04628935 for vascular
conductance record. 3 - GHS-R1a receptor expression was evaluated by Western blot in
the aortic artery, renal artery, cortex and renal medulla. Metabolic parameters (renal
function) revealed significant differences in relation to water and feed intake as well as
urinary volumes in both the Wistar and SHR treated groups. The same was observed for
free water and creatinine clearance in addition to osmolarity and urinary sodium and
potassium levels. Intravenous injection of ghrelin reduced mean blood pressure in both
strains without evoking significant chronotropic changes. Ghrelin increased Renal
Vascular Conductivity (CVR) in SHR rats. The hypotensive and vasomotor effects (CVR)
produced by ghrelin in SHR mice were reversed by the specific antagonism of GHS-R1a
with PF04628935 (20 minutes after ghrelin injection), for all analyzes was determined (p
<0.05). GHS-R1a receptor expression was shown to be decreased in the renal cortex of
SHR animals. Thus, the data obtained suggest possible participation of ghrelin and GHR-
Sla receptors in renal function and hemodynamic adjustments of normotensive and

hypertensive rats.

Keywords: Ghrelin; ghrelin-GHS-R1a receptors; Ghrelin-GHS-R1a interaction;

hemodynamic.



1. INTRODUCAO

1.1. Descoberta do hormonio: Grelina

A analise do histérico da descoberta da Grelina (GRE) revela que os
primeiros estudos estavam voltados para a investigacao dos fatores relacionados a
liberacdo do horménio de crescimento (GH). Neste contexto, descobriu-se que
alguns peptideos derivados de opidides apresentavam pequena atividade na
liberacdo de GH e, a partir dai, alguns desses peptideos passaram a ser
sintetizados e testados em modelos animais (1-6).

Em conjunto, essas moléculas que estimulavam a liberacdo do GH foram
denominadas de secretagogos do horménio de crescimento (GHS), dentre os
guais estavam o peptideo liberador do GH 6 (GHPR-6) e a hexarelina (1, 3). A
descoberta do horménio liberador do GH (GHRH) e seu antagonista, a
somatostatina, mudou o foco das pesquisas que, a partir de entdo, buscaram
entender os mecanismos de acdo do GHRH na regulacdo da atividade de células
somatotréficas (5, 9).

Entretanto, alguns grupos de cientistas descobriram que o GHRH néo agia
sozinho e esse fato ganhou solidez com a descoberta e clonagem dos receptores
dos hormdnios secretagogos do horménio do crescimento (GHS-R) (1, 10). Na
medida em que a rota metabdlica do GHRH foi sendo decifrada, a partir da sua
interacdo com um receptor préprio, o receptor para GHRH (GHRH-R), surgiu a
davida de qual molécula, o potencial ligante enddgeno, atuaria nos GHS-R que,
em sinergismo com o GHRH, determinariam a producédo e secrecdo do horménio

do crescimento (1, 11) (Figura 1).
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Figura 1 — Mecanismo de acdo mostrando a possivel sinalizacdo da grelina nos receptores
acoplados a proteina G (CPCR) e os secretagogos para o horménio do crescimento (GHS-R). A
acdo acontece simultaneamente com a sinalizagdo do hormoénio liberador do horménio do
crescimento e seu receptor previamente conhecido (GHRH-R). A partir da descoberta dos
segundos mensageiros chegou-se a molécula sinalizadora enddgena procurada (grelina) por
farmacologia reversa (Adaptado de SATO et al., 2012) (3). GH-Horménio do crescimento; GHRH-R-
Receptores dos Horménios liberadores do GH; cAMP adenosina monofosfato ciclica; Ca**- Célcio;
GPCR-Receptores acoplados a proteina G.

Neste cenario, foi usada a estratégia do receptor 6rfao, geralmente um
receptor acoplado a proteina G (GPCR), cujos ligantes e vias de sinalizacao
puderam ser descobertos pela analise do recrutamento de segundos mensageiros.
Esse método ja havia sido usado para estudar a atividade de varios outros
peptideos bioativos e medicamentos, através de vias indiretas de expressao
génica em células transfectadas com receptores que foram incubadas com
diferentes moléculas potenciais, a conhecida farmacologia reversa (10, 12). Na
busca de um potencial sinalizador endégeno para os GHS-R e, portanto, no intuito
de identificar a estrutura complementar ao GHRH nas alcas de feed back que
controlam a producdo do GH, Kojima (1999) e seus colaboradores testaram varios
tecidos (13).

Para o grupo, surpreendentemente, dos varios o0rgdos e tecidos
investigados como cérebro, pulméo, coracao, rins e intestinos foi no subconjunto
de células enddcrinas na mucosa estomacal (glandulas oxinticas) que se

encontrou a maior expressao da molécula procurada que denominaram de Grelina
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(GRE), onde Ghre é prefixo da lingua proto-indo-européia com significado de
“Crescer”, uma alusao a relacdo do novo agente descoberto como coadjuvante na
liberacdo do hormonio do crescimento (5, 13).

No seu artigo “The Discovery of ghrelin — A personal memory” escrito em
2008, o pioneiro Masayasu Kojima descreve a felicidade dessa descoberta ja com
guase uma década passada. Nesse trabalho, Kojima tece um relato pessoal, onde
comenta como a pesquisa e o0 pesquisador necessitam de esforco e sorte. Mas,
ainda com esse reconhecimento, Kojima talvez ndo imaginasse o arsenal de
possibilidades que surgiram a partir do esclarecimento da existéncia da grelina e a

elucidacdo de sua estrutura e funcao (10, 14-16).

1.2. Estrutura molecular

A estrutura molecular da GRE revela sua natureza peptidica, constituida por
28 aminoéacidos. A molécula, que guarda grande similaridade estrutural entre os
vertebrados de diferentes espécies, é codificada por setores especificos do seu
gene composto por 4 éxons e 3 intros. O RNAmM pré-progrelina resulta da
transcricdo desse gene que forma os peptideos precursores dispostos em trés
regides: peptideo sinal, peptideo maduro e peptideo C-terminal. A desacilgrelina é
formada por mudancas pos-traducionais do peptideo maduro como mostra a figura
2A (7-8).
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Figura 2 — Processo codificagdo génica da Desacilgrelina (A) e de acilacdo da Grelina com mediacéo
enzimatica da Grelina O-aciltransferase (GOAT) (B), passo fundamental para a interacdo da Grelina
com o0s receptores GHS-Rla (Secretagogos para o hormdnio do crescimento) adaptado de
CASTANEDA et al., 2010 e TAYLOR et al., 2012 (7-8).



A diferenca da GRE entre humanos e ratos esté nos residuos de aminoacidos
na posicao 11 e 12, onde se observa a presenga de arginina e valina nos homens e
lisina e alanina nos ratos, respectivamente (14). Um aspecto determinante de sua
acao biolégica é o processo de octanoilacdo (Acilacdo) mediado por enzimas
especificas denominadas Grelina O-aciltransferases (GOAT) que catalisam a
substituicdo do grupo hidroxil do terceiro amino&cido n-terminal, a serina, por uma
molécula hidrofébica C7H1sCO (octanoil) (Figura 2B). Esta modificacdo pos-
traducional confere maior lipofilicidade a molécula, sendo imprescindivel para a
interacdo efetiva com os receptores GHS-R expressos em diferentes tecidos, que
estao divididos em subtipos GHS-R1a e GHS-R1b produzidos por splicing alternativo
de um gene inicial. Tal processo envolve clivagens reguladas durante a expressao
génica em éxons de um transcrito primario da molécula de RNAmM que pode
determinar a codificacdo de peptideos diferentes a partir de um mesmo gene (17-
19).

Ainda gue a forma octnoilada (acilada) da GRE seja mais conhecida, a forma
desactonoilada (desacilada) circula em maior percentual no plasma sanguineo (10).
Esta, virtualmente incapaz de se ligar ao GHS-R1a, pode participar da inducéo de
adiposidade em ratos, o que abre novas possibilidades de investigacdo de efeitos
para ambos o0s subtipos de receptores. Outros trabalhos revelam que mesmo
originadas por um precursor comum, a grelina acilada e a desacilgrelina apresentam
efeitos antagdnicos, uma vez que a ultima diminui a ingestdo de alimentos e retarda
0 esvaziamento gastrico, agindo principalmente no nicleo paraventricular e nucleo

arqueado do hipotadlamo (20-24).

1.3. Receptores do hormdnio do crescimento (GHS-RS)

Os receptores secretagogos do hormonio do crescimento (GHS-Rs) foram
clonados em 1996 por Howard e colaboradores, a partir da hipéfise e hipotalamo de
humanos e suinos (25). O subtipo GHS-R1a, em humanos, é uma proteina de 366
aminoacidos com 7 dominios transmembranares conforme demonstrado na figura 3
(26). Esses receptores sdo acoplados a proteina G (GPCR) e, portanto, atuam
promovendo a transducado de sinal através da ligacdo em dominios extracelulares
especificos que desencadeiam a ativacdo de proteinas heterotriméricas com

subunidades Ga, GB e Gy, como mostram a figura 3B e 3C (27).
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Figura 3 — Estrutura primaria dos receptores secretagogos do horménio do crescimento (GHS-R1a) com os
7 dominios transmembrana (A), adaptado de Liu, Garcia e Karbonits, 2011 (26). llustracdo desses
receptores (GHS-R1a) acoplados acoplado a proteina G com sua estrutura heterotrimérica com as
subunidades Ga, GB e Gy (B). Conformacao espacial do GHS-R1a (C), adaptado de HOELZ et al., 2013

(27).



Varias moléculas sinalizadoras, desde neurotransmissores a horménios como
a grelina, bem como seus agonistas ou antagonistas, podem interagir com esses
receptores e iniciarem varias cascatas metabdlicas para diferentes respostas
fisiologicas. Desta forma, a partir dessa dimensao funcional, esses receptores séo
investigpados e a compreensdo de seus mecanismos € fundamental para
descobertas fisiopatoldgicas e para o desenvolvimento de agentes terapéuticos e

diagnésticos (27).

Por serem expressos em varios tecidos como células hipotalamicas e
somatotroficas da adenohipdfise, tecido cerebral, pancreas, estdbmago, gbénadas,
coracdo e aorta, além dos rins, os receptores GHS-R1la podem desempenhar um
papel multissistémico (28-29). A grelina, por sua vez, € produzida
predominantemente por um subconjunto de células endécrinas da mucosa
estomacal (glandulas oxinticas), podendo também ser produzida por outros érgaos
como coracdo, pulmédo, pancreas, gonadas, tecido linfatico, tiredide, glandulas
adrenal, placenta, hipofise, hipotalamo e rins, entre outros (30-33). Este fato
contribui para a ampla possibilidade de respostas fisiol6gicas que podem resultar da
interacdo da grelina com os receptores GHS-Rla (34-35). A partir dessas
caracteristicas investigadas, a interacdo entre grelina-GHS-R1a alcancou um
patamar importante para fisiologia geral na atualidade, assim como para
compreensao de fisiopatologia cardiovascular, metabdlica e renal (3, 10, 36-38).

Quanto ao carater fisiopatoldgico, algumas pesquisas permitem sugerir que a
manipulacdo farmacolégica da grelina e dos receptores GHS-R1a poderia ser uma
alternativa em potencial para o tratamento de doencas cuja fisiopatologia envolve
fatores metabdlicos como obesidade e diabetes, caquexia, hipertensdo arterial
sistémica (HAS), infarto, doenca renal crénica, inflamacgfes e outros disturbios
homeostéticos (37, 39). O conhecimento da acdo e interacdo dessas moléculas
pode ser promissor para a evolucdo da abordagem diagnéstica, como futuros

biomarcadores da fungéo renal e cardiovascular (40-43).

1.4. Mecanismos de agéo
Uma vez estabelecidos os principais elementos ligados a liberacédo do GH, a
priori, funcéo elementar atribuida a GRE, os estudos passaram a investigar o seu

mecanismo de acao (1, 11). Neste sentido, foi proposta a interacao sinérgica entre



a GRE e o GHRH que, em sitios diferentes da célula hipofisaria, passam a ativar
0S seus respectivos receptores GHS-R1a e GHRH. No caso da interagdo GRE +
GHS-R1a, a ativacdo da via fosfolipase C — inositol-trifosfato (IP3) resulta no
aumento de célcio [Ca™"] intracelular. Este evento, associado & acdo do GHRH em
seu receptor (GHRH-R) via adenilciclase, aumenta os niveis de adenosina
monofosfato ciclica (cAMP), resultando na liberagdo do GH (Figura 4) (8, 28-29).

AGO GRELINA

° .

GHRH-R HIPOFISE GHS-R1a

CAMP 1 1[Ca’ ]

Adenilciclase Fosfolipase

voLibera(;ao de GH

Figura 4 — Mecanismo de agédo da Grelina simultaneamente com o horménio liberador do hormonio
do crescimento (GHRH) sobre células adenohipofisarias. GH-Horménio do crescimento; GHRH-R-
Receptores dos Horménios liberadores do GH; cAMP adenosina monofosfato ciclica; [Ca™"] Célcio;
GPCR-Receptores acoplados a proteina G, Inositol trifosfato (IP3) (Adaptado de MOREIRA e
SOARES, 2007) (29).

A grelina age de maneira enddcrina, paracrina e autdcrina, o que aumenta a
possibilidade de interferir em outros eventos fisioldgicos além da liberacao do GH,
como a estimulacdo na producdo de prolactina, secre¢cdo de adrenocorticoides e
modulacdo da liberacdo de insulina (44-45). Os estudos dessa molécula, com
poder orexigeno (8, 46), integrante do eixo hipotalamo-hipéfise-gatrointestinal, veio

mostrar que o sistema gastrointestinal (SGI) ndo € um elemento passivo na

regulacédo do metabolismo e no controle da homeostase (28-29, 32-33, 47).



1.5. Hemodinamica sistémica e a participagcdo da Grelina e seus receptores
GHS-R1a no controle da funcgao renal

A manutencao da homeostase dos fluidos corporais, controle do pH, producéo
de hormoénios e excrecdo de residuos metabdlicos sdo funcdes atribuidas aos rins
(48-49). Contribuir para a regulacdo da pressdo arterial (PA) também é uma
importante funcdo renal, intimamente relacionada ao controle de mecanismos
cardiovasculares e neuroenddcrinos. Estes mecanismos interagem promovendo
ajustes na resisténcia periférica e no débito cardiaco, cujo produto define a presséo
arterial, figura 5 (50-51).

Em respostas a flutuacbes hemodinamicas rapidas (regulacéo a curto prazo),
sob regulacdo autonOmica, barorreceptores e quimiorreceptores arteriais s&o
capazes de ajustar a pressdo arterial (PA) dispondo de estratégias vasoativas
eficazes (36). Pesquisas pioneiras nessa area relacionaram 0 aumento da
resisténcia periférica a um mecanismo de adaptacdo em médio prazo em uma dieta
induzida por sobrecarga de sodio (52). Quanto aos mecanismos de regulacdo em
longo prazo, o controle do balanco de sodio (ingestdo/eliminacdo) se apresenta de
forma decisiva na manutencéao do controle do volume de liquido extracelular. Nesse
contexto, a funcdo renal exerce protagonismo (49, 53). A figura 5 relaciona a
presséao arterial e os principais mecanismos de controle com destaque para a fungéo

renal.
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-AUtO_ rggulagéo - Regulagdo simpatica (Noradrenalina/Adrenalina) | €=
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- Estruturas Cardiovasculares - Espécies reativas de oxigénio
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Figura 5 — Mecanismos de controle da pressdo arterial com destaque para a funcdo renal
encarregada de ajustes a longo prazo. Notar que a pressao arterial (resisténcia periférica x
débito cardiaco) conta com ajustes neuroenddcrinos e cardiovasculares (coragdo e vasos),
Adaptado de CASARE, 2015 (54).

