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Estrogénio (E,) e progesterona (P4) sdo os esterdides femininos que
envolvidos na regulacdo da fungao reprodutiva e dentre outros efeitos, eles
podem modular a expressao e atividade de transportadores de Na* do néfron e
interferir com a regulacdo do volume do fluido extracelular. O objetivo desse
trabalho € avaliar a influéncia desses dois hormonios, de forma isolada, sobre a
expressao da proteina da Na*, K’-ATPase e do canal de sédio CNGA-1renais.

Para tanto utilizamos Ratas Wistar (200-250g) divididas em dois grupos:
1) controle-sham (C, n=4), 2) ovariectomizadas (OVX, n=12). Apés 10 dias da
ovariectomia bilateral, oito delas foram redivididas e receberam o tratamento
subcutaneo de 17-B-estradiol (2.0ug kg™!, OVE, n=4) e de progesterona (1.7mg
kg', OVP, n=4) diariamente por 10 dias. Amostras de sangue e de urina foram
coletadas para avaliagdo da funcéo renal. Os animais foram sacrificados por
eutanasia e tiveram os rins retirados para a andlise da expresséo da Na*, K-
ATPase e do canal CNGA-1por Western blotting.

Observamos um aumento significativo na fracao de excregao (FE) de
Na® no OVX (0,21+0,02, P<0.01), vs C (0,12+0,01 ), esses valores retornaram
ao normal apos reposi¢céo com E; (0,12+0,01)ou P4 (0,11+0,02) O fluxo urinario
(mL/min) e a ingestao hidrica (mL/dia) foram menores no OVX (0,004+0,002;
7,7+1,4, respectivamente) vs C (0,01+£0,001; 15,6+1,8, respectivamente). A
expressdo e a atividade da Na®, K'-ATPase cortical foram menores em 44%
(P<0.01), e 50% (P<0.05) nos grupos OVX e C, respectivamente. Apenas no
OVE aumentou em 30% a expressdo da Na', K'-ATPase (P<0.01). N&o
encontramos, alteragdes significativas na expressdo ou na atividade da Na”,
K*-ATPase na medula renal. O tratamento de 24h com E; em células de tabulo

proximal (CTP), apenas ocasionaram um aumento na expressao da proteina



13

Na®, K*-ATPase de 32,5%, 30% e 120% nas doses de 107, 10° e 107M,
respectivamente. E esse aumento na expressao da proteina, foi corroborado
com um aumento na atividade da Na’-K*-ATPase, nas mesmas doses de de
150%, 140% e130%, respectivamente

A expressdo da proteina do CNGA-1 cortical foi reduzida em 42%
(P<0.01) no OVX, vs C, retornando aos valores normais apds reposi¢ao com E,
ou P4. O tratamento de 24h com E; nas doses de 107", 107°,10°, 10% e 10'M
aumentaram a expressdo do CNGA-1 utilizando CTP em 70%, 80%, 80%, 90%
e 110%, respectivamente Também detectamos, por imunofluorescéncia, sua
localizag&o na regido basal nos tubulo proximal e distal do néfron.

A modulacdo da expressdo da proteina e da atividade da Na®, K-
ATPase ocorrem de forma similar a modulagdo da expressdo da proteina do
canal de sédio CNGA-1, em cortex renal de ratas, sob influéncia do estrogénio.
Isso sugere que ha uma relagéo funcional entre esses dois carreadores, de
maneira que o CNGA-1 poderia manter as concentracbes de sddio

intracelulares adequadas para o funcionamento da Na*, K*-ATPase .
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Estrogen (E2) and progesterone (P4) are both steroids hormones and
they are involved mainly in the control of female reproductive functions. Among
other effects, E, and P, can modulate Na* reabsorption along the nephron
altering the body hydroelectrolyte balance. The female hormones can modulate
corporal Na* balance by alterations of ion channel and ion pumps expressions
and activities. In this work, we studied the possible involvement of E; and P4 in
modulating the expression and function of Na’-K*-ATPase pump and sodium
channel CNG-A1 in the kidney of female Wistar rats subjected to ovariectomy
with or without near-physiological 17b-estradiol benzoate and progesterone
treatment for 10 days. The CNGA-1 and Na-K-ATPase protein expression from
cortex and medulla renal were analyzed by Western blot.

The decreased renal cortex expression of CNGA-1 and Na*-K*-ATPase
protein observed in OVX group was restored to control levels after treatment
with doses of estradiol and progesterone. The Na*,K*-ATPase activity in renal
cortex decreased in 50% in OVX group and the replacement of estradiol or
progesterone in OVX animals increased those parameters to control group
values. The other hand, there was no significant variation of, CNGA-1 protein
expression, Na*,K*-ATPase protein expression and activity in the medulla renal
tissue of animals subjected to the same treatment. The 17b-estradiol added to
cell culture medium significantly increased rat renal culture proximal tubule cell
CNG1-A protein expression and Na*,K*-ATPase protein expression and activity
of control levels.

The indirect immunofluorescence microscopy of the female adult rat
kidney labeled with anti-sodium channel-CNG1-A antibody revealed that CNG1-

A was expressed in the basolateral membrane of proximal and distal connecting
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tubules. The reactivity to this antibody was only seen in kidney cortex. No
immunofluorescence was detected in kidney medulla.

This results suggest that Na*-K*-ATPase and CNGA-1 would be included
in the family of transporters stimulated by estrogen and progesterone in the
kidney and it might have an important role in renal function and that Na*-K"-
ATPase and CNGA-1 subunit would be function relation in reabsorption of

sodium in the proximal tubules.
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Em individuos normais a composi¢cao do fluido corporal, seu volume e a
sua distribuicdo entre os diversos compartimentos celulares devem
permanecer dentro de faixas estreitas de variagbes (Jacobson e Rector,
1990). Esse equilibrio depende do balango de agua e de sais que sao
ingeridos e excretados diariamente pelo organismo. Os principais 6rgaos
envolvidos na regulagdo do volume do fluido extracelular sédo o trato gastro-
intestinal e os rins por serem 0s principais responsaveis, respectivamente,
pela absorcdo, secregédo/ excregao de sais e de agua (Cowley e Roman,
1996). O volume do fluido extracelular compreende o volume de fluidos
contidos nos compartimentos intersticiais, linfaticos e vasculares. A
regulacdo do volume contido dentro dos vasos esta relacionada com o
controle de um dos mais importantes parametros hemodinamicos, a pressao
arterial sistémica que deve ser mantida dentro dos limites normais para a
devida irrigagdo dos varios tecidos. Além do controle do volume intravascular
circulante, a pressao arterial também pode ser alterada por variagdes do
tbnus vascular, da forca de contracdo cardiaca e da funcdo endotelial

(Santos et. al., 2004).

A composicdo do volume do fluido extracelular & diferente quando
comparada a do meio intracelular, ele é constituido predominantemente de
sddio (Na*) 140 mEq/l e cloreto (CI') 100 mEq/l, contendo, diferentemente do
meio intracelular, uma concentragdo baixa de potassio (K'). O segundo
anion em abundancia no FEC é o bicarbonato (HCOj3), presente na
concentragao de cerca de 25 mEg/l (Macknight & Leaf, 1977). Desta forma,
o volume do FEC ¢, praticamente determinado pelo balango entre a ingestao

e a excrecao renal de NaCl por serem os ions osmoticamente ativos mais
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abundantes nesse meio. Cerca de 20% do peso corporeo corresponde ao
fluido extracelular, sendo que mais de 90% de sua osmolaridade é devida
aos sais de sodio, posto que estes sejam ions tipicamente extracelulares,
que geralmente esta acompanhado por quantidades equimolares de cloreto.

(Macknight e cols., 1977).

Diariamente, dos 1200 litros de sangue que chegam até os rins, 180
litros (L) de plasma sao filtrados nos glomérulos, sendo eliminado pelos rins
apenas um total de 1 a 2 L de urina em virtude da grande reabsor¢do que
ocorre ao longo dos tubulos renais. A maior parte do sodio filtrado nos
glomérulos é reabsorvida ao longo dos varios segmentos do néfron, sendo que
nos tubulos proximais, alga de Henle e tubulo distal a reabsorgdo de sodio é
proporcional a quantidade filtrada (Dantzler, 2003). Em contrapartida, ao longo
do sistema coletor, composto pelas por¢des cortical, medular externa e
medular interna, a reabsor¢do do ion é finamente regulada por hormoénios,
sendo esta fundamental para a manutencao da volemia. Alteragcbes dos niveis
circulantes e locais de substancias que aumentam a excre¢cdo de sodio, ou
seja, natriuréticas (peptideo natriurético atrial, bradicinina, adenosina) e que
diminuem a excregdo de sodio, ou seja, anti-natriuréticas (angiotensina,
vasopressina, aldosterona, hormoénios tiredideos) estdo associadas a
modificagdes na atividade e na expressao dos transportadores idnicos renais e
a mudangas do volume extracelular, ja que, a reabsorgdo de Na® ao longo do
néfron &€ o processo primario responsavel pela reabsor¢cdo de agua e
manutengdo do volume do fluido extracelular (Repke & cols., 1995; Morales &

cols., 1996; Dantzler, 2003).
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Alteragdes na ingestdo de sddio ou nos mecanismos de sua excregao,
através do epitélio renal podem estar relacionadas com a génese de
disturbios do volume do fluido extracelular, tais como a hipertensédo, que
pode levar ao acometimento de varios 6rgédos e ao desenvolvimento de
doencas, como a insuficiéncia renal, acidentes vasculares cerebrais e infarto
do miocardio. Essas doengas apresentam alta mortalidade e constituem
causa de incapacidade fisica e laboral na populagdo economicamente ativa,
com grande impacto social (Heagerty & cols., 1993; Brown & Haydock,

2000).

Uns dos horménios que merecem destaque na reabsorg¢ao de sodio séo
os mineralocorticdides, que sao representados primordialmente pela
aldosterona. Este esterdide possui acdo importante na dinamica de
transporte de sédio no epitélio renal diminuindo a excrecdo de sodio
principalmente pela urina, mas também pela saliva, pelo suor e pelas fezes
(Guyton, 1989). Em condigbes normais, a massa de sodio eliminada pelo
suor e pelas fezes € desprezivel, sendo os rins os principais efetores dessa
excrecdo (Dusing e cols., 1976). A liberagcdo da aldosterona secretada pelo
cortex adrenal depende de um refinado controle que envolve a liberagédo da
renina pelas células justaglomerulares dos rins. A renina liberada age sobre
o substrato protéico, angiotensinogénio produzido no figado, dando origem a
um decapeptideo, a angiotensina-l, que sob a agdo da enzima conversora
de angiotensina, localizada em endotélio, principalmente pulmonar, é
transformada no octapeptideo angiotensina-Il. A angiotensina Il, além de agir
no rim promovendo a reabsor¢ao de sodio no segmento do tubulo proximal,

promove no cortex adrenal a liberacdo da aldosterona. A aldosterona tem
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como funcdo principal estimular a reabsorcdo de sdédio, principalmente,
através dos segmentos distais do néfron (Work e Jamison, 1987), onde
promove o0 aumento da permeabilidade luminal ao sodio através de canais
de sodio conhecidos como Canais de Sodio Epiteliais (ENaC) (Garthy e
Palmer, 1997) concomitantemente, a secre¢cado de potassio e de hidrogénio.
A reabsorcdo de sédio leva ao aumento da osmolaridade plasmatica com
consequente estimulo a liberagao e secrecdo do horménio antidiurético pela
hipéfise posterior, que ao atuar nos tubulos distais convolutos e nos ductos
coletores, ocasiona a ativacdo e a inseragdo dos canais de agua
(aquaporina-2), levando a uma maior reabsor¢cao de agua por eles, além de
estimular o centro da sede, localizado no sistema nervoso central, com

consequente estimulo para a ingestao (Tanaka et al., 2004).

Por outro lado, o principal horménio relacionado com a excreg¢ao de
sodio pelos rins € o peptideo natriurético atrial. Este peptideo € produzido
pelos midcitos atriais e o estimulo para a sua liberacdo na corrente
sanguinea € o aumento do volume efetivo de sangue que chega aos atrios,
ocasionando seu estiramento mecanico (Antunes et al., 2004). A expansao
dos atrios em situagdes, como, por exemplo, no aumento do volume do
fluido extracelular, promove a liberagdo e a producdo do fator atrial
natriurético pelos midcitos atriais. O peptideo natriurético atrial circulante
pode inibir o efeito estimulador da angiotensina Il na reabsor¢ao de soédio no
tubulo proximal, inibir a reabsor¢do de sodio no ducto coletor, causar
vasodilatacdo medular, com consequente aumento do fluxo sanguineo
medular ou ainda, levar a uma reducdo na liberagdo de renina, de

aldosterona e de vasopressina (Antunes et al., 2004). De modo que sua
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principal agao € inibir a reabsorcdo de sédio na porcdo medular interna e
medular externa do ducto coletor e, desta forma, favorecer a diurese,

diminuindo o volume do fluido extracelular a valores normais (Aires, 1999).

Dessa maneira, o organismo depende de um grande numero de
processos regulatorios para manter o equilibrio do seu meio interno (liquido
extracelular), o que inclui o controle da press&o arterial sistémica, do volume
extra e intracelular, da osmolaridade, do pH, das concentragdes idnicas, etc.
Estas propriedades do meio interno devem ser mantidas dentro de faixas
estreitas de variacdo para permitir a adequada funcdo celular. Estas
propriedades, em seu conjunto, sdo denominadas de homeostase, e seu
estudo € um dos principais objetivos das Ciéncias Fisiologicas.

Apesar de muitos estudos, os papéis funcionais dos varios
transportadores ibnicos ao longo do néfron, ndo estdo totalmente esclarecidos.
Muito menos sao conhecidas as suas participagdes no transporte regulado por
horménios e os mecanismos moleculares envolvidos.

E evidente, no entanto, que muitos desses fatores autdcrinos,
enddcrinos e paracrinos podem modular a absorcdo e a excrecdo de NaCl
através da acao sobre os transportadores idnicos presentes no epitélio renal
(Kunzelmann & Mall, 2002). Os canais idnicos s&o geralmente seletivos e
transportam ions a favor de seu gradiente eletro-quimico (Kunzelmann & Mall,
2002). Nesse sentido, varios processos patologicos, principalmente os que
alteram a excrec¢ao renal de NaCl, conduzem aos desequilibrios eletroliticos no
organismo (Kunzelmann & Mall, 2002).

Assim, quando se estuda o transporte trans-epitelial renal, duas vias

possiveis devem ser mencionadas, isto €, a transcelular, através das duas
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membranas celulares tubulares, a membrana luminal ou apical (ML) e a
membrana basolateral (MBL) e a via inter- ou paracelular (através das tight-
junctions) (Aires et al., 1999).

Na reabsorgdo no tubulo proximal, o transporte de agua segue o de
soluto, gracas ao pequeno gradiente osmotico existente, pois o fluido luminal
nessa porgcao é ligeiramente hipotbnico em relagdo ao plasma peritubular. O
tubulo proximal reabsorve aproximadamente 67% de agua filtrada, Na®, CI, K*
e outros solutos. O processo de reabsorcdo de ions tem como forgca motriz
geradora de gradiente, a enzima Na'-K'-ATPase localizada na membrana
basolateral (Feraille and Doucet, 2001).

O Na* é reabsorvido por mecanismos diferentes na primeira metade e na
segunda metade do tubulo proximal. No segmento inicial, o Na* é reabsorvido,
pela membrana luminal, através do co-transporte eletrogénico com solutos
organicos, tais como agucares e aminoacidos, e também pelo contra-transporte
Na*/H" eletroneutro. Este Ultimo transporta Na* para dentro da célula em troca
da secregéo luminal de H*. Também é observado o co-transporte neutro de Na*
com anions organicos como o lactato na membrana luminal nesse segmento
(Aronson, 1996; Knepper & Brooks, 2001; Dantzler, 2003).

Na segunda metade do tdbulo proximal, o Na* é reabsorvido através
tanto da via trans-celular como da para-celular. Este entra na célula tubular
renal pela agéo paralela do trocador Na*/H* e um ou mais trocadores aniénicos
envolvendo a reabsorcdo de CI localizados na membrana luminal deste
segmento. A energia necessaria para este processo € originada pelo gradiente
eletroquimico gerado pela bomba Na*/K* na membrana basolateral (Feraille

and Doucet, 2001), sendo o Na* reabsorvido para o intersticio, por transporte
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ativo, através do funcionamento desta enzima. O CI" por sua vez, é reabsorvido
para o intersticio pela acdo de um co-transportador K*-CI" também localizado
na membrana basolateral.

O NaCl é reabsorvido também pela via para-celular nesta porcdo do
tubulo proximal favorecida pelo gradiente de concentragdo de CI" gerada pelo
aumento da sua concentragéo na luz tubular produzida pela grande reabsorgéo
de agua nesse segmento. Todavia, uma parte deste NaCl é reabsorvido
carregado pelo movimento de agua entre os espagos intercelulares (solvent
drag) (Aronson, 1996; Aronson & Giebisch, 1997; Knepper & Brooks, 2001).

O segmento fino descendente da Alga de Henle é altamente permeavel
a agua pela presenca de aquaporinas (canais de agua). Nesse segmento, o
Na® é secretado passivamente para a luz tubular, pelo menos em algumas
espécies animais. Ja o segmento fino ascendente € impermeavel a agua e a
reabsorcado de NaCl é preferencialmente passiva.

A porgdo grossa ascendente da Alca de Henle reabsorve
aproximadamente 25% do NaCl e K" filtrados, a reabsorcdo de Na® é feita
através de transporte ativo secundario, pelo co-transportador Na'/K'/2CI,
localizado na membrana luminal e inibido pelo diurético de algca furosemida.
Neste segmento ndo ocorre reabsorgdo de agua, pois seu epitélio é altamente
impermeavel & agua. A reabsorgédo de Na* no tubulo distal convoluto é passiva,
através do simporte Na*-CI" ou ativa secundaria, pelo trocador Na'/H.
Virtualmente, n&o existe reabsor¢do de agua no tubulo distal convoluto, na
presenga ou ndo do hormoénio antidiurético (HAD) (Greger, 1985; Haas, 1989;

Kaplan & cols., 1996; Dantzler, 2003).
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O ducto coletor cortical e o medular reabsorvem aproximadamente 7%
do NaCl filtrado, a reabsorgéo de Na® é eletrogénica, pois esse ion difunde-se
da luz tubular para o interior da célula “principal” do ducto coletor, através de
canais sensiveis ao amilorida , diurético poupador de potassio, localizados na
membrana luminal, a favor tanto de um gradiente quimico como elétrico. Ao
contrario dos outros segmentos do néfron, o ducto coletor reabsorve Na* em
atendimento as necessidades do organismo, um ajuste fino (Vincigerra et al.,
2004), e ndo em fungdo da quantidade de Na' que lhe é oferecida. A
reabsorgdo de Na' neste segmento é regulada pela agdo da aldosterona.
Nesses segmentos, o epitélio é classificado como epitélios tight, ou de baixa
permeabilidade. A permeabilidade a agua varia diretamente com a
concentracdo plasmatica do hormdnio antidiurético, que aumenta a
permeabilidade a agua desses segmentos, permitindo que a agua passe, a
favor do gradiente de concentragao, da luz tubular para o intersticio peritubular
hipertonico, reabsorvendo uma quantidade variavel de agua (entre 8 a 17%)
(Breyer & Ando, 1994; Hebert, 1999).

As células do ducto coletor reabsorvem quantidades significativas de CI’,
provavelmente através da via para-celular. A reabsorcdo de CI° é movida pela
diferenga de voltagem através do tubulo distal e do ducto coletor.