O controle dos niveis de agua e eletrdlitos esta diretamente ligado ao fluxo
sanguineo renal, ritmo de filtracdo glomerular e resisténcia vascular renal (55-56). A
elevacao da PA, desse modo, pode provocar um incremento na excre¢cdo de sddio e
agua (natriurese de pressdo) que reduz o débito cardiaco (controle por volume) e
retorna a pressao para niveis equilibrados (57).

Além dos fatores humorais e locais citados na representacdo da figura 5,
outros hormonios podem contribuir para o controle da fungcéo renal e da pressao
arterial. A grelina e seus receptores podem compor as vias de regulacdo dos niveis
de eletrdlitos e, de alguma forma, contribuir para o controle os niveis de liquido
extracelular e a pressédo arterial (38) ja que também é produzida pelos rins e o0s
receptores GHS-R1la expressos em estruturas renais como tubulos contorcidos
distais e partes finas da alca de Henle (38, 58-59).

Estudos mostram o papel da grelina na vasodilatacdo da artéria renal que
pode estar ligado a inibicdo dos ganglios simpaticos (60). O controle autonémico,
especialmente através de seu brago simpatico, € de suma importancia para a

regulacdo da funcdo renal (61-62). As influéncias da atividade simpatica sobre a
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funcdo renal s&o descritas por Matsumura (2002) e, da mesma maneira,
mecanismos vasodilatadores (63-65) e de diurese na relacdo com hipertenséo e
funcao renal, tem sido relatado por diversas pesquisas (57, 60, 66).

Dimitrova e colaboradores mostraram que a grelina pode interagir com a
endotelina 1 e exibir um efeito contratil na arteriola renal (67). O efeito sobre a
microvasculatura seria a principal contribuicdo da acé&o grelina-GHS-R1a para a
fisiopatologia da hipertensao (38), o que poderia modificar a retencéo ou a excrecéo
de ions e fluidos. De fato, os baixos niveis de GHS-R1a encontrados nos rins de
animais hipertensos (SHR) corroboram essa hipotese (68). Esses dados levantam a
necessidade de investigacdes adicionais para descobrir se 0sS mecanismos
determinantes dos efeitos da grelina sobre a funcdo renal sao diretos ou resultantes
da acéo desse hormdnio em outros sistemas (21).

Como a grelina pode ser capaz de participar do equilibrio nos niveis de sédio,
nao parece ser impossivel que tal horménio também regule o apetite por esse ion, o
gue poderia afetar a funcéo renal (57, 60). Em 2013, Aoki e co-autores mostraram
gue a administracdo de grelina aumenta a diurese e natriurese durante a
hipertensdo induzida pela sobrecarga de sodio (57). Esses achados divergem
daqueles obtidos por Kemp e colaboradores (2013), que encontraram aumentos
significativos na reabsorcédo de sédio no nivel do tubulo distal e, portanto, diminui¢cao
na excrecdo de sédio (69). Sendo assim, varias questbes ainda precisam ser
esclarecidas sobre o papel da grelina na funcédo renal (70). O estudo detalhado
dessas questbes pode resultar em novas estratégias terapéuticas para
comorbidades cardiovasculares, renais e metabdlicas como ja destacado.

1.6. Papel da Grelina e dos receptores GHS-R1a sobre o controle da funcéo
cardiovascular

Considerando que a fungdo renal é um determinante da homeostase
cardiovascular, é possivel que a interacédo grelina-GHS-R1a também possa atuar no
controle da vasomotricidade de diferentes leitos nas condicbes de normotensao e
hipertensédo. Os efeitos vasculares sdo provavelmente investigados com o objetivo
principal de delimitar se essas respostas resultam de efeitos centrais e/ou periféricos
(71). Matsumura et al.,, em 2002, revelaram que a injecdo intravenosa de grelina
reduz a pressao arterial de coelhos ndo anestesiados (63). A injecdo

intracerebroventricular de grelina produziu mudancas na pressao arterial que foram
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concomitantes a uma resposta cronotropica cardiaca positiva (72). Também foi
mostrado que a grelina e seus receptores produzem alguns efeitos sobre o controle
barorreflexo (73), que € o principal mecanismo de curto prazo que regula as saidas
autonO6micas para a vasculatura (74-75).

Matsumura e colaboradores relataram a influéncia da atividade simpatica
sobre a funcdo renal (63). Outras andlises mostram a atuacdo dos mecanismos
vasodilatadores provocados pela grelina (64-65), aléem do efeito na diurese que
poderia estar relacionado a hipertensao e funcao renal (57, 60, 66). Nessa mesma
linha, pesquisas revelam o papel da grelina nas respostas hemodinamicas em
situagbes isquémicas (76), sua relacdo com o tbnus vascular através de
angiogramas e mielografia com fio (65), além do efeito da grelina em varios
parametros cardiovasculares e sobre o controle da pressdo arterial (56, 77-78).
Desta forma, sdo varias as abordagens que avaliaram a influéncia da grelina nos
mecanismos barorreflexos (74-75, 79), e as respostas provocadas por agonistas e
antagonistas dos receptores GHS-R1a.

Em relacdo a regulacdo a longo prazo, pesquisas revelam diminuicdes da
condutancia vascular renal e hipertensdo relacionada ao espessamento da capsula
renal (80-81). Enquanto uma acdo contratil da grelina foi observada nas artérias
renais isoladas (67, 82), outros estudos mostraram que a grelina provocou a
vasodilatacdo nas artérias coronarias isquémicas de ratos (65). Embora algumas
pesquisas mostrem os efeitos antagbnicos da grelina sobre o endotélio (83), as
respostas nem sempre estédo confinadas a um mesmo leito vascular. A vasodilatacao
parece basear-se em caminhos oxidonitrérgicos, como revelado por aumentos na
expressdo de enzima que sintetiza o gas vasodilatador 6xido nitrico (NO), a 6xido
nitrico sintetase (NOS), na aorta de camundongos deficientes em GH (84).

A correlacdo do eixo grelina-GHS-R1a com alguns agentes autacoides ja foi
investigada para o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (85),
vasopressina (86), peptideos natriuréticos atriais além de endotelina e éxido nitrico
(57). Os efeitos vasodilatadores e vasoconstritores sdo controversos (67). Callaghan
e colaboradores sugeriram que o0s agonistas do GHS-Rla podem ativar este
receptor diferentemente da grelina (87). Novamente, as respostas pleiotropicas e a
localizag&o dos receptores de grelina nos leitos vasculares devem ser consideradas

e mais investigadas (88-89).
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Neste contexto, 0 SRAA é um dos mais estudados e importantes fatores do
controle da pressdo arterial e balanco hidrico (85, 90). Ao determinar o controle
dindmico da volemia e da resisténcia vascular periférica, o SRAA contribui
significativamente para a homeostasia cardiovascular e pode ser visto como uma
ferramenta disposta a partir da funcéo renal uma vez que a producdo de renina é

precursora para a formacéo de angiotensina (85) (Figura 6).
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Figura 6 — Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e formacdo da angiotensina Il (ANG II).
Sao mostradas as etapas e estruturas envolvidas nos ajustes da pressado arterial passando pela
funcéo renal via aldosterona e vasopressina. Adaptado de Silverthorn, 2010. (91)

Sensores localizados em células da macula densa sédo capazes de monitorar
o fluxo tubular e os niveis de sodio e, a partir dai, controlam a producdo de renina
(92-93). O circuito metabdlico até a formacdo da angiotensina Il passa pelo figado
(producédo de angiotensinogénio), os rins (renina), os pulmdes (enzima conversora

da angiotensina) (94-95). Este sistema implica na ativagdo de outros mediadores
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como a aldosterona, ligada ao controle da reabsorcao tubular de sédio, controle de
volume e ajustes da osmolaridade e a vasopressina, com fungédo de aumentar a
reabsorcdo de agua nas porcOes finais dos tubulos renais (92). O SRAA, na
perspectiva do controle renal de sodio e agua, integrados a reatividade vascular e
centros de controle bulbares contribuem para a regulacéo da presséao arterial (68).

A grelina, por sua vez, pode apresentar interagbes com a angiotensina Il
(ANG 1) em relacdo a ingestdo de agua e controle volémico (92, 96). Fujimura e
colaboradores sugeriram a acao protetora da grelina contra lesdes induzidas pela
angiotensina Il via estresse oxidativo em camundongos (97). A grelina demonstrou
acdo antidipsogénica, diminuindo a ingestdo de agua induzida pela ANG II
interferindo na volemia em ratos (98). Estas pesquisas mostram, portanto, que a
interacdo grelina-GHS-R1a pode atuar além da busca por ingestdo alimentar, ou
seja, pode estar implicada no equilibrio da funcdo renal, na hemodinamica e

homeostasia cardiovascular, temas relevantes que norteiam o nosso trabalho.

1.7. Modelos experimentais para estudo da funcéo renal

Para avaliar o papel da funcdo renal no cenario da hipertensdo, varios
modelos experimentais foram usados (68, 99). Kopf e colaboradores avaliaram a
participacdo dos rins no processo hipertensivo através do transplante cruzado entre
animais hipertensos e normotensos (100). Entre todos os modelos, os ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) produzidos a partir de colénias de ratos Wistar
(WT) seletivamente endogamicos, representam o modelo mais comparavel a forma
humana da hipertenséo primaria (101-102).

Os animais SHR apresentam retencdo hidrica, aumento da resisténcia e
reatividade vascular além da diminuicdo do limen das arteriolas em comparacao
com Wistar (101). Arendshorst e Beierwaltes (1979) mostraram que animais
hipertensos necessitam de uma pressao arterial maior para excretar sédio e agua
(103), fato também estudado por Dibona (1978), a partir da expansdo de volume
infundido com alteracéo da reabsor¢cdo de sodio na alca de henle (104). Ledingham
(1990) mostrou que SHRs apresentam aumento no apetite por sal e retencao de
soédio no corpo (105). A natriurese de pressdo esta alterada mesmo em animais
jovens (106). Harrap e Doyle (1986), inclusive, ja haviam proposto que o aumento da
resisténcia vascular renal € um dos fatores que altera a natriurese de pressao o que

pode contribuir para hipertensao (55).
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Dibona (1987) também avaliou a importancia da atividade simpética renal e
sua influéncia sobre a reabsor¢do de sodio (107). Anormalidade nesse mecanismo
pode levar a retencdo desse ion e aumentar a secrecdo de renina (68). Berecek
(1979) estudou a maior reatividade as catecolaminas em SHRs propensos a
acidente vascular cerebral, além do horménio antidiurético e angiotensina (108). O
remodelamento vascular provocado pela hipertensdo € um dos fatores que
determinam as diferencas em relacdo ao fluxo sanguineo renal entre Wistar e SHR
(109-111).

Roman (1988) avaliou o fluxo sanguineo cortical e papilar em SHRs e sugeriu
que a resisténcia vascular ja estd elevada em animais jovens e as alteracfes
hemodinamicas dos vasos retos podem contribuir para hipertensédo (112). Para Fink
(1979) a resisténcia ou hiperatividade ndo resulta de influéncia neurogénica da
vasculatura renal pela noradrenalina ou angiotensina Il (113).

Em suma, hd um contexto ambivalente em que a disfuncao renal pode ser a
principal causa da hipertensdo e, ao mesmo tempo, 0s rins sofrem lesGes
associadas ao quadro a medida que a hipertensdo progride (114-116). Este
fendmeno foi chamado de “ciclo vicioso de Klahr” (117). Alteracdes renais que
resultam em prejuizos diuréticos como a perda de massa renal, esclerose glomerular
entre outros reforcam esse ciclo (116). Ndo seria apenas 0 aspecto estrutural, mas
também fisioldgico que determinam o papel da funcao renal concomitantemente com
uma gama imensa de substancias vasoativas como prostaglandinas, 6xido nitrico e
0s componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Esses fatores
sdo fundamentais para 0s ajustes pressoricos hemodindmicos (118). A lesdo
vascular geral e renal pode induzir a producdo alterada destas substancias e
comprometer as respostas adaptativas na regulacao do volume e da homeostase do
sodio (68, 116).
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1.8. Hipertensao Arterial Sistémica e fungéo renal

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) representa um dos problemas de
salide mais incapacitantes e com graves repercussoes fisiolégicas (50, 119-120). E
uma afeccéo crbnica, diagnosticada pelos aumentos da presséao sistélica e diastdlica
acima de 140 e 90 mmHg respectivamente. S&o vérias as hipbteses para sua
deflagracdo, em 90% dos casos ndo ha uma causa secundaria clara sendo, neste
caso, classificada como hipertensdo essencial ou primaria (48, 120-121). Quando
existe uma causa além das condicbes -cardiovasculares, a hipertensdo €
considerada secundaria, o que pode ocorrer em alteragdes neuroenddcrinas como
sindorme de Cushing (Cortisol) ou hiperaldosteronismo (53) e durante estenose de
artéria renal (84, 122). De toda maneira, em ambos os tipos de hipertensao,
mecanismos renais indubitavelmente contribuem para a elevacdo dos niveis
pressoricos (120).

Neste contexto, a HAS pode ser provocada por alteracdes da capacidade dos
rins em regular a natriurese por pressao (53, 121). Cowley, 1992 mostrou que o
bloqueio da enzima conversora de angiotensina (ECA) teve efeito anti-hipertensivo
por atuar também no controle da excrecdo de sal e agua (123). A relacdo da funcéo
renal com o ajuste da pressdo arterial remonta de longo periodo desde os
experimentos de Tigerstedt e Bergman (1898) que provocaram o aumento da
pressédo arterial ao injetar renina na circulacao sistémica de animais (124). Guyton e
colaboradores observaram que a vasoconstriccdo sistémica ndo induz o aumento
sustentado da presséo arterial se os rins estiverem funcionando (52). Goldblatt e
colaboradores utilizaram grampos ou clips para promover a constriccdo das artérias
renais e desencadeou hipertensdo cronica (125). Outros autores propuseram que
essa alteracdo acontece simultaneamente pelo comprometimento do ritmo de
filtracdo glomerular, glomeruloesclerose, lesdes vasculares e intersticiais tubulares
(68, 107, 109, 113). A confrontacao de hipéteses sugerindo a predominancia de
mecanismos autondmicos sobre 0os mecanismos vasculares e renais tem sido alvo
de debates na literatura (114-115). A despeito disso, o papel decisivo da fungao
renal no controle da pressédo arterial e sua participacao na fisiopatologia da HAS é
um fato que n&o pode ser negligenciado.
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1.9. Papel pleiotropico da Grelina e dos receptores GHS-R1a

A administracdo de GRE aumenta significativamente a ingestdo de alimentos
em animais e essa condicdo orexigénica parece ser independente do seu efeito
estimulante na liberacdo do GH (10, 126). Por outro lado, os principais indutores que
regulam os niveis de GRE sao: niveis glicémicos, a composicao corporal, 0 gasto
energeético, jejum e as condi¢des patoldgicas (10). Outros autores descrevem que,
além dessas funcdes, a secrecdo gastrica e a motilidade intestinal seriam efeitos
localizados sobre o sistema gastro-intestinal (SGI) (37, 127-128).

Por muito tempo o controle dessas funcdes metabdlicas, principalmente o
ritmo e sua regulacao, conforme as demandas adaptativas impostas pelo ambiente
foram esclarecidas através de eixos neuroenddcrinos (129-130). O hipotalamo
seria 0 centro modulador das atividades, recebendo informagcdes de substratos
metabdlicos via corrente sanguinea e por aferéncias autonémicas (68, 120, 130). A
descoberta da grelina, se ndo o Unico, mas o mais importante horménio orexigeno,
trouxe um redimensionamento desse controle (10, 126).