Por outro lado, além dos fatores classicos (fator natriurético atrial,
aldosterona e horménio antidiurético) que estdo relacionados com a
regulagdo do volume e da composi¢ao salina do fluido extracelular, outros
horménios vém se destacando nesse papel fisiolégico, como os hormonios
sexuais femininos, que incluem o estrogénio e a progesterona (Stachelfeld et

al., 1999). Seus receptores podem ser encontrados nos tubulos renais
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(Mosselman et al.,, 1996; Dubey & Jackson, 2001) e estdo envolvidos na
regulacdo de soédio, de potassio e de calcio (Brunette & Leclerc, 2001;

Brunette & Leclerc, 2002).

O estrogénio participa da modulagédo do equilibrio de sal e de agua do
organismo (Stachenfeld et al., 1999), por efeitos diretos nos tubulos proximal
e distal (Verlander et al., 1998; Brunette & Leclerc, 2001; Stachenfeld et al.,
2003), via uma grande expressao de seus receptores a e f (Sharma and
Thakur, 2004). Ou indiretamente, modulando o sistema renina angiotensina-
aldosterona, diminuindo a atividade da renina plasmatica e a enzima
conversora de angiotensina (Suelly et al., 2004). E observado um aumento
na retencdo de agua e de sal no organismo pela acdo da angiotensina Il,
concomitantemente com um aumento nos niveis de aldosterona e de
progesterona (Sealy et al., 1994; Stachenfeld et al., 2005), sugerindo uma
agao progestogénica nao especifica na competicdo com a aldosterona pelos
receptores de mineralocorticéides ao longo tubulo distal. Sugere-se um
mecanismo compensatério, que estimula uma maior formacdo de
angiotensina Il, bem como de aldosterona nesse modelo (Myles & Funder,

1996).

As acbes do estrogénio, normalmente, sdo mediadas por dois tipos de
receptores, que sdo conhecidos como receptores de estrogénio (RE) que
sdo geneticamente diferentes, sdo os receptores, REa (alfa) e REB (beta)
(Katzenellenbogen et al. 2000; Hall et al.,, 2001; Gustafsson, 2003), que
possuem uma distribuicdo vasta em varios érgaos do individuo (Kuiper et al.,
1997). Eles sdo membros da superfamilia de receptores nucleares, com

agdes regulatérias variadas na transcricdo génica, no citoplasma e na
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membrana celular (Nadal et al., 2001). Quando ligados ao horménio, esses
receptores sofrem rearranjos conformacionais, levando a formag¢ao de homo
ou heterodimeros de REa e RER. Ativados, interagem, com alta afinidade,
diretamente com regides especificas do material genético da célula, isto é,
genes especificos, chamados de elementos responsivos do estrogénio,
como promotores ou, indiretamente, através de interacbes protéicas com
fatores de transcrigdo (Hall et al., 2001), que podem ativar/ e ou inibir a
transcrigcdo génica. Contudo, parece que o REa é mais potente ativador que
o REB em individuos adultos. Nos rins de camundongas em idade
reprodutiva, ha uma maior expressao da proteina dos REq, se comparada a
expressdo da proteina do REB (Carley et al., 2003). Assim, a resposta
dependente do estrogénio, pode ser expressa pela presengca de um de seus

subtipos de receptores no tecido alvo em questédo (Turgeon et al., 2004).

Estudos vém mostrando que os esterdides femininos regulam a
expressdo de diferentes transportadores em diferentes tecidos do
organismo. Em pulmao, o estrogénio combinado com a progesterona
aumentam a expressdo de canais epiteliais de Na® (ENaC) e de cloreto
reguladores da conduténcia transmembrana da fibrose cistica (CFTR)
(Johannesson M, et al., 2000). O estrogénio e a progesterona modulam de
forma diferenciada a expressdo do RNAm das subunidades do canal epitelial
de Na® em rins de ratas em idade reprodutiva (Gambling etal., 2004). In
vitro, o estrogénio aumentou a expressao do co-transportador NaCl e da

Na’-K*-ATPase em células de tubulos distais de ratos (Tran et al., 2001), ja

a progesterona aumentou captacdo de Ca*? de forma ndo gendmica (rapida)
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em cultura celular de tubulos proximais de coelhos (Brunette and Leclerc,

2002).

Outra protéica importante na reabsor¢ado de sodio ao longo do néfron, é
a Na'-K'-Adenosina-trifosfatase (Na'-K'-ATPase), que é uma proteina
transmembrana com fungdo transportadora e catalitica, que mantém o
gradiente eletroquimico de Na* e de K através da energia liberada pela
hidrolise do ATP (Fedosova and Esmann, 2007). Quando ativada
funcionalmente, ela transporta 3 ions Na* para o meio extracelular e 2 ions
K" para o meio intracelular, gerando um efluxo ordenado resultante de
cargas positivas para o meio extracelular, por isso é dita como eletrogénica
(Or et al., 1996). Nas células dos mamiferos, é composta basicamente, por
duas subunidades, a alfa (a) com aproximadamente 113kDa, formada por 10
dominios transmembranicos, sitios de interagcdo com o ATP, com os ions
Na® e K' e de fosforilagdo, possuindo trés isoformas (a1, a2 e a3). A
segunda subunidade é a beta (B) com aproximadamente 35kDa e apenas
um dominio transmembranico, sendo essencial para a atividade do
complexo protéico e possuindo quatro isoformas (B1, B2, B3 e p4)
(Mobasheri et al., 2000). A bomba funcional requer a presenga de ambas as
subunidades, formando um dimero a- (Fedosova and Esmann, 2007), mas
considerando sua importancia fisioldgica, pouco se sabe sobre da cinética e
da distribuicdo tecidual dessas isoformas. Adicionalmente, ao lado dessas
subunidades, outros pequenos peptideos, como o FXYD5 (Lubarki | et al.,
2007), que atravessam a membrana apenas uma vez, interagem com a

bomba. O primeiro deles a ser identificado, foi denominado subunidade
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gama (y) e, € um peptideo hidrofébico de cerca de 7kDa que no rim

colocaliza-se com a subunidade alfa (Lubarki et al., 2007).

No tecido renal, a Na*-K*-ATPase se encontra na membrana basolateral
dos segmentos do néfron, gerando o gradiente eletroquimico para o
transporte vetorial de sodio (Feraille and Doucet, 2001), merecendo
destaque o ajuste fino desse ion no ducto coletor (Vincigerra et al., 2004).
Trabalhos mostram que sua regulacdo € multifatorial, incluindo horménios,
como aldosterona e vasopressina (Gonin et al., 2001), fatores paracrinos,
como a adenosina (Wengert et al.,, 2007), a concentracdo de sodio
intracelular e a osmolaridade extracelular (Feraille and Doucet, 2001, Feraille
et al., 2003 ). A sua modulacéao crénica pode alterar a expressao da proteina
de suas subunidades, ja sua modulagdo aguda pode modificar a
redistribuicdo/ reciclagem da proteina-enzima entre a superficie celular e o
meio intracelular, por influéncia na fisiologia da reciclagem vesicular do

aparelho de Golgi (Vincigerra et al., 2003).

Recentemente, muitos trabalhos tém mostrado que os esterdides
femininos participam da modulacdo da Na*-K*-ATPase em diferentes tecidos
(Aperita et al., 1981; Monteiro et al., 2007;Morril et al., 2008; Liu et al., 2007).
Em ratos com 20 dias de vida, o tratamento com estrogénio aumentou a
atividade da Na'-K’-ATPase em células de tubulos proximais em
desenvolvimento (Aperita et al., 1981). J& no trabalho de Monteiro et al.,
2007 a ovariectomia bilateral aumentou a atividade da bomba no hipocampo
de ratas em idade reprodutiva. Embora, a reposig¢ao estrogénica com doses
variando entre 1, 100 e 1000 nmol/L tenham diminuido tanto a expresséo,

quanto a atividade da Na*-K*-ATPase. Ja o trabalho de Tran et al., 2001 que
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mostrou in vitro que o estrogénio aumenta a expresséo da proteina Na*-K*-
ATPase em células de tubulos distais de ratas. O tratamento com a
progesterona pode atenuar ou nao influenciar de forma direta em sua
atividade, isso foi demonstrado no trabalho de Morril et al., 2008, em que o
tratamento com a progesterona apresentou resultados similares de
atividade, ao tratamento com a ouabaina, um inibidor conhecido da atividade
da Na'-K'-ATPase, sugerindo assim que a progesterona pode se ligar a um
sitio inibitério da Na*-K*-ATPase (Morril et al., 2008). Como o estrogénio e a
progesterona participam da regulagdo do balango de sal e de agua no
organismo por varios mecanismos, € o rim € o principal 6rgao responsavel
por esse equilibrio, sera que um desses mecanismos nao seria a
modulagdo da expressdo e da atividade da Na*-K'-ATPase no tecido

renal de ratas fémeas em idade reprodutiva?

Em 1989, foi clonado em células de retina (cones e bastonetes) o canal
de sédio sensivel a amilorida, pertencente a familia dos canais dependentes de
GMP ciclico, cyclic nucleotide-gated channel (CNG), denominado CNGA-1, que
tem fungdo comprovada na transdugao de sinais sensoriais do olfato e da visao
(Kaupp et al., 1989).

O canal de so6dio CNGA-1 é uma proteina expressa no tecido cardiaco,
(Ahmad et al., 1990), no pulméao, no figado (Ding et al., 1997), na musculatura
esquelética (Feng et al., 1996) e testicular (Shi F and Wang T, 2005). A sua
presenca no tecido renal tem sido questionada ou ndo determinada de forma
convergente pelos diferentes métodos, pois apenas por reagédo em cadeia de
polimerase (PCR) e Northem blotting apresentaram alguns resultados positivos

(Ding et al., 1997), embora outros trabalhos ndo conseguiram detecta-lo (Zhang
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et al. 1997), nem por Western blotting ou por imunohistoquimica (Ding et al.,
1997). Sera que a proteina desse canal de sédio é realmente encontrada
no rim de mamiferos? Se encontrada, ela possui algum papel na fisiologia
renal desses animais?

O transporte do sédio através de canais sensiveis a amilorida, no tubulo
renal, tem comprovado papel na regulagdo do volume do fluido extracelular e
da presséo sanguinea (Cowley & Roman, 1996; Garty & Palmer, 1997). Dentre
esses canais o papel classico é referido ao canal epitelial de Na*, ENaC,

expresso no ducto coletor e inibido pela amilorida.

Por outro lado, € proposto em alguns trabalhos que as isoformas dos
canais CNG possam ter um papel importante ao longo do néfron, como
demonstrado em cultura celular de ducto coletor medular interno (Vandorpe
et al., 1997), ou em rins de ratos , que expressam o RNAm e a proteina da
isoforma CNG3-A (Noivara et al., 2004). Os canais dessa grande familia
CNG possuem uma estrutura heterotetramérica consistindo de subunidades
proteicas “principais” e protéicas “modulatérias” (Richards & Gordon, 2000;
Bradley & cols., 2005). As subunidades principais se caracterizam pela
habilidade de induzir a formacgao/ conformacao funcional do canal, expressa
em sistemas heter6logos. No entanto, as subunidades modulatorias somente
sao co-expressas com a subunidade principal, conferindo a esses canais um
arranjo protéico que conferira as propriedades nativas dos canais
pertencentes a familia dos CNGs. Trabalhos tém demonstrado que esses
canais possuem um aumento da sensitividade/ possibilidade de ativagao a
nucleotideos ciclicos, como o AMPc e o GMPc. (Biel et al., 1996; Biel et

11999).
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Assim, os canais da familia dos CNGs presentes nas células dos
mamiferos estdo divididos em duas diferentes subfamilias. A sub-familia dos
canais representada pelas sub-unidades principais, designadas CNGA-1,
CNG-A2, CNG-A3 e CNG-A4, sendo que o CNG-A4, encontra-se dentro
desta familia, mas sem capacidade de induzir a formacéo/ conformacéao
funcional do canal (frequentemente denominada sub-unidade modulatoria), e
a segunda sub-familia desses canais € compreendida por dois membros, o
CNG-B1 e 0 CNG-B3, denominados de sub-unidades modulatérias (Kaupp &

Seifert, 2002).

O canal de sddio CNGA-1 é uma proteina de aproximadamente 63
kDa (Molday et al., 1991), embora outros trabalhos apresentem os seus
peso molecular em torno de 79,6 kDa, contendo cerca de 690 residuos de
aminoacidos (Ding et al., 1997; Shi F and Wnag T, 2005). Essa discrepancia
no tamanho e peso molecular pode ser devido a auséncia/ presenca de 92
residuos de aminoacidos (Kaupp and Seifert, 2002), que pode ser
encontrado em células sensorias olfatérias humanas, de camundongo, de
rato e de porco (Molday et al., 1992). Além disso, o canal de s6dio CNGA-1
pode ser glicolisada no residuo N327. A glicolisagdo ou a nao glicolisagéo
pode alterar o peso molecular do canal em 2kDa (Wohlfart et al., 1992).
Trabalhos demosntram que o canal de s6dio CNGA-1 €& formado por 6
dominios transmembranais (TMDs), sendo que o poro funcional do canal,
parece que esta localizado entre os dominios 5 e 6. Ambos grupos NHz (N) e
COOH (C) terminais contém regides funcionais para a regulagao dess canal.
O sitio de ligagdo de nucleotideos ciclicos, isto €, AMPc e GMPc, esta

localizado na regido C terminal e, o sitio de ligagéo ao ion Ca™ , bem como
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o sitio de ligacdo ao calcio-calmodulina, localizado na regido N terminal da

estrutura proteina do CNGA-1.

No entanto, estudos ndo demonstraram ainda se a proteina do canal
de sédio CNGA-1 esta expressa ao logo das membranas das células dos
néfrons dos rins. Mais recentemente, estudos realizados em rins de ratos
submetidos a dietas hipo e hipersddicas demonstraram que a isoforma do
canal de sodio CNG-A3 estdo expressas nas membranas luminais das
células da alca ascendente espessa de Henle e nas células do ducto coletor
cortical, sendo moduladas pela acdo da aldosterona, participando da
reabsorgdo de Na® ao longo dos néfrons desses animais (Noivara et al.,
2004). Contudo, ainda nenhum estudo foi realizado com a proteina do
canal de soédio CNG-1A em tecido renal para determinar a sua
localizagdo e sua fungao, isto é, a localizagao da expressdo de sua
protéica em qual segmento tubular do néfron, bem como a possivel
funcado destes canais nesse epitélio tubular, assim como, investigar a

influéncia dos esterdides femininos em sua modulacgao.



OBJETIVOS
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Objetivos gerais

Investigar a agdo dos hormoénios sexuais femininos, de forma isolada,
sobre a funcao renal, por meio da avaliagao das alteracdes na expressao da

proteina da Na*-K*-ATPase e do canal de sédio CNGA-1 renais.

Objetivos especificos

-Verificar o efeito da deficiéncia do estrogénio e da progesterona, de
forma isolada, sobre a expressdo da proteina e da atividade da Na*-K*-ATPase
no cortex e na medula renais, bem como a expressao da proteina do canal de

sodio CNGA-1.

-Verificar o efeito da deficiéncia do estrogénio e da progesterona, de
forma isolada, sobre a expressdo da proteina e da atividade da Na*-K*-ATPase

no cortex e na medula renais.

-Verificar o efeito da deficiéncia do estrogénio e da progesterona, de
forma isolada, sobre a expressao da proteina do canal de sédio CNGA-1 no

cortex e na medula renais.
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-Verificar o efeito do estrogénio sobre a expressado da proteina e da
atividade da Na'-K*-ATPase em cultura de células de tubulo proximais de

ratos.

-Verificar o efeito do estrogénio sobre a expressao da proteina do canal

de sodio CNGA-1 em cultura de células de tubulo proximais de ratos.

-Verificar a localizacdo da expressado da proteina do canal de sdodio

CNGA-1 ao longo do néfron de ratas controle.



MATERAIS E METODOS
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1- Animais experimentais

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem Wistar (Ratus novergicus
albinus) com peso variando entre 200-250 g, provenientes e mantidas pelo
biotério do Laboratério de Fisiologia Celular e Molecular do Programa de Pos-
Graduacgao do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, RJ, Brasil.
Neste experimento os animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente com
temperatura (20-24°C) e iluminacg&o artificiais controladas de acordo com o
recomendado para biotérios de pesquisa (FINEP). As gaiolas permitiram o livre
acesso dos animais a ingestdo de agua e ragéo.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados sob anestesia de
quetamina (30 mg/kg, via intraperitonial) e xilazina (3 mg/kg, via intraperitonial)
e, ao término da cirurgia receberam antibiotico (Enrofloxacina 25mg/ml), por via

intramuscular. Os animais foram pesados no inicio e no final dos tratamentos.

2- Grupos experimentais
Os animais foram separados, pesados e divididos nos seguintes

grupos experimentais:

¢ grupo controle-SHAM (CON,n=4);

¢ grupo ovariectomizado (OVX, n=12);
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ApOs a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais e
tiveram 10 dias para sua recuperagédo. No décimo dia, o grupo ovariectomizado
foi separado em trés subgrupos, isto €, um somente ovariectomizado, um com
reposicao estrogénica e o outro, com reposigdo progestogénica. De maneira

que no final do décimo dia, os grupos experimentais foram os seguintes:

¢ grupo controle-SHAM (CON,n=4);

¢ grupo ovariectomizado (OVX, n=4);

*

grupo OVX+ estrogénio (OVE, n=4);

*

grupo OVX+ progesterona (OVP, n=4);

3. Protocolos experimentais

e Ovariectomia bilateral

Apés a anestesia, as fémeas foram submetidas a uma incisdo de 1 a
1,5 cm na pele e celular subcutaneo, entre a ultima costela e a coxa, a 1 cm
da linha mediana, seguida de uma incisdo na camada muscular, abrindo a
cavidade peritoneal para posterior ligadura das tubas uterina e remog¢ao dos
ovarios, de acordo com Moyses et al., 2001. Depois a cavidade peritonial foi
suturada e a regido limpa com gaze e a pele fechada com linha de nailon

preta.

e Reposi¢ao hormonal
No final do décimo dia de recuperagdo iniciou-se a reposicdo com 0s

horménios sexuais femininos de forma isolada, com o 17-B-estradiol (OVE,
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2ug/Kg peso corporal, Sigma, St. Louis, Mo., USA) e com o progesterona
(OVP, 1,7mg/Kg peso corporal, Sigma, St. Louis, Mo., USA), de acordo com
Moyses et al., 2001. Esses hormoénios foram diluidos em 6leo de milho filtrado
(veiculo) e, administrados nos animais através de inje¢cdes subcuténeas diarias
em mesmos horarios, por 10 dias consecutivos. Assim, no final o experimento,

o grupo OVX foi exposto a ovariectomia por 20 dias.

e Anadlise dos parametros sanguineos e urinarios (Funcao
renal)

No décimo dia da reposicdo hormonal, os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais (Insight), em que se analisaram os paréametros
urinarios e sanguineos, de acordo com Ornellas et al, 2002 e, Noivara et al.,
2003. Para tanto, foram coletadas amostras de urina e de sangue, no periodo
de 24h, no momento do sacrificio de cada grupo experimental. Com essas
amostras coletadas foram dosadas as concentragcdes plasmaticas e urinarias
de potassio (K*), sédio (Na*), cloreto (CI), uréia (U) e creatinina (Cr), para
calcularmos o ritmo de filtragdo glomerular (RFG) e a fragdo de excrecéo (FE)
de cada um deles, de acordo com as seguintes formulas:
FE(%)=[(UxxV)/(GFRxPy)]x100 and, RFG=(U;xV)/Py;), em que Ux,
concentragdo urinaria do eletrélito (mg/ml), Px, concentragdo plasmatica do
eletrélito (mg/ml), Ucr, concentragcdo urinaria de creatinina (mg/ml), Pcr,

concentragdo plasmatica de creatinina (mg/ml) e V, fluxo urinario (mixmin™).