Todavia, esses efeitos tdo citados ganham uma dimensao sistémica ou
pleiotrépica uma vez que a GRE pode ser produzida em varios 6rgaos, sendo
especuladas neste trabalho as estruturas renais como medula e cortex renal bem
como funcdo hemodinamica (ver figura 7). Assim, algumas acdes fisiol6gicas estédo
sendo cada vez mais analisadas como, por exemplo, a interagdo com o controle da
glicose, sindromes metabdlicas, hipertensdo, proliferacdo celular, funcao
cardiovascular, renal, reprodutoras, memoéria, aprendizado e funcdes anti-
inflamatérias (10, 29, 127).
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Figura 7 — Principais efeitos fisiolégicos da Grelina com o questionamento sobre a funcado renal e
hemodin&mica, grande eixo tematico dessa pesquisa. Adaptacdo de Vriese e Delporte, 2007 (2).

Considerando as ac¢des da Grelina em diferentes 6rgaos, € possivel que tal
hormbénio seja um importante agente homeostatico sistémico, uma vez que €
secretado na corrente sanguinea por células enddcrinas oxinticas X/A-like da parede
gastrica (como ja citado) e intestino delgado proximal (2). Neste caso, especialmente
em regibes com maior permeabilidade hematoencefalica, como o diencéfalo, a
grelina alcanca o sistema nervoso central (131). No ambito de seus potenciais
efeitos centrais, pode agir ndo somente em regidées que conhecidamente expressam
GHS-R1a como o nucleo arqueado (ARC) (30, 132) e hipotalamo anterior por meio
de aferentes vagais que trafegam passando pelo ndcleo do trato solitario (NTS), mas
também atua em neurdnios do hipotalamo (nucleo paraventricular — PVN) (133)
(Figura 8). Essa acao sobre tais regides pode determinar respostas periféricas (44)
gue regulam a ingestdo de alimentos, os niveis de glicose, lipideos, proteinas e
insulina, entre outros (134-136).

No que se refere aos efeitos periféricos, a grelina poderia influenciar:
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a) Funcbes gastro-entero-pancreaticas, modulacdo da proliferacdo celular e
desenvolvimento fisico através de vias dependentes e independentes do horménio
do crescimento (GH) (137-138).

b) Na natriurese por presséao e na funcéo renal (68, 116);

c) Efeitos na funcdo cardiovascular tanto em mecanismos relacionados a
hipertensdo, cardioprotecdo miocardica e contra injdrias ateroscleréticas e
isquémicas infartantes (139-140).

As lacunas, por outro lado, ainda estdo presentes em relacdo as
investigacbes sobre a repercussao renovascular e as respostas frente a interacédo
grelina-GHS-R1a quanto a funcdo renal e os ajustes compensatorios durante 0s
guadros hipertensivos. Assim, as principais hipéteses levantadas neste trabalho séo:
i) a interacdo grelina-GHS-R1a apresentaria respostas diferentes quanto a funcéo
renal em relacdo a administracdo aguda de grelina e os agonistas e antagonistas
dos receptores GHS-R1la em animais normotensos e hipertensos; ii) as respostas
hemodindmicas influenciadas pela interacdo grelina-GHS-R1a seriam diferentes
entre os ratos normotensos (WT) e espontaneamente hipertensos (SHR). Buscar
mais informacdes acerca desse contexto cientifico € a proposta do presente
trabalho. A figura 8 ilustra as hipoteses que nortearam a execucao desse trabalho.

O Sinais para ingestao alimentar
/ < Eixoestdmago-cérebro — >
\ 4 Aferentes Vagais

NTS €

X/A Células

Eixo Grelina-GHS-R1a Grelina

Ramos pré-motores

Ai a ina-GHS-R1a um

papel significativo entre os animais
e hi| ?

S
>

FUNGAO AJUSTES
RENAL o HEMODINAMICOS

® GHsR1a"”
o
Efeitos Periféricos da Grelina

Figura 8 — Possiveis repercussdes da interacdo grelina-GHS-R1a que norteiam as principais hipoteses deste
trabalho. Funcéo renal e cardiovascular além do sistema nervoso central (setas finas) e estbmago (setas grossas).
GHS-R1a (Receptores secretagogos para o hormdnio do crescimento), PVN (nlcleo paraventricular, hipotalamo),
ARC (nucleo arqueado) e NTS (nucleo do trato solitario). Fonte: Préprio autor.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1. Justificativa

A grelina faz parte de um contexto homeostético apresentando diversos
efeitos com implicacbes locais e sistémicas. Muitos estudos revelam como
determinados tecidos e oOrgdos se comportam frente a sua administracdo central
e/ou periférica numa tentativa de se estreitar o conhecimento do seu mecanismo de
acdo e, a partir dai, desvendar meios seguros de prevencao, tratamento e até
mesmo diagnostico de disfuncées metabdlicas. Esse hormonio poderia ser usado
como um dos biomarcadores da funcdo renal e de outros sistemas ja que participa

de funcdes diversas como relatado na reviséo de literatura.

Todas essas acdes e efeitos abrem um grande horizonte que justifica o
estudo da grelina, a partir do qual, muitos alvos experimentais podem ser
investigados. Ela representa umas das importantes pecas do quebra cabeca
fisiol6gico. Este estudo pretendeu avaliar as acfes ligadas a interacao grelina-GHS-
Rla sobre a funcdo e hemodinamica renal e contribuir para a discussao da

importancia desse hormdnio nos eventos fisioldégicos de interesse clinico.

2.2. Objetivo geral

Investigar os efeitos da administracdo aguda de Grelina e o papel dos Receptores
GHS-R1a no controle da fungéo renal e hemodindmica em animais normotensos e

hipertensos.

2.3. Objetivos especificos

1) Investigar o papel da grelina e dos receptores GHS-R1la no controle da
funcdo renal de animais normotensos e hipertensos quanto a: Ingestédo de
racao (g), quantidade de fezes (g), ingestdo de agua (ml) e volume urinario
(ml);

2) Investigar o papel da grelina e dos receptores GHS-Rl1la no controle da
funcdo renal de animais normotensos e hipertensos quanto a: Osmolaridade
plasmatica (mOsm), osmolaridade urinaria (mOsm), clearance osmolar

(uL/min) e clearance de agua livre (uL/min);
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4)

5)

6)
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Investigar o papel da grelina e dos receptores GHS-R1a no controle da
funcéo renal de animais normotensos e hipertensos quanto a: Sédio [Na'] e
Potassio [K'] plasmatico e Urinario (mEq/L);

Investigar o papel da grelina e dos receptores GHS-R1la no controle da
funcdo renal de animais normotensos e hipertensos quanto a: Creatinina
plasmatica (mg/dL), Creatinina urindria (mg/dL), Creatinina urindria
(mg/24horas) e Clearance de creatinina/peso (ml/min/Kg);

Avaliar os efeitos da administracdo aguda de grelina e a contribuicdo dos
receptores GHS-R1a para controle da hemodinamica (condutancia vascular
renal e adrtica);

Avaliar a expressédo dos receptores de Grelina, GHS-R1a, na artéria aorta,
artéria renal, medula renal e cortex renal de animais normotensos e

hipertensos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar e SHR (ratos
espontaneamente hipertensos), pesando entre 280-330g, provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Goids (UFG). Os animais foram alojados em gaiolas individuais (47cm x 31cm X
16cm), em salas climatizadas (22-24 °C), com livre acesso (ad libitum) a agua e
racado e com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os procedimentos foram realizados
de acordo com as normas de uso de animais (141) e os protocolos experimentais
amparados pela aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFG
(protocolo 073/2015 - ANEXO |I).

3.2. Drogas e Reagentes
As principais drogas e reagentes utilizados foram:

e Salina isoténica/veiculo (NaCl 0,9%), usada como controle (VEH);

e Heparina sddica (Liquemine, 5000U.I/mL — Roche Laboratories, Brasil);

¢ Kit de tiras reagentes para uroanalise Sensi 10® (Sensitive), lote 57140030;

e Padrbes do osmometro (100, 500 e 1500 mOsm/Kg H20 — Prec.Systeminc,
EUA);

e Padrdo de sddio [Na+] 140 mEq/L e potassio [K+] 5SmEq/L (Laborlab, Brasil);

¢ Kit Biotécnica® para dosagem de creatinina (Labtest, Brasil);

e Grelina de rato (Sigma Aldrich®): administrada nas doses 10 pg/kg (in vivo).
As doses escolhidas foram baseadas em experimentos pilotos realizados no
nosso laboratdrio e comparados a literatura relacionada;

¢ Antagonista de receptor GHS-R1a (PF-04628935/0,4mg/Kg) (Sigma, USA) e
Agonista (MK0677) (10 pg/kg) (Sigma, USA).
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3.3. Plestimografia de cauda

A plestismografia de cauda foi usada para confirmar os niveis de presséo
arterial de animais hipertensos, como critério de inclusdo para realizacdo dos
experimentos. Os animais passaram por um periodo prévio de adaptacdo a
manipulagédo e contenséo por 2 semanas.As medidas de presséo arterial, conforme
descrito a seguir, foram realizadas 5 vezes por semana antes do inicio dos
tratamentos (uma média dos valores de pressdo arterial sistolica obtidos
diariamente, foi calculada ao final do quinto dia). Para coletar as medidas, os
animais foram alojados em uma caixa aquecedora com temperatura aproximada de
38°C durante 15 minutos para dilatacéo da artéria caudal (Figura 9). Na sequéncia, 0
animal foi colocado em caixa individual com maravalha e um manguito de borracha
foi posicionado na base da cauda juntamente com um receptor de pulso, ambos
acoplados a um transdutor e conectados ao sistema de aquisicdo de dados
(Powerlab 4/25, ML0380/D, ADInstruments, Bella Vista, Australia). A partir da
insuflacdo e desinsuflacdo do manguito em intervalos regulares determinou-se a

PAS pela média aritmética de triplicata dos valores para 0 mesmo registro.

Luz infravermelho
Animal no contensor
“ PowerLab
Cauda
= w / AU
S
' \\ / ———
P /
V[
/ ) - ;"J
Transdutor de Pulso

Caixa aquecedora Torre de mercario

Amplificador de Sinal

Figura 9 — Esquema mostrando a sequéncia de procedimentos da plestimografia de cauda (142).
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3.4. Desenho Experimental

3.4.1. Experimento 1 — Papel da grelina e dos receptores GHS-R1a no controle
da funcéo renal de ratos normotensos (WT) e espontaneamente hipertensos
(SHR).

Para avaliar os efeitos da Grelina e da contribuicdo dos receptores GHS-R1a
através do uso de agonista (MK0677) e antagonista (PF0462893), em relagdo a
funcdo renal, foram utilizados ratos normotensos (WT) e espontaneamente
hipertensos (SHR) pesando em média 280-330g e alojados em gaiola metabdlica.
Cada linhagem foi dividida em cinco grupos (com n=12 cada): veiculo (VEH), Grelina
(GRE), Grelina+antagonista (GRE+AT), antagonista (AT) e agonista (AGO) como

mostrado na tabela 1.

Tabela 1 — Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

Grupo Normotensos/Wistar(WT) Grupo Hipertensos (SHR)

Tratamentos agudos (5 grupos; n=12 cada) Tratamentos agudos (5 grupos; n=12 cada)

GRE GRE
VEH NaCl GRE + AT AGO VEH NaCl GRE + AT AGO
(0,9%) 10pg / Kg AT 0d4mg/Kg | 10pg/Kg (0.9%) 10pg / Kg AT 0.4mg/Kg | 10pg/Kg
10ug/ Kg 10pg /Kg
n=12 n=12 0.4mg /Kg n=12 n=12 =12 n=12 0.4mg/Kg n=12 n=12
n=1 2 n=12

Ratos foram submetidos a inje¢des subcutdnea (s.c) de veiculo VEH(NaCl 0,9%), Grelina (GRE) (10ug / Kg), grelina + PF0462893
antagonista de GHS-R1a AT - PF04628935 (0,4mg / Kg) (GRE+AT), antagonista de GHS-R1a - PF04628935 (AT) (0.4mg / Kg) ou
agonista de GHS-R1a (AGO) (MK0677) (10pg / Kg) e mantidos em gaiolas metabolicas por 24 horas para posterior analise urinaria e
plasmatica.

Para avaliacdo dos parametros relacionados a funcao renal, os animais foram
pesados e colocados em gaiolas metabdlicas individuais (Figura 10), com livre
acesso a racdo e agua. Apds 24 horas de adaptacdo, as gaiolas foram lavadas,
pesou-se a racao (50g) e mediu-se o volume de &agua (100 ml) para serem
consumidas. Depois de mais 24 horas (Dia 0), foram separadas as amostras de

urina para uranalise com tiras de reagentes colorimétricas para verificagdo do bom
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estado renal do animal, analisando-se 10 pardmetros: Leucdcitos, urobilinogénio,
bilirrubina, sangue oculto, nitritos, Ph, densidade especifica, proteina, glicose e
cetonas. Também foram executadas as medidas de volume de agua e peso da
racdo consumida, além da pesagem das fezes e medicdo de volume urinario. Em
seguida, foi realizada a inje¢do subcutanea de veiculo (NaCl 0,9%), grelina (GRE)
(10ug / Kg), antagonista de GHS-R1a AT (PF04628935) (0,4mg / Kg), grelina +
PF0462893 ou agonista de GHS-R1a AGO (MK0677) (10ug / Kg), conforme cada
grupo estabelecido, e mantidos em gaiolas metabdlicas para posterior analise

urinéria e plasmatica.

L/-J Coletores de fezes e urina

Figura 10 — Imagem do modelo de gaiola metabdlica usada no estudo.

Posteriormente a injecao dos tratamentos planejados, foi realizada anestesia
por animal com tribromoetanol (250mg/kg), seguida de deslocamentos cervical e
abertura do térax para realizacdo de puncao cardiaca. Foram coletados 3,0 ml de
sangue de cada rato, com seringa heparinizada e colocados em microtubulos de 2,0

ml, cada qual com 0,1ml de heparina 5000 U.L./ml. As amostras entdo foram
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centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos e o plasma foi separado em aliquotas
de 2,0 ml sendo armazenados a -80° C em microtubulos (eppendorf) para analise
(Dia 1). A figurall mostra a representacdo esquematica da sequéncia experimental.
As amostras de urina também foram centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante foi separado e aliguotado em 2 microtubulos de 2,0 ml cada,

armazenados a -80° em microtubulos (eppendorf).

Amostras
Centrigudas
Armazenadas:
Analise dos
parametros
plasmaticos/
urinarios

(NaCl 0,9%)
Coleta de urina e sangue

Dia 1: Medidas

Pesagem

= Animais colocados na gaiola
— Lavagem das gaiolas

—— Dia 0: Medidas

— Injecdo das substancias e grupo

— Medidas

. I Y J L .

24h 24h 24h

Figura 11 — Representacao da sequéncia experimental.

Foram coletados e avaliados os seguintes parametros: Ingestdo de racgéo,
quantidade de fezes, Ingestdo de agua e volume urinario, Osmolaridade plasmaética,
Osmolaridade urinaria, Clearance osmolar, Clearance de agua livre, Concentracao
de Sodio e Potassio plasmatico e urinario,Creatinina plasmatica e urinaria,
Creatinina urinaria 24 horas, Clearance de creatinina/peso (Parametros

determinados através da analise da urina e do plasma dos ratos).
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e Determinacdo da Osmolaridade

A determinacdo das osmolaridades plasmatica e urinéria foi realizada por
osmometria de congelamento (Osmoémetro Micro-Osmette TM, Precision Systems
5004 EUA). Para leitura, o osmémetro foi previamente calibrado utilizando solucdes
padrdo, 100, 500 e 1500 mOsm. As amostras de urina foram diluidas 1:3 em agua
deionizada. A dosagem de cada amostra foi feita em duplicata. Em caso de grande
diferenca entre os resultados, realizou-se uma triplicata e foram considerados
apenas os dois valores mais préximos entre si e estabelecido uma média aritmética

destes.