e Dosagem Hormonal
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Apos a avaliagao da funcéao renal, parte do plasma coletado foi utilizada
para a dosagem sérica de estrogénio (pg/mL) e de progesterona (ng/mL) por
quimiluminescéncia, avaliando a eficacia da ovariectomia bilateral e da

reposi¢ao hormonal dos grupos analisados, de acordo com Eckert, 1999.

e Excisao Renal

Todos os animais utilizados nesta tese foram sacrificados por eutanasia,
com doses elevadas de anestésicos (quetamina e xilazina), cerca de trés vezes
mais, que o minimo para sua anestesia, e submetidos a laparotomia para
excisao do rim esquerdo e direito. Inicialmente os rins foram perfundidos com
20 ml de solugédo salina 0,9% com auxilio de um cateter de polietileno (PE-50)
inserido na aorta abdominal. Depois de removido, os rins foram decapsulados
manualmente e colocado em uma placa de Pétri estéril, sobre gelo, contendo
solugdo salina. Nesse momento foi realizada identificagdo do cortex e da
medula renais, utilizando uma lupa. A dissecacao foi realizada com micrétomo,
e imediatamente iniciou-se o procedimento de extracdo de proteina total e de

membrana dos mesmos.

4. Immunoblotting (Western blotting)

Com o intuito de determinar a expressao da proteina codificadora da
Na*-K*-ATPase e do canal de s6dio CNGA-1 em cortex e medula de ratas
utilizamos a técnica de Western blotting.A expresséo da proteina da Na*-K*-
ATPase e do canal de sdédio CNGA-1 em cortex e medula de ratas controle,

submetidos a ovariectomia bilateral e a reposicdo hormonal foram
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comparadas por immunoblotting. Utilizamos anticorpos especificos para as
proteinas dos referidos genes. No caso da proteina da Na'-K*-ATPase foi
utilizada um peptideo sintético que reconhece especificamente a sua
subunidade alfa 1 (Amersham, Buckinghamshyre, UK). Para o canal de
sédio CNGA-1 foi utilizado um anticorpo de policlonal coelho anti-CNGA-1
que reconhece o dominio N-terminal do CNGA-1 (Alpha Diagnostic
International, San Antonio, TX, USA) como descrito por Ding et al., 1997.
Utilizamos a expressado da proteina B-actina para nosso controle interno,
tanto na expressao da proteina da bomba, quanto na expresséo da proteina
do canal, e para analisar a sua expressao, foi utilizado um anticorpo

monoclonal rato anti-B-actin (Novus Biologicals, Littleton, CO 80160, USA).

O cortex e a medula das ratas foram homogeneizados em uma solugéo
contendo 250 mmol/l de sacarose, 1 mmol/l EDTA, 20 mmol/l de imidazol,
pH 7.2, e os seguintes inibidores de protease: 1 mmol/l 4-(2-aminoetil)-
benzosulfonila fluorado, 1 mmol de benzamida, 10 mg/l de leupeptina, 1 mg/l
pepstatina A, 1 mg/l aprotinina, e 1 mg/l de quimiostatina. O homogenato foi
centrifugado a 1000g por 10min. O sobrenadante foi retirado, e o pellet foi
suspenso em trés volumes da mesma solugdo, e a centrifugagdo foi
repetida. Ambos os sobrenadantes foram centrifugados a 10.000g por 20
min para separagdo da fragdo mitocondrial e o sobrenadante contendo a
proteina total e a concentracdo das proteinas foi obtida utilizando-se o
reagente de Bradford, e a albumina bovina usada como padrao (Bradford,
1976). O sobrenadante formado foi centrifugado a 100.000 g por 1 h, e 0
pellet contendo as membranas celulares foi suspenso em tampao de

homogeneizagdo e a concentragdo das proteinas foi obtida utilizando-se o
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reagente de Bradford, e a albumina bovina usada como padrao (Bradford,
1976). Os extratos foram solubilizados aquecendo a 95°C por 2 min em
solugao tampéao (15 g/l SDS, 10 mmol/l Tris-Cl pH 6.8, 6 g/l DTT, e 60 ml/l de
glicerol). As proteinas (100ug para Na*-K*-ATPase e canal de sddio CNGA-
1) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e transferidas

para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA).

Apoés a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com tampao
salino (TBS-T) contendo 5% de caseina (136,8 mmolL NaCl; 74,5 mmolL
KCI; 24,8 mmolL Tris base; pH 7,4; 0,5% (V/V) T233n 20; 509/l leite em po
desnatado) (Sambrook et al, 1989) e incubadas ou com anticorpo contra a
proteina da Na'-K’-ATPase e do canal de sodio CNGA-1 na diluicdo de
1:500 por 1 hora a temperatura ambiente em tampao TBS-T 3% de caseina
(136,8 mmol/L NaCl; 74,5 mmol/L KCI; 24,8 mmol/L Tris base; pH = 7,4;
0,5% (VIV) T233n 20; 309/l leite em pd desnatado) (Sambrook et al, 1989).
Incubacdes sequenciais foram realizadas utilizando anticorpos secundarios
especificos para os anticorpos primarios, no caso Na*-K*-ATPase e canal de
sédio CNGA-1, o anticorpo secundario utilizado foi o goat anti-mouse IgG e
goat anti-rabbit 1gG, respectivamente. A revelacdo do imunoblotting da Na™-
K*-ATPase foi realizada com ECL Plus (Amersham, Buckinghamshyre, UK)
e do canal de sddio CNGA-1 com a fosfatase alcalina. Utilizamos o padrao
de peso molecular de proteina (Sigma Chemical, St. Louis, MO) para

assegurar uma eletroforese e uma transferéncia de proteinas adequadas.

5. Medida da atividade ATPasica

Com o intuito de associar a expresséo da proteina codificadora Na*-K’-
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ATPase com a sua funcionalidade enzimatica foi realizada a quantificacéo
de sua atividade (Na*+K") ATPasica.Para tanto, apds a homogeinagdo do
tecido renal dissecado (cortex e medula), aliquotas foram retiradas para a
mensuragdo da atividade (Na*+K") ATPasica em cada grupo experimental.
A composigdo do meio de reagdo para medir a atividade (Na'+K")
ATPasica, em volume final de 0,1ml, foi: MgCl, 10mM, ATP 5mM (atividade
especifica de aproximadamente 104Bq/nmol), 20mM Hepes-Tris (pH= 7,0),

NaCl 90mM, e KCI 30mM.

A atividade ATPasica foi medida pelo método descrito por Grubmeyer
e Penefsky (1981). A reacdo foi iniciada com a adigdo da fragcéo
microssomal de cortex e de medula renais de rata (concentragéo final de
proteina: 0,3mg/ml). A reagéo foi parada apos 20 minutos pela adi¢do de
0,5ml de carvao ativo por HCI (0,1N). O [**P]Pi liberado foi medido em
aliquotas do sobrenadante, obtidas apos a centrifugacdo da suspensao de
carvao a 2000 rpm, por 5 minutos em centrifuga clinica. A radioatividade foi
determinada por cintilagao liquida (packard Tri-Carb 2100 TR).

O calculo da atividade Na*-K*-ATPasica foi obtido pela diferenca de
[*?P]Pi liberado na auséncia e na presenca de ouabaina 0,1mM (inibidor
especifico da Na*-K*-ATPase), (Osswad et al., 1978; Vallon 2003; Proverbio
et al., 1986). A concentragao de proteina foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford 1956), usando albumina sérica bovina como padréo.
Cada experimento foi realizado com no minimo quatro preparagdes distintas

de fracdo microssomal de cortex e da medula desses animais.
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6. Densitometria
Para quantificar a expressao da proteina codificadora da Na*-K*-ATPase
e do canal de s6dio CNGA-1 foi realizada a densitometria de suas bandas
correspondentes, apds a revelacao nas diferentes situagdes descritas, com
a utilizagdo de programa de analise computacional (Scion Image
corporation, gel analysing software, USA). Os valores obtidos para o gene
da Na*-K*-ATPase e do canal de sédio CNGA-1 foram padronizados com o

controle interno da B-Actina .

7. Immunohistoquimica (Imunofluorescéncia)

Para determinar a localizacdo da proteina do canal de sddio CNGA-1 foi
realizada a técnica de imunohistoquimica do tipo fluorescéncia. Nesse
protocolo, esperamos encontrar o segmento tubular, bem como sua posigao
luminal ou basolateral ao longo do néfron. Para isso, apds a anestesia, os
rins foram obtidos de ratas fémeas adultas controles apds a perfusdo com
solugdo salina 0.9% heparinizada (1 mL/500mL) e com solugdo de
paraformaldeido tamponado 4%. Os rins foram extirpados, isolados,
coletados, decapsulados, cortados em cortes transversais, criopreservados
em solucdes crescentes de sacarose (10, 20 e 30%) e congelados a -70°C.
Cortes de 6 um foram obtidos e fixados em acetona gelada por 5 minutos.
Apos a fixagao dos cortes nas laminas, elas foram lavadas rapidamente em
tampao salino-fosfato 0,01M (PBS), pH 7.4, e incubadas em cédmara umida
com solugdo de bloqueio contendo albumina sérica bovina (BSA) 5%, soro
normal de cabra 3% em PBS 0.01M pH 7.4 por 1 h em temperatura

ambiente, seguida de solugbes de avidina e de biotina (Vector biotin
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blocking kit, SP-2001, Vector Laboratories INC., Burlingame, CA, USA) de
acordo com instrugcbes do fabricante. Posteriormente, os cortes foram
incubados com anticorpo primario (rabbit anti-CNGA-1, Sigma
Immunochemicals , St Louis, USA, diluido: 1:20 em PBS contento BSA 3%,
Triton X-100 0.1% e Tween 20 0.05%), “overnight” em 4°C. No dia seguinte,
os cortes foram lavados trés vezes de 5 minutos em PBS em temperatura
ambiente e foram incubados com anticorpo goat anti-rabbit IgG conjugado a
um Alexa 586 (A11010, Molecular Probes, USA,; diluigdo: 1: 200 Carlsbad,
California) em PBS por 1 h em temperatura ambiente. Para a marcacéo da
porcao tubular do néfron em que se localiza a proteina do canal de sddio
CNGA-1, utilizamos a lectina biotinilada Dilochus biflorus lectin (DBA) que
reage especificamente com a regido do tubulo proximal convoluto e do
ducto coletor (Zolotnitskaya Anna, and Lisa M. Satlin, 1999) e lectina
biotinilada Arachis hypogaea (PNA) que reage especificamente com a
regidao do tubulo coletor distal e do ducto coletor (Shepard M et al., 2002),
na concentragédo de 15 ug/mL (DBA- B-1035; PNA — BA-2301-2, Vector
Laboratories) por 2h em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes
foram lavados em PBS e incubados com estreptavidina conjugada a FITC
(SA-1001, Caltag, Burlingame, CA, USA; diluicdo: 1:100) por 1h em
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados trés vezes de 5 minutos em
PBS em temperatura ambiente e, incubados com DAPI (diluigdo: 1 ug/ 100
uL) para a marcagao nuclear, e montada em laminas de fluorescéncia com
Vectashield (H-1000, Vector Laboratories). As imagens foram adquiridas
usando microscoépio de fluorescéncia Nikon E-800 equipado com a cAmera

Evolution VF (MediaCybernectis). Todas as resolugdes, filtragens,
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movimentagdo e aquisicdo das imagens dos cortes renais obtidas foram
controladas e filtradas pelo programa ImagePro Plus (Media Cybernetics,

Silver Spring, MD, USA).

8. Cultura de células imortalizadas de tubulos proximais

Nos protocolos de quantificacdo funcional do canal s6dio CNGA-1
(expressdo da proteina) e da enzima Na'-K'-ATPase (expressdo da
proteina e medida da atividade) foram utilizados tecidos renais extraidos
dos animais apds seu respectivo tratamento hormonal. Com o intuito de
analisar, de forma isolada, as a¢des do estrogénio sobre a funcionalidade
desses carreadores ibnicos de sédio utilizaram um protocolo experimental
de cultura celular (in vitro) com células de tubulos proximais imortalizadas
(IRPTC) fornecidas pela Dra Mello-Aires (Renal Biophysics Laboratory of
the Biomedical Science Institute in University of S&do Paulo, Brazil). As
células IRPTC foram mantidas no meio DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s) complementadas com soro bovino fetal 10% (Gibco BRL, Grand
Island, N.Y., USA), glicose 25 mM, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml e
streptomicina 100 pg/ml (Gibco BRL, N.Y., USA). Apos atingirem 90% de
confluéncia, elas foram incubadas com o meio DMEM sem o soro fetal
bovino por 16 h, e tratadas com 17-B-estradiol nas diferentes concentragdes
de 107""M, 107°M, 10°M, 10®M e 10'M por 24h. Posteriormente, foi
realizada a extracdo e a quantificagdo da proteina total dessas células
IRPTC (forma similar descrita no item 4. Immunoblotting) para analisar a
expressao da proteina do canal de sédio CNGA-1. Além disso, analisamos

também a expressdo da proteina e a atividade ATPasica (forma similar
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descrita no item 5. Medida da atividade ATPasica) nos mesmos

tratamentos.

9. Analise Estatistica
Os resultados encontrados foram apresentados como meédia £ EPM (erro
padrdao da média). Para analise dos experimentos com quatro grupos de
animais foi realizado o teste ANOVA, uma via, seguido pelo teste de
multiplas comparacgdes Student-Newman Keuls. A diferenca foi aceita como
significativa quando *p<0.05. Utilizamos o programa estatistico GraphPad

Prism, 2003.



RESULTADOS
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Na avaliagcdo da reposicdo hormonal com estrogénio e com
progesterona (TABELA 1), observamos que grupo ovariectomizado (OVX),
que recebeu o oleo de milho como veiculo, apresentou uma redugao
significante nas concentragbes plasmaticas de estrogénio e de
progesterona, 31+3,0 ng/mL e 9,3+3,1 pg/mL (TABELA 1, p<0.01),
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (C, estrogénio:
98112 pg/mL; progesterona: 18+2,8 ng/mL). Apds o 10° dia de ovariectomia,
0 grupo ovariectomizado que foi subdividido em grupo ovariectomizado
reposto com benzoato de 17b-estradiol (OVE), apresentou uma
concentragado sérica de estrogénio de 110+5,8 pg/mL. Esse valor n&o foi
estatisticamente diferente do grupo controle (C, 98+12 pg/mL) Ja o grupo
ovariectomizado que foi reposto com progesterona (OVP) apresentou uma
concentragdo seérica de progesterona de 16+0,7 ng/mL. Esses valores ndo
foram estatisticamente diferentes do grupo controle (C, 18+2,8 ng/mL). O
grupo OVE e o grupo OVP apresentaram valores hormonais maiores que o

grupo OVX, apos sua respectiva reposicdo hormonal.

TABELA 1. Concentragdes séricas de estrogénio e de progesterona.

Grupos C (n=4) OVX(n=4) OVE (n=4) OVP (n=4)
E; pgm) 98+12.0 31+3.0** 110+5.8## 32+0.9**
Pangm, 18+2.8 9.3+£3.1** 10+0.8** 16+0.7##

Valores expressos como médiatEPM. ** p<0,01 vs C. ## p<0,01 vs Ovx

Apds o 10° dia de tratamento com benzoato de 17b-estradiol e com

progesterona, e, na tentativa de averiguar os efeitos de cada um desses
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horménios nos parametros renais, como a fracdo de excrec¢ao (FE), fluxo
urinario, ritmo de filtracdo glomerular e osmolaridade urinaria, que estao
representados na TABELA 2. Observamos que a FE do Na+ e do CI-
aumentaram significativamente no grupo ovariectomizado (FEna+: 0,21+02,
p<0.01; FEg:.: 0,61+£09, p<0.05), quando comparado ao grupo controle. A
reposicdo com benzoato de 17b-estradiol e com progesterona diminuiram
esses valores, apresentado resultados similares aos do grupo controle
(FEna+: 0,1210,01; FEg.: 0,41+£0,19). A FE do K+, embora ndo tenha
apresentado uma diferencga significativa apds a ovariectomia (24,2+1,2), vs
o grupo controle (25,3+3.0), diminuiu apds a reposi¢gdo com benzoato de
17b-estradiol (10,3+1.2, p<0.01) e com progesterona (11,6£1.2, p<0.01) de
forma isolada vs grupo controle (25,3+3.0). O fluxo urinario
(0.004+0.002mL/min, p<0.01) e a ingestao hidrica (7,7+1.4mL/dia, p<0.05)
diminuiram no grupo ovariectomizado vs o grupo controle
(0.01£0.001mL/min; 15,6£1.8mL/dia). A reposicdo hormonal aumentou
esses parametros, apresentando resultados similares aos do grupo controle,
isto €, com benzoato de 17b-estradiol (fluxo urinario: 0.009+£0.002mL/min;
ingestao hidrica: 24,4+3,1mL/dia) e com progesterona (0.013£0.001mL/min;
ingest&o hidrica: 24,5+6,5mL/dia).

Os valores do ritmo de filtragdo glomerular, da FE da uréia, da
osmolaridade urinaria e do peso corporal ndao apresentaram mudancas
significantes em relagao aos do grupo controle (TABELA 2).

Ao analisarmos a influéncia da ovariectomia e da reposi¢cao hormonal

com benzoato de 17b-estradiol e com progesterona, de forma isolada,
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TABELA 2. Valores de FE de Na+, K+, ClI- e Uréia, fluxo urinario, RFG, ingestao
hidrica e peso corporal, dos grupos controle (C), ovariectomizado (OVX),

ovariectomizado reposto com estradiol (OVE) e reposto com progesterona (OVP) ,

por 10 dias
Grupos C (n=4) OVX (n=4) OVE (n=4) OVP (n=4)
FE Na" (%) 0,12+0,01 0,21£0,02** 0,12+0,01 0,11£0,02
FE K (%) 25,3+3,0 24,2412 10,3+£1,2*** 11,6+1,2**
FE CI" (%) 0,41+0,01 0,61£0,01* 0,35+0,08 0,45+0,05
FE Urea (%) 0,69+0,09 0,64+0,09 0,58+0,19 0,41+0,07
Fluxo Urinario 0,01+0,001 0,004+0,002** 0,009+0,002 0,013+0,001
(mL/min)
Osmolaridade 15444172 1716+129 12344159 1332+142
(mOsmiL)
GFR (mL/min) 1,740,4 1,540,2 1,740,4 2,1+0,04
Ingestao Hidrica 15,6+1,8 7,7+1,4* 24,4431 24,5+6,5
(mL/day)
Peso Corporal (g) 209+6,0 231+2,4 214+9,0 214+11,0

Valores expressos como médiatEPM. . * p<0,05; ** p<0,01 vs do grupo controle.

sobre a expressdo da proteina e sobre a atividade da Na*-K*-ATPase em
rins de ratas, encontramos resultados que demonstram que a ovariectomia
bilateral diminuiu significativamente a expressdo da proteina da Na*-K'-
ATPase em 30% no homogenato celular (Figura 1 A, p<0,01) e em 44% na
fragdo microsomal (Figura 1B, p<0.01) no cértex renal desses animais,
respectivamente. Fato que também foi corroborado com a reducdo na
atividade desta enzima na fracdo microsomal, do cortex renal desses animais

em cerca de 50% (Figura 1C, p<0.05). A reposi¢édo com benzoato
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Figura 1.Modulagdo da expressao da proteina e atividade Na*-K'-ATPase em rins de ratas sob
diferentes condicdes. A e B representam, respectivamente, o immunoblot para a;-Na'-K'-
ATPase na preparagao total e microssomal de proteina do cértex renal de animais controle (C,
lane 1), ovariectomizado (OVX, lane 2), ovariectomizado reposto com benzoato de 17b-
estradiol (OVE, lane 3) e ovariectomizado reposto progesterona (OVP, lane 4). 100 mg de
proteina foram colocadas em cada lane. C, representa a atividade da fragdo microssomal da
Na*-K'-ATPase do cértex renal. D e E representam, respectivamente, o immunoblot para a;-
Na*-K'-ATPase na preparacéo total e microssomal de proteina extraidas da medula renal. F,
representa a atividade da fracdo microssomal da Na'-K'-ATPase da medula renal. Os

resultados foram expressos como médiatz EPM (n=4). *P<0.05 vs Controle.
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.17b-estradiol por 10 dias consecutivos aumentou sua expressao protéica a
um valor similar ao do grupo controle, na preparagdo do homogenato celular
(Figura 1A). Ja sua expressdo na fragdo de membrana, observamos um
aumento de 30% em relagdo ao grupo controle (p<0,01).