Os seguintes calculos foram realizados para a analise:

Clearance osmolar (uL/min) = Osmolaridade urinaria x (Volume urinario/1,44)

Osmolaridade plasmatica

Clearance osmolar/peso (uL/min/g) = Clearance osmolar
Peso (kg)

Clearance de agua livre (uL/min) = (Volume urinario/1,44) — Clearance osmolar

e Determinacdo da [Na'] e da [K'] plasmatico e urinéario

As determinacdes de Na' e de K' nas amostras de plasma e urina foram
realizadas por fotometria de chama utilizando padrdo contendo 140 mEg/L de Na* e
5mEg/L de K* preparado em agua deionizada. Os valores lidos a partir das amostras
foram multiplicados pelo fator de diluicdo. A dosagem de cada amostra foi feita em

duplicata.
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e Dosagens de creatinina plasmatica e urinaria

Para as dosagens de creatinina plasmatica e urinaria foram feitas usando o Kit
comercial Biotécnica® e a leitura de absorbéancias (Abs) foi realizada no
espectofotdbmetroEpoch™ de microplacas (BioTek®). A partir dai, realizou-se a
leitura do padrédo e das amostras em duplicata. O resultado final foi obtido através da
média das duas absorbéancias. Os calculos dos dados para creatinina conforme

foram realizados conforme o Kit Biotécnica®:

*Considerando:

FD: Fator de diluicdo = 50;
Concentragao do padrao = 2 mg/Dl,
24 horas = 1440 minutos;

1Kg = 1000g.

Creatinina (mg/dL) = (Abs 2 — Abs 1) da amostra x Concentracao do Padréo
(Abs 2 — Abs 1) do Padréo

Creatinina urinaria (mg/24h) = Creatinina urin.(mg/dL) x FD x Vol. Urin. (ml)
100

Clearance de Cr (ml/min) = Creatinina urin. (mg/dL) x FD x Vol.urin./min

Creatinina plasmatica (mg/dL)

Clearance de Cr/peso (ml/min/kg) = Clearance de creatinina (ml/min)
Peso (Kg)
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3.4.2. Experimento 2 - Investigacao dos efeitos da administracdo aguda de
grelina e do antagonista de GHS-Rla PF04628935 sobre a resposta
hemodinamica renal e adrtica: Registro da Pressdo Arterial Média (PAM),
Frequéncia cardiaca (FC), Condutancia Vascular Renal (CVR) e Condutancia
Vascular Aodrtica (CVA).

Grupo Normotenso/Wistar (WT) Grupo Hipertenso (SHR)
(n=6) (n=6)
12 Série Experimental Administragéo in bolus de Administracdo in bolus de
Grelina (10ug / Kg) Grelina (10pug / KQg)

Pardmetros avaliados: Pressdo arterial média (PAM), Frequéncia
cardiaca (FC), Condutéancia vascular renal (CVR) e aortica (CVA).

Grupo Hipertenso (SHR)

(n=6)

22 Série Experimental Administragéo in bolus Administragéo in bolus

PF04628935 — 0,4mg/Kg Grelina (10pg / Kg)

Parametros avaliados: Pressdo arterial média (PAM), Frequéncia
cardiaca (FC), Condutéancia vascular renal (CVR) e adrtica (CVA).

Figura 12 — Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

Para a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, 0s animais foram
anestesiados inicialmente com halotano (2% em O, 100%; halotano; Cristdlia,
Itapira, SP, Brasil). A veia femoral direita foi canulada para a infusdo do anestésico
intravenoso tiopental (40 mg.Kg?, i.v.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A artéria
femoral direita foi canulada para o registro da pressédo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC). Posteriormente, foi realizada a traqueostomia, com o
objetivo de evitar o esforco respiratério.

Apos tricotomia no flanco lateral esquerdo, a regido retroperitoneal foi exposta

permitindo a visualizacao do rim esquerdo e da artéria renal. O fluxo sanguineo renal
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(FSR) e adrtico (FSA) foi registrado por fluxometria de tempo de transito como

descrito por Welch (143). Para isso, uma sonda em miniatura foi conectada a um

fluxémetro T206 (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA), que permite determinar

o fluxo em valores absolutos (mL.min™).

Os sinais obtidos foram enviados ao

sistema de aquisicdo e analise de dados MP150 (Biopac Systems, Inc., Goleta, CA,

EUA). Os dados foram digitalizados em uma frequéncia de 200 amostras por

segundo. Durante todo o experimento, a temperatura retal sera mantida entre 36 e

37°C com o auxilio de uma mesa térmica. A figura 12A E 12B resume a sequéncia

experimental.

A

| Anestesia com halotano (2% em O, 100%)

Canulacio (veia femoral esquerda)

Para infusio de anestésico

Para registro da PAM e da FC

Canulacio da artéria femoral direita
Traqueostomia seguida por tricotomia

de flanco lateral esquerdo

Ajuste de sonda e fluxometria

analise de dados MP150
(Biopac Systems, Inc., Goleta, CA, EUA)

Registros através do sistema de aquisicio e

v

B
12 Série Experimental 20 minutos 60 minutos
Anestesia Estabilizacdo Injecdo in bolus: Registro dos pardmetros
- Grupo Wistar n=6 Cirurgia Grelina (10pg / Kg) (PAM, FC, CVR e CVA)
- Grupo SHR n=6 — —
C
22 Série Experimental 20 minutos 60 minutos
Anestesia Estabilizacao Registro dos parametros
- Grupo SHR n=6 Cirurgia O Injecdo in bolus: cardiovasculares

Injecao in bolus:
PF04628935 0,4mg/Kg

Grelina (10pg / Kg)

=

(PAM, FC, CVR e CVA)

=

Figura 13 — Representacao esquematica da seqiiéncia experimental: (A) procedimentos gerais; (B)
primeira série experimental: injecdo de Grelina (10ug/kg) em WT e SHR; (C) segunda série
experimental: injecdo de PF046289835 (0,4mg/kg) seguida de Grelina (10ug/kg) em SHR.
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As condutancias vasculares da artéria renal (CVR) e adrtica (CVA) foram obtidas
pela razdo entre o FSR e FSA e a PAM, respectivamente. Ver formula:

%FS =| FS final - FS basal] ¥ 100
FS basal J

A condutancia vascular renal (CVR) e aortica (CVA) foi obtida pela razdo
entre o FSR e a PAM, respectivamente. As repostas da CVR e CVA foram
calculadas como variacao percentual em relagcéo ao valor basal (%CV), utilizando-se

as seguintes férmulas:

%CV = [ CV final - CVbasal | x 100
CV basal J

ApoOs um periodo de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares minimo
de 20 minutos, os animais normotensos e hipertensos foram submetidos a injecédo
intravenosa de veiculo, Grelina (10 pg/kg) ou a combinagéo Grelina e antagonista de
receptor GHS-R1la (PF-04628935) para os animais hipertensos. Os parametros

foram acompanhados por um periodo minimo de uma hora subsequente as injecdes.

3.4.3. Experimento 3 — Expressao dos receptores GHS-R1a na artériarenal e
aorta, no cortex e medula renal de ratos normotensos e hipertensos (Western
Blot).

As amostras das artérias renais e aorta além da medula e cortex renal foram
coletadas para investigacdo da expressdo dos receptores GHS-R1a (Western blot).
A partir do tampao de extracdo [PSB (tampéao fosfato-salino)] 1X, 1% Nonidet P40,
0,5% deoxicolato de sodio, 0,1% SDS (dodecil sulfato sodio) com inibidores de
proteases (0,01% aprotinina, pepstatina, leupepstatina, PMSF, ortovanato de sodio e
agua q.s.p.) foram extraidas as proteinas. O homogenato foi incubado no gelo por
30 minutos, sonicados e centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos a 4° C. O

sobrenadante foi retirado e o contetudo de proteinas foi quantificado pelo método de
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Bradford (144), sendo depois guardados a -80° C. Posteriormente, as amostras
foram preparadas, 40 nug de cada uma foi pipetado em tubo identificado,
acrescentando 5 uL de tampédo de amostra (Load) em agua Milli-Q até completar o

volume de 30 pL.

eletrotransferéncia 5 =
(1] Detecgao por anticorpos Il Reagéo de revelagao
— - —
—_— 3 f
L& e
S T / /
- [ Ak o/ [ % /
corrente — —bﬁ, 4 ;f / . / —)» h‘ /
— e . = / [=—>/ e /
Dy / f / / /
— / / / / / /
- / / / /
= '3 L‘"“-—-_ -'lf .Hll .'" Z‘“““—-__ /
T —/ —

Gel de SDS-poliacrilamida membrana Incubagsio com T/ Reagdo enzimtica da
anticorpo A Incubagédo com enzima ligada ao anticorpo
primario anticorpo A secundario

secundario

Figura 14 — Etapas basicas do Western blot para analise de expressdo do GHS-R1a obtido de
https://laneurotox.net.br/imunoquimica em 07/09/2018.

Através de eletroforese em gel acrilamida, figura 13, (concentracdo de 10%
ou 15% dependendo do peso molecular das proteinas de interesse) as amostras
foram fracionadas e corridas a 100 volts por, aproximadamente, 2 horas e 30
minutos a 120 volts e com temperatura de 4° C. Entdo, essa membrana foi corada
com Ponceau 0,5% para certificar a eficiéncia da corrida e da transferéncia, lavada
com TBST e incubada com leite 5% por uma hora para reduzir de acontecer ligacoes
inespecificas com o anticorpo para GHS-R1a. Em seguida a membrana foi incubada
com anticorpo primario de interesse (overnight) e com anticorpo secundario
comercial pro uma hora e meia e foi revelada com ECL. As bandas foram analisadas
pelo software J e a expresséo das proteinas foi demonstrada de forma relacionada
ao grupo controle (WT) com valor atribuido igual a 1. As proteinas analisadas por
essa técnica e as respectivas concentracbes dos anticorpos utilizados foram:
Catalase (LifespanBioscience) 1:4000, ERK1/2 (CellSignaling) 1:1000, SOD (Santa
Cruz Biotechnology) 1:1000, MMP2 (Cusabio) 1:1000 e MMP-9 (Boster) 1:1000.


https://laneurotox.net.br/imunoquimica%20em%2007/09/2018
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3.5. Anélise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do software
GraphPad Prism7.0 (GraphPad Software, Inc.). Os dados foram expressos com
média + erro padrdo da média (EPM). Os valores foram analisados usando andlise
de variancia de duas vias (ANOVA Two-Way; Fatores: Linhagem/drogas para funcao
renal e Linhagem/tempo para avaliacdo hemodinamica), seguida pelo pds-teste de
Tukey. As comparacdes da expressdo de GHS-R1a entre o WT e SHR foram feitas
utilizando One-Way ANOVA, com pos-teste de Tukey. O nivel de significancia foi
fixado em p< 0,05.
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4- RESULTADOS

Antes da execucdo das avaliacbes experimentais, a PAS foi avaliada por
plestismografia de cauda para confirmar a hipertensdo dos SHRs. A média dos

valores obtidos (SHR: 194 + 7 mmHg) revelaram a hipertensao.

4.1. Quantidade de ingestdo de racéo (g), producao de fezes (g), ingestédo de
agua (ml) e volume urinério (ml).

- Ingestéo de ragéo (g) (Figura 15) - Em WT, GRE aumentou o consumo de racao
(GRE: 25,7 + 0,3 vs. VEH: 20,4 + 0,6; p<0,05), assim como observado para o
agonista dos receptores GHS-R1la (AGO: 23,7 + 0,3 vs. VEH: 20,4 = 0,6; p<0,05).
Por outro lado, a administracdo concomitante do antagonista de GHS-Rla
(PF04628935) com a GRE reverteu o aumento na ingestao de ragéo provocado pela
GRE (GRE: 25,7+ 0,3 vs. GRE+AT: 22,0 £ 0,4; p<0,05). A injecdo do antagonista de
GHS-R1a reduziu a ingestao de racao (AT: 17,1 + 0,6 vs. VEH: 20,4 + 0,6; p<0,05).
Os efeitos da Grelina sobre a ingestédo de racdo em SHR (GRE: 25,6 + 0 vs. VEH:
21,2 + 0,4; p<0,05) foram similares aos observados em WT, inclusive para o
agonista de GHS-R1a (AGO: 25,7 £ 0,5 vs. VEH: 21,2 + 0,4; p<0,05) e (AT: 18,0 £+
0,5 vs. VEH: 21,2 £ 0,4; p<0,05).

Também como descrito em WT, a administragcdo concomitante do antagonista
de GHS-R1la (PF04628935) com a GRE reverteu o0 aumento na ingestao de ragao
provocado pela GRE (GRE: 25,6 £ 0,5 vs. GRE+AT: 21,0 + 0,4; p<0,05). Os efeitos
do antagonismo e do agonismo de GHS-Rla com PF04628935 e MKO0677,
respectivamente, estdo aumentados nos animais hipertensos quando comparadas
as linhagens (SHR vs. WT) (AT: 20,8 £ 0,5 vs. AT: 17,1 £ 0,6; p<0,05) e (SHR vs.
WT) (AGO: 25,7 £ 0,5 vs. AGO: 23,7 = 0,3). A ingestdo de alimentos, neste caso,
aumentou em WT e SHR e tais efeitos foram revertidos pela injecdo concomitante
de Grelina com o antagonista do GHS-R1a sugerindo a participacdo desse receptor

na modulacdo da ingestdo alimentar e no balanco energético.
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Figura 15 — Comparacao da ingestédo de ragéo (g) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos
(SHR) medidos 24h apds injecdo subcutanea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH);
Grelina - 10pg/Kg (GRE); Grelina (10pg/Kg) + antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg
(GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-Rla
MKOQ0677 - 10ug/Kg (AGO). Os resultados foram expressos como Média + EPM. As comparagdes
foram realizadas por Two-Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Vs. veiculo (mesma
linhagem); *vs. WT mesmo tratamento.
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- Quantidade de fezes (g) (Figura 16) - Em WT, GRE e o agonista de GHS-R1a
aumentaram a quantidade das fezes quando comparados ao veiculo (GRE: 14,8 +
0,3 vs. VEH: 10,1 = 0,4; p<0,05); (AGO: 14,8 + 0,3 vs. VEH: 10,1 £ 0,4; p<0,05). Por
outro lado, a administracdo concomitante do antagonista de GHS-Rla
(PF04628935) com a GRE, reverteu o aumento da quantidade de fezes provocado
pela GRE (GRE: 14,8 £ 0,3 vs. GRE+AT: 11,8 + 0,4; p<0,05). Esse resultado foi
semelhante para os SHR (GRE: 14,2 + 0,2 vs. VEH: 11,3 £ 0,4; p<0,05) e (AGO:
14,6 + 0,2 vs. VEH: 11,3 + 0,2; p<0,05), inclusive para a reversado do efeito apds a
administracdo concomitante com antagonista de GHS-Rla (GRE: 14,2 + 0,2 vs.
GRE+AT: 13,0 £ 0,4; p<0,05).
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Figura 16 — Comparacao da quantidade de fezes (g) entre o0s animais normotensos (WT) e
hipertensos (SHR) medidos 24h ap6s injecdo subcuténea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl
0,9% (VEH); Grelina - 10ug/Kg (GRE); Grelina (10ug/Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 -
0,4mg/Kg (GRE+AT); Antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-
R1a MK0677 — 10ug/Kg (AGO). Os resultados foram expressos como Média £+ EPM. As comparacdes
foram realizadas por Two-Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. Vs. veiculo (mesma
linhagem); *vs. WT mesmo tratamento.
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- Ingestdo de 4gua (ml) (Figura 17) — Em WT, GRE reduziu a ingesta de agua
(GRE: 29,6 £ 0,4 vs. VEH: 35,17 £ 0,7; p<0,05), o que também foi observado para o
agonista dos receptores GHS-R1a (AGO: 30,2 £ 0,5 vs. VEH: 35,17 £ 0,7; p<0,05).
Tal efeito foi revertido pela administracdo concomitante da GRE com o AT (GRE:
29,6 + 0,4vs. GRE+AT: 33,0 £ 0,3; p<0,05). O antagonista dos receptores GHS-R1a
aumentou a ingesta de agua (AT: 41,83 = 0,6 vs. 35,17 + 0,7; p<0,05). Tais
respostas foram semelhantes nos animais hipertensos (SHR) (GRE: 29,5 = 0,6 vs.
VEH: 36,25 £ 0,3; p<0,05); (AGO: 32,1 + 1,0 vs. VEH: 36,25 * 0,3; p<0,05); (GRE:
29,5 + 0,6vs. GRE+AT: 32,5 + 0,4; p<0,05) e (AT: 40,7 = 0,5vs. VEH: 36,25 + 0,3;
p<0,05). A resposta a injecdo do agonista diferiu entre as linhagens (AGO — WT:
32,1+0,1vs. SHR: 30,2 + 0,5; p<0,05).
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Figura 17 — Comparacdo da ingestdo de agua (g) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR)
medidos 24h apds injecdo subcutanea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina -
10pg/Kg (GRE); Grelina (10ug/Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg (GRE+AT);
Antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1a MK0677 - 10ug/Kg
(AGO). Os resultados foram expressos como Média £ EPM. As comparacOes foram realizadas por Two-Way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey.*vs. veiculo (mesma linhagem); *vs. WT mesmo tratamento.
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- Volume urinéario (ml) (Figura 18) - O volume urinério foi reduzido em WT e SHR
injetados com GRE, (WT - GRE: 8,5 + 0,1 vs. VEH: 10,83 * 0,3; p<0,05) (SHR -
GRE: 8,8 + 0,2 vs. VEH: 12,0 + 0,2; p<0,05), o que também foi observado para AGO
somente em SHR (AGO: 9,34 £ 0,2 vs. VEH: 12,0 + 0,2; p<0,05). Esses efeitos
evocados pela GRE foram revertidos pelo tratamento GRE+AT também nas duas
linhagens (WT — GRE: 8,5 £ 0,1 vs. GRE+AT: 12,6 + 0,2; p<0,05) e (SHR — GRE: 8,8
*+ 0,2 vs. GRE+AT: 10,9 = 0,2; p<0,05). O antagonismo dos receptores GHS-R1a
com PF04628935 aumentou o volume urinario nas duas linhagens, normotensos
(AT: 14,9 + 0,6 vs. VEH: 10,83 £ 0,3; p<0,05) e hipertensos (SHR) (AT: 14,4 + 0,3
vs. VEH: 12,0 £ 0,2; p<0,05) (Figura 17).
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Figura 18 — Comparac¢do do volume urinario (ml) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos
(SHR) medidos 24h apés injecao subcutanea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH);
Grelina— 10pg/Kg (GRE); Grelina (10ug/Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg
(GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-Rla
MKO0677 — 10ug/Kg (AGO). Os resultados foram expressos como Média £+ EPM. As comparagdes
foram realizadas por Two-Way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. * vs. veiculo (mesma
linhagem); *vs. WT mesmo tratamento.
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Sumario com os resultados: Ingestéo de racao e agua, fezes e volume urinario.

Tabela 2. Sintese dos resultados das comparacdes da ingestdo de ragéo (g), quantidade de fezes
(9), ingestédo de agua (ml) e volume urinario (ml) dos animais normotensos e hipertensos comparados
com veiculo WISTAR x VEH (Vs. veiculo) e SHR x VEH (' vs. veiculo) respectivamente. WISTAR x
SHR (* vs. mesmo tratamento) mostra a comparacdo entre as linhagens. As medidas foram
executadas 24h apos injecdo subcutanea: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina - 10ug / Kg (GRE);
Grelina (10pg / Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg / Kg (GRE+AT); Antagonista
de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg / Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1a MKO0677 - 10ug / Kg (AGO).
Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média. Andlise através de Two-way
ANOVA seguido pelo poés-teste de Tukey. ¥s. veiculo; "vs. mesmo tratamento. * I = Aumento
significativo; *{} = Diminuic&o significativa; - sem alteracao significativa; p < 0,05.

WISTAR X VEH {¥s.veiculo) GRE GRE+AT AT AGO
Ingestdo de Ragdo (g) * = *| *t
Fezes (g) * — — *
Ingestao de agua {ml) + — | |
Volume Urinario {ml) | — |} —

SHR X VEH(US.vel'culo) GRE GRE+AT AT AGO
Ingestaode Ragao (g) * — = =N
Fezes (g) *ﬂ — — —
Ingest3ode agua (ml) * — = =
Volume Urinario {ml) *|) — il *|)
WISTAR X SHR{*vs. tratamento) VEH GRE GRE+AT AT AGO
Ingestaode Ragdo (g) = = = # #
Fezes (g) - = == -
Ingest3ode agua{ml) — — = = dll

Volume urinario {ml)
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4.2. Osmolaridade plasméatica (mOsm), osmolaridade urinaria (mOsm),

clearance osmolar (uL/min) e clearance de agua livre (uL/min)

- Osmolaridade plasméatica (mOsm) e osmolaridade urinaria (mOsm) (Figura
19A e B) - A osmolaridade plasmética ndo foi afetada por nenhum dos tratamentos e
nao diferiu entre grupos normotensos e hipertensos (Figura 19A). Nos animais WT a
osmolaridade urinaria mostrou-se significativamente reduzida frente ao agonista
GHS-R1a (AGO: 684,3 = 14,6 vs. VEH: 726,5 + 9,2; p<0,05). De maneira
interessante, o antagonismo de GHS-R1a reduziu a osmolaridade urinaria somente
de SHR (AT: 782,5 + 5,6 vs. VEH: 849,4 + 4,8; p<0,05), demonstrando o possivel
papel desse re  ceptor na fisiopatologia da condic&o hipertensiva.

A reversao da resposta pelo tratamento GRE+AT s6 foi observada em WT
(GRE: 740,3 £ 9,2 vs. GRE+AT: 696,1 + 9,2; p<0,05). Na comparacdo com WT
submetidos ao mesmo tratamento, SHR injetados com GRE, AT e AGO
apresentaram niveis mais elevados de osmolaridade urinaria (VEH: 849,4 + 4,8 vs.
VEH: 726,5 £ 9,2); (GRE: 862,5 + 10, vs. GRE: 740,3 + 17,2); (AT: 782,5 £ 5,6 vs.
AT: 712,0 £ 11,2) e (AGO: 876,6 + 6,6vs. AGO: 684,0 + 14,6) para p<0,05 (Figura
19B).
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Figura 19 — Comparacdo da osmolaridade plasmética (mOsm) (A) e comparac¢do da osmolaridade
urinaria (mOsm) (B) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR) medidos 24h apds
injecdo subcutanea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina — 10ug/Kg (GRE);
Grelina (10pg/Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg (GRE+AT); Antagonista de
GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1a MK0677 — 10ug/Kg (AGO). Os
resultados foram expressos como Média + EPM. As comparacdes foram realizadas por Two-Way
ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. * vs. veiculo (mesma linhagem); # vs. WT mesmo
tratamento.
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- Clearance osmolar (uL/min) (Figura 20A) — O clearance osmolar apresentou-se
aumentado em SHR injetados com veiculo, quando comparado ao WT (SHR: 20,43
+ 0,5 vs. WT: 16,6 + 0,6; p<0,05). Ainda na comparacao entre as linhagens, para o
mesmo tratamento, houve um aumento significativo nos animais hipertensos (SHR)
para: (GRE: 22,8 + 0,5 vs. GRE: 17,5 + 0,3; p<0,05) e (AGO: 22,11 £ 0,6 vs. AGO:
17,15 + 0,5). A injecdo de GRE aumentou o clearance osmolar somente em SHR
(GRE: 22,8 + 0,5 vs. VEH: 20,43 + 0,5; p<0,05), o que foi revertido pela sua
coadministracdo com o antagonista de GHS-Rla (GRE: 22,8 = 0,5 vs. GRE + AT:
19,8 = 0,7; p<0,05). A administracdo do antagonista de GHS-Rla aumentou o
clearance osmolar em WT (AT: 20,13 + 0,9 vs. VEH: 16,6 £ 0,6; p<0,05), ao passo
gue tal tratamento reduziu este parametro em SHR (AT: 18,1 + 0,7 vs. VEH: 20,43 +
0,5; p<0,05).

- Clearance de agua livre (uL/min) (20B) — O clearance de agua foi alterado em
SHR quando comparado com WT injetados com veiculo (SHR: -12,74 + 0,4 vs. WT: -
9,26 + 0,4; p<0,05). Os valores do clearance de 4gua dos SHR tratados com GRE
(SHR: -14,5 £ 0,3vs. WT: -9,8 + 0,3; p<0,05) e AGO (SHR: -14,12 + 0,5vs. WT: -9,0 £
0,3; p<0,05) foram significativamente diferentes dos parametros obtidos em WT. O
antagonista (AT/PF04628935) aumentou a negatividade em normotensos (WT) (AT:
-9,3 £ 0,4 vs. VEH: -11,4 + 0,6; p<0,05) sendo a Unica resposta deste grupo. A
injecdo de GRE aumentou o clearance de agua somente em SHR (GRE: -14,5 £ 0,3
vs. VEH: -12,74 = 0,4; p<0,05). O efeito da GRE em SHR foi revertido pela sua
coadministracdo com AT (GRE: -14,46 + 0,3 vs. GRE+AT: -12,4 + 0,4; p<0,05).
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Figura 20— Comparacdo do Clearance osmolar (uL/min) (A) e comparacdo do Clearance de agua
(uL/min) (B) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR) medidos 24h apés injegdo
subcutanea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina — 10ug/Kg (GRE);
Grelina (10pg/Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg (GRE+AT); Antagonista de
GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1la MK0677 - 10ug/Kg (AGO). Os
resultados foram expressos como Média + EPM. As compara¢cbes foram realizadas por Two-Way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey. * vs. veiculo (mesma linhagem); # vs. WT mesmo
tratamento.
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Sumario com os resultados: Osmolaridade plasmatica e urinaria, clearance
osmolar e clearance de agua livre.

Tabela 3. Sintese dos resultados das comparagdes da osmolaridade plasmatica (mOsm),
osmolaridade urinaria (mOsm), clearance osmolar (uL/min) e clearance da agua (uL/min) dos animais
normotensos e hipertensos comparados com veiculo WISTAR x VEH (Vs. veiculo) e SHR x VEH (s.
veiculo) respectivamente. WISTAR x SHR (‘vs. mesmo tratamento) mostra a comparagao entre as
linhagens. As medidas foram executadas 24h apds injecdo subcutanea: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH);
Grelina - 10ug/Kg (GRE); Grelina (10ug/Kg) + antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg
(GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1la
MKO0677 - 10ug / Kg (AGO). Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média.
Andlise através de Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Vs. veiculo; vs. WT mesmo
tratamento. * ! = Aumento significativo; " = Diminuig&o significativa; - sem alteragéo significativa; p <
0,05.

WISTAR X VEH ﬁs.vel'culo) GRE GRE+AT AT AGO
Osmolaridade Plasmatica (mOsm) = = = =
Osmwolaridade Urinaria (mOsm) — = — *|)
Clearance Osmolar {pL/min) — — N —
Clearance da agua livre (pL/min) — = | —
SHR X VEH {vs.veiculo) GRE GRE+AT AT AGO
Osmolaridade Plasmatica (mOsm) — = — —
Osmwolaridade Urinaria (mQOsm) = — | —
Clearance Osmolar {pL/min) | = | —
Clearance da agua livre (plL/min) = = — =
WISTAR X SHR (* vs. mesmo tratamentao) VEH GRE GREHAT AT AGO
Osmolaridade Plasmatica (mOsm) = — — — —
Osmwolaridade Urinaria {(mOsm) 4|l dll — #ff #ff
Clearance Osmolar {pL/min) all dll — — #ff
Clearance da agua livre (pL/min) +|) +|) — - )
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4.3. Sodio [Na'] e Potassio [K'] plasmatico e Urinario (mEq/L)

- Sédio [Na'] e Potassio [K'] plasmaticos (mEg/L) (Figura 21A e B) - As
concentragcdes plasmaticas de sodio [Na'] e potassio [K'] ndo apresentaram
mudancgas significativas entre as linhagens para as injecdes de VEH, GRE,
GRE+AT, AT e AGO (Figuras 21 A e B, respectivamente).

A

150 A

100 A

501

[Na*] Plasmatico (mEq/L)

0- T

VEH GRE GRE + AT AT AGO VEH GRE GRE + AT AT AGO

WT SHR

[K'] Plasmatico (mEq/L)
N
L

0- T
VHE GRE GRE + AT AT AGO VHE GRE GRE + AT AT AGO

wT SHR

Figura 21 — Comparacéo da concentracdo de sodio [Na'] e [K'] plasmatico (mMEg/L) (A-B) entre os
animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR) medidos 24h apés injecdo subcuténea dos diferentes
tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina — 10pug/Kg (GRE); Grelina (10ug/Kg) + antagonista
de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg / Kg (GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 -
0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1a MK0677 — 10ug/Kg (AGO). Os resultados foram expressos
como Média £+ EPM. As comparac¢@es foram realizadas por Two-Way ANOVA seguido pelo pés-teste
de Tukey."vs. veiculo (mesma linhagem); *vs. WT mesmo tratamento.
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- Sédio [Na'] e Potassio [K'] Urinarios (mEq/L) (Figura 22A e 22B) - Em animais
normotensos (WT), 0s niveis de sodio urinario foram significativamente maiores
guando comparados com aqueles obtidos em SHR injetados com veiculo (SHR:
60,25 £ 5,0 vs. WT: 84,17 £ 5,0; p<0,05). A injecdo de GRE n&o modificou os niveis
de sodio urinario de WT, diferentemente do observado em SHR (GRE: 55,0 = 0,3 vs.
VEH: 60,2 £ 5,0; p<0,05). A coadministragcdo de GRE com o AT reduziu de maneira
significativa os niveis de sddio urinario de WT (GRE+AT: 60,1 + 0,5 vs. VEH: 84,17 +
0,5; p<0,05).