Sugerindo, uma agéo estrogénica mais efetiva na fragdo de membrana
funcional das células do cortex renal desses animais. Na medida da
atividade da Na*-K*-ATPase na fracdo de membrana, observamos que apos
a reposicdo com benzoato de 17b-estradiol, houve um aumento nesses
valores, apresentando resultados similares aos do grupo controle (Figura
1C).

A reposicdo com progesterona aumentou expressédo da proteina da
Na’-K’-ATPase a valores similares aos do grupo controle, tanto na
preparagcao de homogenato celular (Figura 1A), quanto na preparagao da
fragdo de microsomal (Figura 1B) desses animais. Esse mesmo padréo de
resposta foi encontrado nos resultados da medida da atividade da Na*-K’-
ATPase, a reposicdao com progesterona normalizou seus valores, ficando
similares ao grupo controle (Figura 1C).

Ja na preparagdo do homogenato celular (Figura 1D), da fragao
microsomal (Figura 1E) e na medida da atividade da Na'-K'-ATPase
(Figura 1F) da regido medular desses animais ndo encontramos diferenca
significativa entre na fungdo da Na*'-K*-ATPase.

Com esses resultados, evidenciamos a influéncia da ovariectomia
bilateral e da reposigdo hormonal, em especial com benzoato de 17b-
estradiol na modulacdo da expressdo protéica e na atividade da Na*-K'-

ATPase no coértex renal de ratas em idade reprodutiva. Contudo, esses
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resultados ndo apresentaram o mesmo padrao de resposta na medula renal

desses animais, isto €, ndo apresentaram diferencga significativa em relagéo
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Figura. 2. Expresséo da proteina do canal de s6dio CNGA-1 em rins de ratas sob diferentes
condicbes. A e B representam o immunoblot para canal de sédio CNGA-1 na preparagao
micossomal e total de proteina, respectivamente, de coértex renal de animais controle (C, lane
1), ovariectomizado (OVX, lane 2), ovariectomizado reposto com benzoato de 17b-estradiol
(OVE, lane 3) e ovariectomizado reposto progesterona (OVP, lane 4). 100 mg de proteina foi
colocada em cada lane. Os resultados foram expressos como médiat EPM (n=4). *P<0.05 vs

Controle.
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ao grupo controle.

Outro carreador de sédio que é foco de nosso estudo é o canal de
sddio CNGA-1. Apds a ovariectomia bilateral, observamos que expressao
de sua proteina diminui significativamente em 30% na preparagdo do
homogenato celular (Figura 2A, p<0,01) e em 42% na preparagéo da fragao
microsomal (Figura 2B, p<0.05) no cortex renal desses animais,
respectivamente. A reposicdo hormonal com benzoato de 17b-estradiol
aumentou a expressao da proteina desse canal de sédio a um valor similar
ao do grupo controle na preparacdo da fragdo microsomal (Figura 2B).
Contudo, observamos um aumento significante na preparagcdo do
homogenato das células dos cortices renais desses animais. Fato que foi
evidenciado em um aumento de 25% de sua expresséo protéica (Figura 2A,
p<0.05). Ja a reposicdo com a progesterona nao influenciou de forma
significativa na expressao da proteina do canal CNGA-1 na preparagao do
homogenato celular vs grupo controle (Figura 2A).

Apesar disso, encontramos uma modulagdo negativa significativa de
33% deste horménio na fracdo microsomal do cortex renal dessas ratas, em
relagdo ao grupo controle (Figura 2B, p<0.05).

Com esses dados, sugerimos que a acao da ovariectomia bilateral e
da reposi¢cao com o benzoato de 17b-estradiol na expressao da proteina do
canal de sodio CNGA-1 apresentaram um padrdo de resposta similar
observada na expressdo da proteina/ atividade da Na*-K'-ATPase em
cortex renais de ratas férteis. Isso também foi observado na modulagdo do
canal de sodio CNGA-1 na medula renal dessas ratas, isto é, a ovariectomia

bilateral, a reposicdo com benzoato de 17b-estradiol e com a progesterona
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nao influenciaram de forma significativa na expressdo da proteina desse
canal de sodio e na expressao da proteina/ atividade da Na*-K*-ATPase, na
preparagdo do homogenato celular e na fragdo microsomal. Evidenciando
uma acéo diferenciada do estrogénio no cortex desses animais.

Como encontramos em nossos resultados uma modulacéo da fungao
(expresséo da proteina e da atividade) da Na*-K*-ATPase e do canal de
sddio CNGA-1 apenas no cortex renal de ratas submetidas a ovariectomia e
a reposicao hormonal com benzoato de 17b-estradiol, hipotetizamos que
essa modulagcdo também ocorra de forma isolada, sem a influéncia de
outros fatores humorais.

Assim, analisamos a expressao da proteina do canal de sédio CNGA-
1 em cultura de células imortalizadas de tubulo proximal de ratos (IRPTC)
submetida ao tratamento com concentragcdes crescentes de benzoato de
17b-estradiol por 24h. O tratamento nas doses de 10™''"M, 10"°M, 10°M, 10"
®M e 10”'M ocasionaram um aumento na expressdo da proteina de 70%,
80%, 80%, 90% e 110%, respectivamente, quando comparado ao grupo
controle (Figura 3).

Ja a expressdo da proteina e a atividade da Na'-K'-ATPase em
cultura celular de células IRPTC, com o mesmo protocolo de tratamento
descrito acima (24h), com doses crescentes de benzoato de 17b-estradiol,
observamos que as concentragdes de 107'M e de 10'°M de benzoato de
17b-estradiol ndo apresentaram modificagcdes significativas na expressao da
proteina (homogenato celular, Figura 4A) e na atividade da Na*-K*-ATPase

(Figura 4B). Contudo, nas concentragdes de 10°M, 10°M e 10”'M de benzo-
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Figura 3. Efeito de diferentes concentragbes de benzoato de 17b-estradiol na expresséo da
proteina do canal de sédio CNGA-1 em cultura celular de células IRPT (tubulo proximal de
ratos) sob diferentes condi¢gées. O immunoblot para CNGA-1 na preparagéo de proteina total
para as células controle (C, lane 1), com apenas o veiculo (V, lane 2), tratadas com benzoato
de 17b-estradiol a 10"™ (-11M, lane 3), a 10™°™ (-10M, lane 4), a 10°™ (-9 M, lane 5), a 10"
(-8 M, lane 6) e a 107 M (-7 M, lane 7). 100 mg de proteina foi colocada em cada lane. Os

resultados foram expressos como médiat EPM (n=4). **P<0.01 e **P<0.001 vs Controle.

ato de 17b-estradiol encontramos um aumento na expressao de sua proteina
de 32,5%, 30% e 120%, respectivamente (Figura 4A). Esse aumento na
expresséo da proteina, foi corroborado com um aumento na atividade da Na™-
K*-ATPase, isto &, o tratamento com as concentracdes de 10°M, 10°M e 10°
M, apresentaram um aumento de 150%, 140% e130%, respectivamente

(Figura 4B)
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Figura 4. Efeito de diferentes concentracdes de benzoato de 17b-estradiol na modulagéo da
expressdo da proteina e da atividade da Na’-K'-ATPase em cultura celular de células IRPT
(tubulo proximal de ratos) sob diferentes condicbes. A e B representam o immunoblot e a
atividade, respectivamente, para a,-Na‘-K*-ATPase na preparacdo de proteina total extraidas
de células controle (C, lane 1), com apenas o veiculo (V, lane 2), tratadas com benzoato de
17b-estradiol a 10"™ (-11M, lane 3), a 10"°M (-10M, lane 4), a 10°™ (-9 M, lane 5), a 10®" (-8
M, lane 6) e a 107 M (-7 M, lane 7). 100 mg de proteina foi colocada em cada lane. Os

resultados foram expressos como médiatz EPM (n=4). *P<0.05 vs Controle.
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E por fim, realizamos o protocolo de imunofluorescéncia para a
localizagdo da proteina do canal de sédio CNGA-1 ao longo do néfron de
animais controle, localizando, com marcag¢des especificas, em qual
segmento tubular e em qual porgdo da membrana tubular ele seria
expresso.

Observamos que ele é expresso na membrana basolateral, em que
foi incubado com anticorpo anti-CNGA-1 e revelado em vermelho (Figura
5A). Ao utilizarmos uma marcagéo de tubulo proximal com a Lectina DBA,
revelada em verde, observamos a localizacdo da marcagdo porcdo da
membrana luminal (Figura 5B).