Os niveis de potassio urinario foram significativamente menores em SHR
quando comparados ao seu respectivo controle (WT) injetado com veiculo (SHR:
89,4 + 4 vs. WT: 162,0 £+ 3,0; p<0,05). Os niveis de potassio foram diferentes entre
WT e SHR apos injecdes de GRE (SHR: 94,6 + 2,0 vs. WT: 153,8 + 9,0; p<0,05) e
do AGO (SHR: 115,4 + 4,0 vs. WT: 153,1 £ 3,0; p<0,05). A injecdo de Grelina ndo
modificou o potassio urindrio em WT e SHR. Entretanto, a injecdo combinada de
GRE + AT reduziu os niveis de potassio urinario somente em WT (GRE+AT: 103,6 +
3,0 vs. VEH: 162,0 * 3; p<0,05), tal como ocorreu para o tratamento somente com
AT (VEH: 162,0 £ 3 vs. AT: 101+ 8,2; p<0,05).
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Figura 22 — Comparacdo da concentracdo de sodio [Na'] e [K'] urinario (mEg/L) entre os animais
normotensos (WT) e hipertensos (SHR) medidos 24h apés injecdo subcutdnea dos diferentes
tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina— 10ug/Kg (GRE); Grelina (10pg/Kg) + antagonista
de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 -
0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1a MK0677 — 10ug /Kg (AGO). Os resultados foram expressos
como Média + EPM. As comparacdes foram realizadas por Two-Way ANOVA seguido pelo pds-teste
de Tukey.*vs. veiculo (mesma linhagem); *vs. WT mesmo tratamento.
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Sumario com os resultados: Sédio [Na'] e Potassio [K'] plasméaticos e urinarios
(mEq/L).

Tabela 4. Sintese dos resultados das comparacdes das concentracBes de sbédio e potassio
plasmatico e urinario (mEg/L) dos animais normotensos e hipertensos comparados com veiculo
WISTAR x VEH (vs. veiculo) e SHR x VEH (Us. veiculo) respectivamente. WISTAR x SHR (*vs.
mesmo tratamento) mostra a comparacdo entre as linhagens. As medidas foram executadas 24h
apos injecdo subcuténea: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina - 10ug/Kg (GRE); Grelina (10pg/Kg) +
antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla -
PF04628935 - 0,4mg / Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1a MK0677 - 10ug / Kg (AGO). Os resultados
foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média. Andlise através de Two-Way ANOVA seguido
pelo poés-teste de Tukey. *s. veiculo; "vs. mesmo tratamento. * I = Aumento significativo; * U =
Diminuicéo significativa; - sem alteragao significativa; p < 0,05.

WISTAR X VEH fvs.vel'culo) GRE GRE+AT AT AGO
Sadio Plasmatico [Na*] (mEq/L) — — — —
Sédio Urindrio [Na*] {(mEg/L) = = — —
Potassio Plasmatico [K*] (mEg/L) — — — —
Potassio Urinario [K*] (mEg/L) = = = —
SHR X VEH fus.veiculo) GRE GRE+AT AT AGO
Sadio Plasmatico [Na*] (mEq/L) = — = —
Sédio Urinario [Na*] {(mEg/L) = — — —
Potassio Plasmatico [K*] (mEg/L) = — = —
Potassio Urinario [K'] (mEg/L) = = — *
WISTAR X SHR (*vs. mesmo tratamento) VEH GRE | GRE+AT | AT AGO
Sodio Plasmatico [Na*] {(mEq/L) — — — — —
sédio Urindrio [Na*] (mEg/L) il # — — —
Potassio Plasmatico [K*] (mEq/L) — — — — —
Potassio Urinario [K'] (mEqg/L) + | |} — — # |




49

4.4. Creatinina plasmética (mg/dL), Creatinina urinaria (mg/dL), Creatinina

urinaria (mg/24horas) e Clearance de creatinina/peso(ml/min/Kg)

- Creatinina plasmatica (mg/dL) (Figura 23A) — Os niveis de creatinina plasmatica
nao diferiram entre WT e SHR. A injecdo de grelina ndo afetou esse parametro em
normotensos (WT). Enquanto a GRE aumentou os niveis de creatinina plasmética
somente em SHR (GRE: 0,35 + 0,01 vs. VEH: 0,29 £ 0,01; p<0,05), a injecéo de
AGO aumentou tais niveis apenas em WT (AGO: 0,35 + 0,01 vs. VEH: 0,31 £ 0,01;
p<0,05).

- Creatinina urinaria (mg/dL) (Figura 23B) — Os niveis de creatinina urinaria
diferiram entre WT e SHR injetados com veiculo (WT: 182,0 + 31,0 vs. SHR: 61,2 +
8,5; p<0,05). GRE nao modificou os niveis de creatinina urinaria em WT e SHR
quando comparado ao veiculo. Quando comparados WT e SHR, os niveis de
creatinina urinaria foram diferentes apds tratamentos com GRE (SHR: 99,0 + 18,0
vs. WT: 203,2 + 36,4; p<0,05), GRE+AT (SHR: 78,7 + 0,3 vs. WT: 74,13 + 2.7;
p<0,05) e AGO (SHR: 72,6 + 3,4 vs. WT: 147,5 + 11,2; p<0,05).
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Figura 23 — Comparacdo da concentragdo de Creatinina plasméatica (mg/dL) (A) e comparacdo da
concentracdo de Creatinina urinaria(mg/dL) (B) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos
(SHR) medidos 24h apds injecao subcutanea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH);
Grelina — 10pg/Kg (GRE); Grelina (10pg/Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg
(GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-Rla
MKO0677 - 10ug/Kg (AGO). Os resultados foram expressos como Média + EPM. As comparacdes
foram realizadas por Two-Way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. * vs. veiculo (mesma
linhagem); #vs. WT mesmo tratamento.
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- Creatinina urinaria (mg/24horas) (Figura 24A) — A creatinina urinaria de 24h foi
menor nos SHR do que nos WT injetados com veiculo (SHR: 7,0 £ 0,1 vs. WT: 19,1
+ 3,0; p<0,05). A amplitude da resposta a GRE também foi menor em SHR quando
comparado ao mesmo tratamento em WT (GRE: 10,3 + 1,7 vs. GRE: 19,5 + 3,4,
p<0,05). A injecdo de GRE aumentou a creatinina urinaria de 24h somente em SHR
(GRE: 10,3 + 1,7 vs. VEH: 7,0 = 0,1; p<0,05), o que foi revertido pela injecéao
concomitante de GRE + AT (GRE: 10,3 £ 1,7vs. GRE + AT: 8,25 = 0,4; p<0,05).
Além disso, injecao de GRE + AT (GRE+AT: 8,8 £ 0,3 vs. VEH: 19,1 + 3,0; p<0,05)
ou de apenas AT (AT: 10,2 + 3,0 vs. VEH: 19,1 + 3,0; p<0,05) reduziram a creatinina

urinaria de 24h em WT.

- Clearance de creatinina/peso (ml/min/Kg) (Figura 24B) — O clearance de
creatinina/peso foi menor em SHR quando comparados com WT injetados com
veiculo (VEH: 30,8 + 5,4 vs. VEH: 58,7 + 9,6; p<0,05) respectivamente. A linhagem
hipertensa também apresentou valores menores nos confrontos: (GRE: 21,33 + 3,0
vs. GRE: 60,83 = 10,0; p<0,05); (GRE+AT: 25,8 = 1,2 vs. GRE+AT: 27,0 = 1,0;
p<0,05); (AT: 27,52 + 0,1 vs. AT: 31,3 + 1,3; p<0,05) e (AGO: 22,1 + 1,0 vs. AGO:
46,5 £ 3,0; p<0,05). A GRE nao modificou o clearance de creatinina/peso em WT e
SHR. A coadministracdo de GRE + AT (GRE+AT: 26,6 + 1,0 vs. VEH: 58,7 + 9,6;
p<0,05) e de AT apenas, reduziram o clearance de creatinina/24h somente em WT.
A injecdo do AGO reduziu o clearance de creatinina/peso de WT (AGO: 46,5 + 3,0
vs. VEH: 58,7 + 9,6; p<0,05). Os valores para Clearance de creatinina/peso, que
refletem o ritmo de filtragdo glomerular, portanto, diferiram significativamente quando
comparados animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR) para o mesmo

tratamento.
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Figura 24 — Comparacéo da concentracdo de Creatinina urinéria (mg/24horas) (A) e comparacgéo do
clearance de Creatinina/peso (ml/min/Kg) (B) entre os animais normotensos (WT) e hipertensos
(SHR) medidos 24h apés injecao subcutanea dos diferentes tratamentos: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH);
Grelina— 10pg/Kg (GRE); Grelina (10ug/Kg) + antagonista de GHS-R1a - PF04628935 - 0,4mg/Kg
(GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-Rla
MKO677 - 10ug/Kg (AGO). Os resultados foram expressos como Média + EPM. As comparacdes
foram realizadas por Two-Way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. * vs. veiculo (mesma
linhagem); *vs. WT mesmo tratamento.
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Sumério com os resultados: Creatinina plasmatica (mg/dL), creatinina urinaria

(mg/dL), creatinina urinaria(mg/24horas) e clearance de creatinina/peso (ml/min/Kg).

Tabela 5. Sintese dos resultados das comparacdes das concentracfes da creatinina plasmatica e
urinaria (mg/dl), creatinina (mg/24horas) e clearance de creatinina/ peso dos animais normotensos e
hipertensos comparados com veiculo WISTAR x VEH (Vs. veiculo) e SHR x VEH (Vs. veiculo)
respectivamente. WISTAR x SHR (vs. mesmo tratamento) mostra a comparacao entre as linhagens.
As medidas foram executadas 24h apds injecdo subcutanea: Veiculo - NaCl 0,9% (VEH); Grelina -
10pg/Kg (GRE); Grelina (10pg / Kg) + antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg
(GRE+AT); Antagonista de GHS-Rla - PF04628935 - 0,4mg/Kg (AT) ou Agonista de GHS-R1la
MKO0677 - 10ug/Kg (AGO). Os resultados foram expressos como Média + EPM. Analise através de
Two-Way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Vs. veiculo; vs. mesmo tratamento. * I =
Aumento significativo; * |} = Diminuic&o significativa; - sem alteracéo significativa; p < 0,05.

WISTAR X VEH ﬁls.vel'culo) GRE GREHAT AT AGO
Creatinina Plasmatica (mg/dl) — * — N
Creatinina Urinaria (mg/dl) — =y — —
Creatinina Urindria (mg/24horas) = *| = —
Clearance de Creatinina/peso — *| = =
SHRX VEH {vs.veiculo) GRE GRE+AT AT AGO
Creatinina Plasmatica (mg/dl) *N — — —
Creatinina Urinaria (mg/dl} = — — —
Creatinina Urinaria (mg/24horas) * - — —
Clearance de Creatinina/peso — — — —
WISTAR X SHR {#vs. mesmo tratamento) VEH GRE GREHAT AT AGO
Creatinina Plasmatica (mg/dl) — = — — —
Creatinina Urinaria {mg/dl) #|J ¢} #{) — #)
Creatinina Urinaria (mg/24horas) | al — — —
Clearance de Creatinina/peso #{) al 21 x| #|)
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4.5. Investigacao dos efeitos da administracdo aguda de grelina e do papel dos
receptores GHS-R1a sobre a hemodinamica renal

Na primeira série experimental, para investigacdo dos eventos
hemodinamicos, (Figura 25, A-D), um grupo animais normotensos (WT) e outro de
hipertensos (SHR) receberam inje¢des intravenosas (i.v.) in bolus de Grelina (10
Mg/Kg) e os parametros cardiovasculares (hemodinamicos) a seguir foram
registrados: Pressao Arterial Média (PAM), Frequéncia Cardiaca (FC), Condutancia
Vascular Renal (CVR) e Condutancia Vascular Adrtica (CVA). A injecao de Grelina
reduziu a PAM em ambas as linhagens (WT: -15,4 + 3,6% vs. SHR: -30,1 + 6,5%, 20
min depois da injecdo de grelina; p<0,05), sem evocar alteracdes cronotrépicas
cardiacas significativas. A Grelina aumentou a CVR em animais SHR (SHR: -45,8 +
14,3%, 20 minutos apds administracdo de grelina, p<0,05 vs. linha de base ou tempo
0), enquanto esse parametro nao foi alterado em animais normotensos. A CVA, por
sua vez, nao foi modificada pela inje¢éo de Grelina em ambos os grupos (WT: -21,1
+10,1% vs. SHR: -10,3 £ 12,8%, 20 minutos apds Grelina).
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Figura 25 — Primeira série experimental para investigacdo dos eventos hemodinamicos: Comparagao
dos efeitos da administracdo intravenosa in bolus de Grelina (10pg/Kg) em animais normotensos
(WT, n=6) e hipertensos (SHR, n=6). Foram avaliadas as varia¢cdes da Pressao Arterial Média (PAM,
% linha de base, A); Frequéncia Cardiaca (FC, % linha de base, B); Condutancia Vascular Renal
(CVR, % linha de base, C) e Condutancia Vascular Aortica (CVA, % linha de base, D). Os resultados
foram expressos como Média + EPM. * Diferente do tempo 0; p<0,05. A linha tracejada representa o
momento da injecdo de Grelina para cada grupo.
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Na segunda série experimental (Figura 25, A-D), o antagonista dos receptores
GHS-R1a (PF04628935 — 0,4mg/Kg) foi injetado 20 minutos antes da Grelina para
investigar a contribuicdo desses receptores para as respostas a injecao de grelina
em animais hipertensos (SHR). Na presenca do antagonista de GHS-Rla
(PF04628935), a injecdo de Grelina ndo foi capaz de modifica PAM, CVR e CVA
(p<0,05 vs. Grelina). Portanto, o antagonista de GHS-R1a reverteu as respostas na
PAM e CVR provocadas pela grelina em SHR. Interessantemente, a FC foi diferente
entre os SHR injetados com Grelina e aqueles injetados com PF04628935 antes da
Grelina (GRE vs. AT+GRE; p<0,05).

-O- Grelina/ Animais hipertensos (SHR) (n=6)

-@- Antagonista GHS-R1a (PF04628935)/ Animais hipertensos (SHR) (n=6)
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Figura 26 — Segunda série experimental para investigacdo dos eventos hemodinamicos:

Comparacao dos efeitos da administracdo intravenosa, in bolus, de Grelina (10ug/Kg) e a
administracdo do Antagonista GHS-R1la em animais hipertensos (SHR, n=6). Foram avaliadas as
variagdes da Pressao Arterial Média (PAM, % linha de base, A); Frequéncia Cardiaca (FC, % linha de
base, B); Condutancia Vascular Renal (CVR, % linha de base, C) e Condutancia Vascular Adrtica
(CVA, % linha de base, D). Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrdo da Média.
*Diferente do tempo 0; fDiferente do controle; p<0,05. A linha tracejada representa 0 momento da
injecdo de Grelina e do Antagonista GHS-R1a (PF04628935).
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Sumaério com os resultados: Pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca

(FC), condutancia vascular renal e condutancia vascular aoértica.

Tabela 6. Sintese dos resultados apresentados em relacdo a resposta hemodindmica dos animais
normotensos (WT) e hipertensos (SHR) apds a injecdo in bolus de Grelina a 10 ug/Kg (WISTAR *vs.
SHR) (A). Para avaliacdo da modulacdo dos receptores GHS-R1a, também estdo apresentados os
resultados, em outra série experimental, com injecdo de Grelina a 10 pg/Kg 20 e do antagonista
0,4mg/Kg (AT/PF04628935) (B). Os parametros vasculares investigados foram PAM (presséo arterial
média), FC (frequéncia cardiaca), CVR (condutancia vascular renal) e CVA (condutancia vascular

aortica). Os resultados foram expressos como Média + EPM. * I = Aumento significativo; * U =
Diminuic&o significativa; - sem alterac&o significativa; p < 0,05.

] WISTAR (WT) *vs SHR
A - HEMODINAMICA PARA GRELINA (%) (Média * Erro Padrdo da Média) SHR
Presséao Arterial Média (PAM) (90,2 £ 4,08 vs 83,1 + 6,5) *{
Frequéncia Cardiaca (FC) (98 + 1,16 vs 95,9 £ 2,0) -
Condutancia Vascular Renal (CVR) (106,1 £ 2,98 vs 1225 + 8,84) i)
Condutancia Vascular Aértica (CVA) (111,3+ 4,6 vs 98,6 + 2,23) -
_ SHR (Grelina) )*vs SHR
B — HEMODINAMICA (%): GRELINA + (AT/PF04628935) SHR
PF04628935 (Média * Erro Padrdo da Média) | (AT/PF04628935)
Pressédo Arterial Média (PAM) (83,14 £6,5vs 102,5 + 1,5) i)
Frequéncia Cardiaca (FC) (96,0 +2,0vs 104,9+£2,1) -
Condutancia Vascular Renal (CVR) (122,5 + 8,8 vs 98,6 + 1,5) *U
Condutancia Vascular Aortica (AVC) (98,5+2,23vs 94,4 +2,3) -
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4.6. Investigacdo da expressao dos receptores de Grelina, GHS-R1a, na artéria

aorta, artéria renal, medula renal e cortex renal

Nessa série experimental, comparamos a expressao dos receptores GHS-R1a

em artéria aorta, artéria renal, medula e coértex renais entre animais normotensos

(WT) e animais hipertensos (SHR) por Western Blot (Figura 27). Nao houve

diferencas na expressdo de GHS-R1a na artéria aorta (A), artéria renal (B) e medula

renal (C) quando comparados WT e SHR. Todavia, a expressao dos receptores

GHS-R1a foi significativamente menor no cortex renal de SHR em comparacéo aos

niveis encontrados em WT (D) (*p<0,05 vs. WT).
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Figura 27 - Comparacéo da expressao dos receptores GHS-R1a na artéria aorta (A), artéria renal (B), medula (C)
e cortex (D) renal de animais normotensos (WT) e hipertensos (SHR). Os dados foram expressos como Média +
EPM e analisados por One-Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey (*p<0,05 vs. WT).
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Sumario dos resultados: Expresséo dos receptores GHS-R1a.

Tabela 7. Sintese da comparagdo dos resultados apresentados para avaliara expressao dos
receptores GHS-R1a para animais normotensos (WT) e animais hipertensos (SHR) por Western Blot.
Os resultados revelam que ndo houve diferencas significativas entre animais normotensos (WT) e
animais espontaneamente hipertensos (SHR) na maioria das estruturas observadas. A expressao dos
receptores GHS-Rla em SHR, porém, apresentou diminuicdo estatisticamente significante em
relacdo ao cortex renal comparados aos animais normotensos (WT). Os resultados foram expressos
como média + Erro Padrédo da Média e analisados por One-Way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey para p<0,05. + houve a expressdo dos receptores GHS-R1a; para o cértex renal *{ significa a
mesma expressao diminuida.

EXPRESSAO DOS RECEPTORES

GHS-R1a WISTAR SHR
Artéria Renal + +
Artéria Adrtica + +
Medula Renal - +
Cortex Renal + *J
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5. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: i) A interacdo grelina-GHS-R1a
sugere o provavel envolvimento nos mecanismos de controle da presséo arterial, ja
gue a amplitude de respostas aos agonistas e ao antagonista de GHS-R1a diferiram
em varios parametros de funcdo renal entre WT e SHR; ii) A mesma interacé@o
revelou respostas diferenciais quanto a influéncia hemodinamica na presséao arterial
meédia e condutancia vascular renal entre WT e SHR; iii) A expressao dos receptores
GHS-R1a no cortex renal apresentou diferenca entre WT e SHR.

Os dados acerca das fungbes da grelina vém crescendo desde sua
descoberta por Kojima e colaboradores (1, 13, 145). Se no inicio, 0 entusiasmo dos
pesquisadores estava em torno do controle da homeostase energética e ingesta de
alimentos (5, 8, 28, 134, 146-148); os desdobramentos atuais revelam efeitos
multissistémicos e o caréater pleiotrépico desse hormonio e dos seus receptores, 0
gue tem reforcado a ideia de seu papel na fisiologia integrativa (11, 34, 37, 149-151).

A maior parte dos estudos buscou caracterizar os efeitos centrais e periféricos
da grelina (152-154). Os resultados obtidos neste trabalho para WT e SHR reforcam
0os achados classicos quanto aos efeitos metabdlicos (155). A ativacdo dos
receptores GHS-R1la estd envolvida nas respostas hemodinamicas que podem
controlar a pressao arterial, além de estar ligada a moderacado do apetite (38, 57). O
apetite por sal tipico caracteristico da hipertensao (156), pode justificar, em parte o
efeito encontrado. Ja4 em 1988 Yongue e Myers estudaram SHR e concluiram que o
apetite por sal (comida) estava aumentado nesta linhagem independente do quadro
hipertensivo (157). No mesmo ano, Di Nicolantonio e Silvapulle reportaram uma
correlacao direta entre mortalidade e apetite por s6dio em animais hipertensos (158-
159). Estudo feito por Lendigham (1990) mostrou maior ingestdo de sédio e de
retencdo desse eletrélito em SHR (105). De fato, nossos dados demonstram que o
antagonista de GHS-R1a reduziu a ingesta de racéo, e que a amplitude desse efeito
foi menor em SHR, indicando que o quadro hipertensivo influencia na ingesta de
racdo. Ademais, o quadro hipertensivo parece modificar a contribuicdo/sensibilidade
dos receptores GHS-R1a, revelando como essa situagao pode afetar ou ser afetada
pela sinalizacdo grelina-GHSR1a (19, 69, 160-161).

Gong et al., (2017) avaliaram a acdo da grelina em regifes do hipotdlamo

lateral e regido dorsal do vago sugerindo que pode atuar na regulacdo da secrecao
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gastrica e sua motilidade (162). Takemi et al., (2017) mostraram a acao integrada da
motilina e da grelina sobre o peristaltismo e quando administraram o antagonista de
grelina (D-Lys3GHRP6) houve reversdo dessa resposta (163). No nosso trabalho, o
uso de GRE+AT reverteu o aumento na quantidade de fezes provocado pela GRE
ou por AGO em WT quanto em SHR. Essas respostas reforcam o papel da grelina
sobre o sistema gastro-intestinal também ja pesquisados por Mondal et al.,(2012) e
Kuroda et al.,(2015) (164-165).

A ingestdo de agua nao diferiu entre WT e SHR em todos os tratamentos,
com excecdo do AGO que provocou menor efeito em SHR. Relatos anteriores
mostraram que a ativacdo de GHS-Rlatem efeito antidipsogénico (166). Outros
estudos revelam os efeitos da grelina diminuindo a ingestdo de agua e volemia em
ratos (98). A grelina mostrou efeitos antidipsogénico sem animais injetados
centralmente angiotensina Il, um modelo de inducéo de busca e ingestéo de fluidos
(96). Tal efeito parece ser independente do quadro hipertensivo (157), o que
contrapfe nossos achados no grupo SHR injetados com AGO. Sabe-se que SHR
tem metabolismo noradrenérgico e angiotensinérgico alterados, o que pode interferir
nas respostas integrativas de outras moléculas com o receptor GHS-R1a (69, 167-
168). De fato, em estudo recente, demonstramos que a ativacdo de GHS-R1a com
grelina modifica a reatividade cardiaca ao estresse, altera o tbnus autondmico
simpatico e aumenta a sensibilidade beta-adrenérgica (88).

A modulacdo dos volumes e tonicidade urinarios, plasmaticos e dos liquidos
corporais é decisiva para a manutencdo da pressao arterial (56, 169), o que é
determinado também por osmorreceptores centrais periventriculares. Neste ponto,
poderia se especular a relacdo do eixo grelina-GHS-R1a na modulacdo de centros
hipotalamicos que controlam a fome e a sede (128, 162, 170). A relacdo entre
ingestdo de agua e comida poderia ser encarada como um “equilibrio” quando
ofertadas ad libitum (171-173). Esse equilibrio esta ligado a composicédo corporal
tanto em massa quanto em volume, o que pode refletir diretamente no ajuste da
presséao arterial (71, 147). A diferenca de resposta ao AGO em SHR permite sugerir
que algum fator ligado a hipertensdo de origem neurogénica pode alterar o
comportamento dos receptores GHS-Rla. Esse padrdo diferente de respostas
também foi proposto nos trabalhos de BROGLIO, 2006; SUN, 2007; MAO, 2016 (44,
56, 174). Por outro lado, a ativagdo de GHS-Rla com GRE ou AGO provocou

respostas equipotentes de reducdo da diurese entre linhagens. Em suma, 0s
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volumes urindrios integram as respostas fisioldgicas que possivelmente sincronizam
a ingestdo de racdo e agua (162, 175). Isto, sabidamente, estd vinculado a
homeostasia pressérica (39, 76). A pressao arterial € um parametro intimamente
ligado ao débito cardiaco e a resisténcia periférica (95) podendo ser ajustada por
mecanismos centrais e periféricos (65, 176). Mecanismos autonémicos e endocrinos
sdo alguns dos vérios elementos que influenciam a funcéo renal (177). Portanto, o
volume urinario pode refletir respostas fisioldgicas integrativas que possivelmente
resultam da sincronizacéo da ingestao de alimentos e agua (162).

Os efeitos integrativos que resultam no volume e composi¢cao da urina estao
correlacionados com a homeostase hemodinamica (178). Neste estudo, a injecao de
grelina provocou diurese semelhante em animais normotensos e hipertensos,
engquanto o antagonismo do GHS-R1a aumentou essas respostas. Essa € uma forte
evidéncia do envolvimento da interacdo grelina-GHS-R1la no controle da funcéao
renal, que também foi assunto de discussédo prévia (58). As hipbteses levantadas
para esse comportamento s&0: i) 0S componentes renais - reabsor¢des de liquidos e
sédio - envolvidos na hipertensdo dependem do GHS-R1a; ii) a grelina age no GHS-
Rla e em outros alvos moleculares no rim, de modo que seus efeitos nao revelam
discrepancias entre ratos normotensos e hipertensos (136, 177). Portanto, um efeito
direto desencadeado a partir do GHS-R1a no nivel microvascular pode ser um dos
determinantes dos efeitos renais (60, 136).

Enguanto a osmolaridade plasmatica néo foi alterada por nenhum tratamento,
a osmolaridade urinéria, por sua vez, foi diminuida em ratos normotensos injetados
com o AGO do GHS-R1a. O mesmo foi observado em animais hipertensos injetados
com o antagonista (AT) do GHS-Rla. Muccioli e colaboradores propdem
criticamente a nao linearidade das respostas ligadas a interacdo Grelina-GHS-R1a
(21). Muitas investigagbes devem avancar no sentido de demonstrar a versatilidade
dos receptores GHS-Rla para outros ligantes e até mesmo a possibilidade da
Grelina atuar em outros receptores (21, 131). A osmolaridade urinaria foi maior em
SHR. Varios autores propdem que SHR precisam de uma pressdo sanguinea maior
para excretar sal e agua, neste caso, esse aumento poderia contar com a
contribuicdo dos efeitos antidipsogéncos da Grelina, que ao diminuir a ingesta de
adgua poderia reprogramar 0s mecanismos de acdo da vasopressina e aldosterona,

além da interacdo com angiotensina (68, 107, 109, 113).
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Muitos horménios séo responsaveis pela fisiopatologia da hipertensdo, como
0s que compdem os sistemas adrenérgicos (179) e renina-angiotensina (115, 180).
Nesse sentido, ndo pode ser negligenciado que outras moléculas possam interagir
com o GHS-Rla, provocando assim respostas diferenciadas encontradas no
presente estudo. Um exemplo € o papel dos receptores beta-adrenérgicos na
potenciacdo das alteragfes transitdrias do célcio cardiaco produzidas pela grelina
gue reportamos recentemente (88).

O clearance osmolar reflete a capacidade renal de ajustar a tonicidade do fluido
e o balanco hidrico. Esta funcéo esta estreitamente correlacionada com o feedback
entre os tubulos renais e 0 horménio vasopressina e pode envolver a grelina (36).
Estudos demonstraram que a grelina estimula a liberacdo de vasopressina em ratos
(181). Em nosso estudo, o antagonismo do GHS-R1a aumentou o clearance osmolar
em animais normotensos, o que nao foi observado em SHR. A administragéo de AT
promoveu aumento da ingestdo de 4gua em WT e SHR. Considerando o clearance e
a osmolaridade como meios de ajustar volume e concentracdo de eletrdlitos, a
grelina e os receptores GHS-R1a poderiam estar envolvidos na manutencdo da
fungéo tubular (94).

Nos animais hipertensos, a inje¢éo de grelina provocou aumento do clearance
osmolar, cujo efeito foi revertido pelo concomitante antagonismo de receptores GHS-
Rla (GRE+AT), e diminui¢cdo quando usado apenas AT. Os dados obtidos fornecem
evidéncias substanciais de que na hipertensdo ha uma grande suscetibilidade a
mudancas na regulacdo da funcéo tubular pelo eixo grelina-GHS-R1a. O clearance
osmolar foi aumentado nos animais hipertensos tratados com GRE e AGO,
permitindo hipotetizar que na hipertensdo, mecanismos adicionais ainda nao
revelados modificam a funcdo e sensibilidade do sistema grelinérgico e sua
participacdo no controle da funcdo renal nessa condicdo. E possivel que este
sistema interaja com sistemas hormonais que controlam a fung¢do tubular, como
vasopressina (129, 182), angiotensina (85, 92), endotelina, peptideos natriuréticos e
oxido nitrico (183), o que apdia a idéia de que a homeostase resulta de influéncias
multissistémicas (57, 184). Nossos achados recentes indicam que a acéo tubular da
grelina e a funcdo/expressdo do GHS-R1a seriam alteradas durante a hipertensao
primaria, o que fornece suporte adicional a hipétese acima.

O clearance da agua livre representa a diferenca entre o volume total de urina

e o clearance osmolar, revelando assim a eficiéncia dos processos de reabsor¢éo de
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agua e eletrélitos. De um modo geral, representa a quantidade de agua que deveria
ser adicionada ou subtraida da urina para que se torne isosmotica com o plasma
(36). Em nosso estudo, GRE e AGO causaram aumentos na amplitude do clearance
da agua em SHR, o que foi revertido pelo antagonismo do GHS-Rl1la (AT). O
clearance de 4gua livre representa a producdo de urina hiperténica, que nos animais
hipertensos poderia significar uma consequéncia da necessidade de elevagao da
pressdo para excretar sal e agua (Natriurese de Pressdo) (106, 185). Os dados
sugerem a participacdo direta e proeminente dos receptores GHS-R1a na funcéo
tubular renal durante hipertensdo, ou uma possivel acdo sinérgica com outros
mecanismos que controlam a fungéo tubular que estaria alterada nessa condi¢ao
hipertensiva (85, 183).

Os niveis plasmaticos de sodio [Na'] e potassio [K'] ndo apresentaram
diferencas significativas entre grupos e linhagens. No entanto, as concentragdes
desses eletrdlitos na urina foram reduzidas em ratos normotensos e hipertensos
tratados com a associacdo da grelina com o antagonista do GHS-R1a, enquanto o
agonista do GHS-R1a aumentou a [K'] urinario nos animais hipertensos. Quando
comparados 0s animais normotensos e hipertensos, houve diminuicdo da [Na']
urindrio em SHR tratados com GRE, o que poderia indicar um aumento na
reabsorc&o tubular deste ion (57, 87, 94). Sabendo que a retencdo de Na* é um dos
fatores determinantes na hipertensédo (186), a ativacdo do GHS-Rla parece fazer
parte do arsenal mecanicista recrutado para deflagrar a hipertensdo. O efeito
antinatriurético da grelina foi relatado por Kemp e colaboradores (38). Também foi
observado que a administragcdo de grelina aumenta a reabsorcdo de sédio em
animais normotensos sem alterar a pressao arterial, a taxa de filtracdo glomerular e
a excrecado fracional de litio (38). Alguns autores discutiram o papel do canal de
sédio (ENaC) expresso na porc¢do cortical do tubulo coletor através de mecanismos
autocrinos e paracrinos (156). O ENaC é influenciado por alguns hormdénios como a
aldosterona, a vasopressina e a insulina (187) e sua interacdo com a grelina € uma
guestdo que permanece por ser elucidada.

A creatinina plasmatica (CrP) é o principal teste para avaliar a funcéo renal.
Embora ndo seja totalmente sensivel em muitas condi¢cdes clinicas, a CrP pode
refletir a taxa de filtracdo glomerular (188). A concentracao de creatinina (Cr) pode
variar dependendo da idade, sexo, dieta, peso corporal e diabetes mellitus,

hipertenséo arterial e outros (187). No presente trabalho, a ativacdo do eixo grelina-
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GHS-R1a aumentou a creatinina plasmética em animais hipertensos tratados com
GRE e em normotensos tratados com AGO. A atividade de GHS-R1a parece estar
envolvida nos mecanismos de filtracdo glomerular, uma vez que os niveis de CrU
podem indicar a funcdo renal ndo apenas pela creatinina, mas, por inferéncia, por
outras substancias, incluindo toxinas (189). Isto pode ser somado aos resultados
obtidos para a creatinina urinaria, que foram menores nos animais hipertensos
guando comparados aos normotensos tratados com GRE, GRE+AT e AGO.

Neste estudo, os efeitos sobre o Clearance de creatinina (CICr) diferiram
entre WT e SHR, com menores valores em animais hipertensos submetidos a todos
os tratamentos. Esses parametros também foram estudados previamente durante a
investigacdo do CICr nas alteracdes metabdlicas e no risco de lesbes tubulares (36,
190-191). Os menores valores de CICr em animais hipertensos podem sugerir uma
menor capacidade desses animais em ajustar a excrecdo de creatinina,
possivelmente devido a altera¢des na funcdo glomerular e tubular (192). Além disso,
as diminuicdes significativas nos volumes urinarios dos animais tratados com GRE e
AGO sugerem a participacéo do eixo grelina-GHS-R1a na formacédo da urina. Muitos
trabalhos propéem alteragbes na morfofisiologia renal de SHR mesmo em fases
mais jovens da vida dessa linhagem (106, 185). A hipertensdo reproduz o ciclo
vicioso de Klarh na medida em que progride e compromete a funcao renal que, por
sua vez, desregula a presséo arterial (117). A interacdo grelina e seus receptores
poderiam se colocar entre esses eventos. Essa hipotese deve ser mais investigada,
uma vez que os resultados nesse trabalho revelam comportamentos diferentes entre
normotensos e hipertensos. Uma vez que SHR apresentou menores taxas de
filtracdo glomerular e subexpressdo de GHS-R1a no cortex renal, reforca o fato de
gue as interacfes multissistémicas relacionadas com a GHS-R1a apds a hipertenséo
nao devam ser descartadas.

Considerando a hemodinamica na perspectiva da funcao renal, é possivel que
a interacdo grelina-GHS-R1a também possa atuar no controle da vasomotricidade
de alguns leitos, inclusive o renal, nas condi¢des de normotenséo e hipertenséo. Os
efeitos vasculares sédo provavelmente investigados com o objetivo principal de
delimitar se essas respostas resultam de efeitos centrais e / ou periféricos, como ja
citado (71). A afericdo dos paréametros cardiovasculares em ratos anestesiados
mostra que a inje¢cdo de grelina diminui a pressdo arterial média em linhagens

normotensas e hipertensas sem alterar a frequéncia cardiaca. Além disso, GRE
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aumenta a condutancia vascular renal, mas ndo modifica a hemodindmica adrtica.
Esses efeitos parecem depender também da atividade do GHS-R1a, uma vez que
seu antagonismo reverteu as mudancas na pressdo arterial e condutancia renal.
Estudos anteriores mostraram que a injecéo intravenosa de grelina reduz a presséo
arterial de coelhos conscientes (63). A injecao intracerebroventricular de grelina
produziu mudangas na pressédo arterial que foram concomitantes a uma resposta
cronotropica cardiaca (72). Também foi mostrado que a grelina e seus receptores
produzem alguns efeitos sobre o controle barorreflexo (73), que é o principal
mecanismo de curto prazo que regula as saidas autondmicas para a vasculatura
(74).

De fato, a injecao central de grelina diminui a pressdo sanguinea e a atividade
do nervo simpatico renal, sem alterar a frequéncia cardiaca, como visto no
experimento atual, sugerindo que a grelina pode recrutar vias medulares para reduzir
a atividade dos neurbnios pré-motores simpaticos, enquanto modula
simultaneamente influéncias vagais (63, 73). Experiéncias em ratos vagotomizados
injetados com grelina e capsaicina revelaram que aferentes vagais gastricos
representam a principal via indutora da liberagéo e producdo de GH (193-194). Por
outro lado, a inibicdo simpética também pode ocorrer como revelado pela supressao
de liberacdo de norepinefrina no tecido adiposo marrom apds infusdo central de
grelina em ratos (193, 195). Soeki et al. observaram que a secrecédo de grelina no
estbmago é modulada por sistemas adrenérgicos e colinérgicos (196). A ativacéo
crdnica do sistema nervoso autbnomo - principalmente seu ramo simpatico - esta
associada a ativacdo intra-renal dos componentes angiotensinérgicos durante a
hipertensédo (38, 114). Embora muitos estudos mostrem os efeitos da grelina no
endotélio (83), esses mecanismos nem sempre estdo confinados a um determinado
leito vascular. A vasodilatacdo, ou mesmo a vasoconstriccdo, parece basear-se em
diversos caminhos (84). Novamente, surge a questdo das respostas pleotrépicas dos
agentes Grelina-GHS-R1a. Se as respostas integrativas desse hormdnio estariam
ligadas a outros mediadores vasoativos, além dos efeitos autonédmicos (88-89),
ainda precisam ser elucidados.

Nossos resultados podem apontar para outros mecanismos, Como o controle
barorreflexo da presséo arterial, e a contribuicdo do GHS-R1a em mecanismos de

curto prazo de formagéo de urina durante a normotensao (79). Isto é suportado por
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relatos anteriores, que mostraram que a Grelina desempenha um papel na regulagéao
barorreflexa do tdnus vasomotor simpatico em individuos saudaveis (63, 197).

A grelina reduziu a pressao arterial média e aumentou a condutancia vascular
renal em normotensos e hipertensos, mas a amplitude dessas respostas foi maior
em SHR, que foi revertida pelo antagonismo do GHS-R1a. Inevitavelmente, uma
conclusdo decorrente dessa evidéncia é que a distribuicdo e a sensibilidade do
GHS-R1a, em alguns leitos vasculares, parecem ser diferenciais durante a
hipertensdo (67, 87, 94-95). De fato, ha uma relacdo entre as diminuicdes da
condutancia vascular renal e hipertensdo, com espessamento da capsula renal (80-
81). Enquanto uma acdo contratil da grelina foi observada nas artérias renais
isoladas (67, 82), a grelina preservou a vasodilatacdo nas artérias coronarias
isquémicas de ratos (65).

Para abordar a hipétese de que a expressdo de GHS-R1a diferiria nos tecidos
vasculares e renais durante a hipertenséo, analisamos a expresséo de GHS-R1a em
amostras de tecido renal e aodrtico, cortex e medula dos rins e comparamos 0s
resultados entre as linhagens normotensas e hipertensas. Descobrimos que o0s
niveis de GHS-R1a eram mais baixos no cortex dos rins de SHR. Nos cortices renais
se localizam grande parte dos tabulos, arteriolas e néfrons, ou seja, sédo decisivos
nos processos hemodinamicos e de reabsorcao / secrecao renais (68). Essa regido
estd de fato envolvida nos ajustes dos niveis de metabdlitos (como creatinina e
uréia) interferindo no clearance urinario, volume sanguineo e tonicidade. Embora a
expressdo de GHS-R1a esteja previamente relatada na medula renal, as avaliagdes
de RT-PCR foram incapazes de detectar mRNA para este receptor na artéria aorta
(60).

Portanto, nosso estudo € pioneiro no campo ligando a expressao diminuida
do GHS-Rla no cortex renal de ratos hipertensos com possiveis alteracdes na
funcdo renal e hemodinamica influencia das pela interagdo grelina-GHS-R1a. As
diferencas detectadas entre as linhagens normotensas e hipertensas permitem
hipotetizar que o eixo grelina-GHS-R1la pode participar da fisiopatologia da
hipertensdo. Como essas respostas nem sempre foram semelhantes entre animais
normotensos e hipertensos, propomos um controle diferencial da funcdo renal e da
hemodindmica exercido pelo eixo grelina-GHS-R1a como um dos elementos
implicados na hipertensdo. Os principais pontos que compdem nossos achados e

discussdes podem ser encontrados na figura a seguir (Figura 28).
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Figura 28 - Principais achados experimentais a partir da investigacdo dos efeitos da interacéo
grelina-GHS-R1a confirmando as hip6teses iniciais que sugeriam o controle diferencial do eixo em
relacdo a fungéo renal e ajustes hemodindmicos em animais hipertensos. Fonte: Prdprio autor.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa sugerem que o eixo grelina-GHS-R1a: i)
pode contribuir nos ajustes relacionados a funcdo renal de ratos normotensos e
hipertensos; ii) pode influenciar proeminentemente a hemodinamica sistémica e
renal durante a hipertensao; iii) € diferencialmente expresso no cortex renal durante
a hipertensdo. Como os efeitos da Grelina vao muito além daqueles envolvendo o
GHS-R1a (149), conclui-se, portanto, que estudos adicionais devem ser realizados
em diferentes modelos experimentais, a fim de desvendar os supostos mecanismos

subjacentes as evidéncias hemodinamicas aqui relatadas.
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8. ANEXO |

MINISTERIO DA EDUCACAO .‘ ..
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOILAS 9
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiania, 07 de marco de 2016.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 073/2015

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Pesquisa
IT - Identificacio:
Titulo do projeto:
Efeitos da administragio de grelina sobre a modulagdo autonémica da funcdo renal em animais
hipertensos
Pesquisador Responsavel/ Unidade:.
Elder Sales da Silva / ICB - Lab. Fisiologia
O Pesquisadores Participantes:
Reginaldo Nassar Ferreira — ICB
Carlos Henrique Xavier Custodio - ICB

Unidade onde sera realizado:
Departamento de Ciéneias Fisiologicas. Laboratorio de Fisiologia e Terapéutica Cardiovascular
O Data de apresentacio a CEUA 28/09/2015

III - Objetivos e justificativa do projeto:

Geral:

- Investigar os efeitos da administracdo de grelina sobre a modulagdo autonémica da funcdo renal em
animais hipertensos

Especificos:

- Avaliar a influéncia da grelina sobre o nivel de catecolaminas séricas e do metabolito urinario acido
vanilmandélico em animais normotensos e hipertensos;

- Avaliar a influéncia da grelina na reatividade vascular ao agonista alfa adrenérgico fenilefrina e a
acetilcolina em anéis i1solados de artéria renal de animais normotensos e hipertensos;

- Avaliar o efeito da grelina no fluxo sanguineo da artéria renal em animais normotensos e hipertensos.

IV - Sumirio do projeto:

Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais:

Espera-se a partir do estudo proposto, descortinar, pelo menos em parte, a influéncia ou ndo, da grelina no que
se refere a modulagdo autonomica da funcéo renal em ratos hipertensos. Os resultados obtidos poderdo ilustrar
o efeito desse hormodnio tanto ao nivel central pela mediacdo simpatica ou parassimpatica e os efeitos
periféricos como a atividade dos vasos sanguineos. Os achados obtidos poderdo reforgcar a necessidade de
estudos adicionals que estreitam o conhecimento do mecanismo de acdo desse hormonio, sua
representatividade nos sistemas de feedback e, a partir dai, colocar esse horménio ainda mais evidente como
um dos elementos chaves da manutencio homeostatica. Este contexto pode contribuir para a area basica e
também a area aplicada das ciéncias sendo a saude humana um dos grandes focos.

Nio ha possibilidade do uso de métodos alternativos que permitam a obtencio dos resultados espe
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Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovagao/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus IT) -
CEP:74001-970, Goidama — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: cena.ufg@gmail com
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Descricio do animal utilizado (nimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc):

Espécie Linhagem Idade* Peso aprox.* Quantidade Machos

Raftus novergicus ~ WISTAR 270-330g 200

Raftus novergicus SHR 270-330g 200
TOTAL: 400

Espécie e niimero total de animais utilizados: Rattus novergicus (Wistar e SHR), machos, 400 individuos

Descricio das instalacbes utilizadas e numero de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacio/hidratacio:

Os experimentos serdo realizados em ratos Wistar e SHR (ratos espontaneamente hipertensos), pesando
entre 270-330g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Goias. Os
animais serdo alojados em gaiolas individuais (47cm x 31cm x 16cm) de acrilico com livre acesso a agua e
racdo e com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Todos os protocolos experimentals serdo realizados de
acordo com as normas de uso de animais.

Gaitolas metabolicas de acrilico acomodando um animal nas condigdes ja descritas

Os animais serfo acomodados e monitorados em sala reservada em condigdes de temperatura, umidade,
ventilacdo e luminosidade controladas 12/12h

Sala 3 metros quadrados, estantes metalicas com posicionamento da gaiola metabolica

Sera acomodado e monitorado um animal por cada galola metabdlica

Estrado metalico da gaiola metabolica — (Fabricante: Tecniplast)

As condigdes sdo laboratoriais basicas de controle de luminosidade, umidade, ruidos, temperatura e dieta
para o acompanhamento, sem sofrimento, do animal.

Utilizacio de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e anilise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Nio sera ufilizado agente infeccioso. Os pesquisadores/alunos nio estdo sujeitos a
riscos. O projeto sera executado nas dependéncias do Lab. de fisiologia da UFG, e as pessoas envolvidas
atuardo nas atividades de manejo e fases experimentais, ocasido em que serdo utilizados EPI's. A equipe é a
treinada para evitar imprevistos e erros.

0O Adequacio da metodologia e consideracdes sobre o sofrimento imposto aos animais: Os
pesquisadores relatam sobre treinamento da equipe.

Método de eutanasia: Apos realizagio dos procedimentos cirtirgicos os animais serdo eutanasiados com
Tiopental = 40mg (i.v.)

Destino do animal: Os animais serdo acondicionados em Saco de lixo devidamente lacrado e encaminhado
a uma camara fria a espera da empresa de recolhimento e incineracao.
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V — Comentarios do relator frente as orientacoes da CEUA:

O Quanto a documentos: O processo consta com todos os documentos exigidos pela CEUA e o conteudo
do CD enviado esta de acordo com as normas.
O Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores:

Os pesquisadores relatam sobre o treinamento da equipe, sobre condigdes de alojamento dos animais,
aspectos sanitarios. Relatam também sobre cuidados com os pesquisadores quanto a utilizacdo de EPI's.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacdo apresentada a CEUA, consideramos o projeto APROVADO. Lembramos

que ofa) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar a CEUA-PRPI-UFG o Relatério Final baseado na
conclusio do estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste, de acordo com o dispostona Lein®. 11.794
de 08/10/2008, e Resolucdio MNormativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Expenimentacio Animal-CONCEA. O prazo para entrega do Relatorio € de até 30 dias apos o encerramento da
pesquisa, prevista para conclusio em 11/2019.

VII - Data da reuniio: 07/03/2016

%ﬂ&ﬁuﬂa

Coordenadora da CEUA/PRPI/UFG
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