Evidenciamos com a sobreposi¢cdo das imagens, o mergé, que o
canal de sodio CNGA-1 é expresso na por¢cao basal do tubulo proximal
(Figura 5C). Esse mesmo padréo de localizagdo foi encontrado no tubulo
distal, isto é, a proteina do canal CNGA-1 €& expressa na por¢cao basal,
revelado em vermelho (Figura 5D). Realizando a marcagao do tubulo distal
com a lectina PNA, revelado em verde (Figura 5E) e a colocalizagdo da
imagem, evidenciando sua localizagdo na porgdo basal no tubulo distal
(Figura 5F).

N&o encontramos reagdo imunofluorescente positiva na regido medular
desses animais. Sugerindo assim, uma maior evidéncia histoquimica na

regiao cortical do néfron desses animais.
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Figura 5. Imunolocalizagdo do canal de sédio CNGA-1 no tubulo distal e proximal do
néfron. (A) CNG1 é revelado com o anticorpo primario policlonal de coelho a seguido a
um anticorpo secundario conjugado ao ALEXA 586. A sua imunoexpressdo esta
presente na regido basal (vermelho). (B) Lectina biotiinada DBA seguida da
estreptavidina conjugada a FITC, revelada na membrana luminal do tubulo proximal
conectivo (verde). (C) Sobreposicao — CNGA-1 reveledo pelo ALEXA 586 (vermelho)
na membrana basolateral tubulo proximal conectivo, detectado pela lectina DBA
(verde). (D). CNGA-1 imunorevelado na membrana basal do tubulo pelo ALEXA 586
(E). Tubulo distal conectivo identificado pela lectina biotinilada PNA, revelada com a
estreptavidina conjugada a FITC (verde) (F) Sobreposicdo — CNGA-1 revelado pelo
ALEXA 586 (vermelho) na membrana basolateral tubulo distal conectivo, detectado

pela lectina PNA (verde). Baras: 20 um.
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Discussao
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Neste estudo, verificamos a participacdo dos hormdnios sexuais
femininos na modulagédo da fungédo da enzima Na*-K'-ATPAse e do canal de
sddio CNGA-1 em rins de ratas férteis, bem como a possivel contribuicdo e a
localizagdo desse canal na fisiologia dos segmentos tubulares do néfron. Uma
de nossas primeiras observacdes foi o fato da ovariectomia bilateral aumentar
significativamente os valores da FE do Na* e do CI, afetando diretamente a
funcdo renal, na reabsor¢cdo de sédio. A reposigdo com estrogénio e com
progesterona, de forma isolada, diminuiu esses valores, os tornando similares
aos do grupo controle. Esses resultados foram corroborados pelo trabalho de
Stachenfeld et al., 2005, em que a reposicdo hormonal por 4 dias diminuia a
massa de Na" urinaria em mulheres de 20-30 anos submetidas a menopausa
experimental com o antagonista de hormdnio liberador de gonadotrofinas. Por
outro lado, demonstramos que o fluxo urinario e a ingestdo hidrica diarios
foram reduzidos significativamente pela ovariectomia bilateral. O volume
urinario (24h) reduzido esta relacionado com a menor ingestdo de agua por
esses animais. A reposicdo hormonal aumentou esses valores a resultados
similares aos do grupo controle. O estrogénio aumenta o estimulo para a sede,
como demonstrado por Krause et al.,, 2003, em que a reposigdo estrogénica
estimulava a ingestédo hidrica das ratas, fato que explicaria a normalizag&o dos
valores de ingestao hidrica apds a reposigao com estrogénio.

Muitos outros estudos vém demonstrando a participacdo dos esteroides
femininos na modulacdo do fluido extracelular e do equilibrio de Na* corporal
(Brunette and Leclerc, 2001; Gambling et al., 2004; Stachenfeld et al., 2005).
Essa influéncia no controle hidrossalino pode ocorrer pela modulagdo na

expressao dos transportadores de eletrélitos em diferentes tecidos corporais.
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No pulmao, por exemplo, o estrogénio combinado com a progesterona levaram
a um aumento na expressao dos canais epiteliais de sodio amilorida sensiveis
(ENaC) e nos canais de cloreto reguladores da conduténcia transmembrana da
fibrose cistica (CFTR) (Johannesson et al.,, 2000). Em células epiteliais
glandulares endometriais de cobaias (“guinea-pig”), a progesterona diminuiu a
expressdo do RNAm do canal de cloreto CFTR (Mularoni et al., 1995). Ja em
células de ducto pancreatico humano, apés 20 horas de tratamento com a
progesterona, ocorreu um aumento na expressdo do RNAm e da proteina do
canal de cloreto CFTR. Resultado que nao foi observado apos o tratamento
com estrogénio nas mesmas condi¢cdes (Sweezey et al., 1996). Nas células de
tubulos distais de rins de caes (MDCK), o tratamento com estrogénio aumentou
a expressdo do RNAm dos co-transportadores de sodio/ sulfatos (Lee et al.,
2000). Assim, em nosso trabalho, demonstramos que a ovariectomia bilateral
diminui significativamente a expressédo da proteina do canal de s6dio CNGA-1
em preparagdo de proteinas de membranas e totais no cortex renal. A
reposicao estrogénica normalizou a expressao das proteinas de membranas e
aumentou em 25% a expressdo das proteinas totais, respectivamente. Ja a
reposicdo com a progesterona reduziu de forma significativa a expressdo da
proteina do canal de s6dio CNGA-1 na preparacao de proteinas de membranas
e nao alterou a expressdao do canal na preparacao de proteinas totais,
respectivamente, no cértex renal. De maneira que ha uma modulacéo
diferenciada pelo estrogénio e pela progesterona na expressao da proteina do
canal CNG1-A no cértex renal. Contudo, essa modulacédo nao foi evidenciada
na medula renal desses animais em nosso modelo experimental, uma vez que

a ovariectomia bilateral e/ou as reposi¢cdes isoladas dos hormébnios sexuais
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femininos n&o alteraram de forma significativa a expressao da proteina desse
canal de sodio.

A influéncia direta da ag&o da progesterona na modulagao dos canais de
sédio na medula renal, encontrada em nosso trabalho, foi corroborado pelo
trabalho de Thomas et al., 2006, em que a administragdo da progesterona em
trés doses no periodo de 36 horas, n&o alterou significativamente a expressao
do RNAm da subunidade alfa do ENaC em rins de camundongos com 30 e
com 32 dias de vida. Esse resultado também foi observado in vitro apds a
expressdo do RNAm utilizando células de tubulos distais dos rins de caes
(MDCK) da linhagem C7.

Essa modulagdo diferenciada também é observada no trabalho de
Gambling e cols. (2004) em que a reposi¢gao com estrogénio, durante 8 e 24h
aumentou a expressdao do RNAm da subunidade a do canal de sodio ENaC (a-
ENaC) nas fémeas ovariectomizadas. O tratamento com a progesterona inibiu
esse efeito do estrogénio sobre a expressdo do RNAm da a-ENaC, apos 8h de
sua administracdo, embora, sua administracdo tenha aumentado a expressao
do RNAm da subunidade y do ENaC. Além disso, nenhum dos horménios,
administrados separados e/ou combinados alteraram de forma significativa a
expressao do RNAm da subunidade B-ENaC apos 8 ou 24h de tratamento.

O canal de sodio ENaC esta localizado principalmente nas
células do tubulo convoluto distal, ducto coletor e ducto coletor cortical
(DCC) nos rins dos mamiferos (Schmitt et al., 1999; Biner et al., 2002).
Estudos mostram que a atividade deste canal € um fator limitante para a
reabsorcdo de sodio no DCC (Petty et al., 1981). Anormalidades que

aumentam atividade do ENaC ao longo do néfron, tais que levam a um
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aumento na reabsorcdao de sodio, na expansao do fluido extracelular e
podem gerar hipertensao arterial. Ja na sindrome de Liddle (Shimkes et al.,
1994), ou a diminui¢cdo na atividade do canal, resultam em perda de sal e em
hipotensdo (Chang et al., 1996). O transporte de sodio € dependente do
numero de ENaC localizados na membrana epitelial, normalmente, luminal e
da frequéncia com que o sédio € transportado por eles. O canal de sodio
ENaC é composto por trés subunidades a, 3 e y (Canessa et al., 1994), e a
abundéancia do RNAm dessas subunidades €& um importante fator
determinante da atividade do mesmo. A aldosterona € modulador do RNAm
e das proteinas da aENaC, mas nao das outras subunidades no rim de ratos
(Stokes et al., 1998; Masilamani et al., 1999).

Essa modulacdo estrogénica/ progestogénica explicaria a
maior excre¢cao de sodio observado no grupo ovariectomizado, ja que a
auséncia hormonal diminuiria a expressdo de muitos desses canais e,
consequentemente, a reabsor¢gdo de sodio ao longo do néfron estaria
prejudicada, evidenciando desta forma a participagdo do canal de sodio
CNGA-1 na regulagéo do balango de Na* corporal e, sua importancia para a
fisiologia renal.

Outro ion importante para a regulagéo dos fluidos corporais € o
cloreto, um anion predominante do ultrafiltrado glomerular e reabsorvido ao
longo do néfron por mecanismos transepiteliais ou paracelulares (Aronson &
Giebsch, 1997). O transporte transcelular de cloreto envolve muitas
proteinas de membrana, incluindo canais de cloreto expressos ao longo dos
tubulos renais (Morales et al., 1996; Uchida, 2000). Estudos prévios

elucidam que o canal de cloreto, CIC-2, € membro da abundante familia dos
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canais de cloreto e foi isolado originalmente no coragédo e cérebro de rato,
além de ser expresso em células epiteliais adultas, incluindo as de rim.
Como possui uma expressao elevada no rim, esse canal de cloreto pode ter
um importante papel na reabsor¢céo de cloreto ao longo do néfron (Ornellas
et al., 2002).

Nascimento e cols. (2003), utilizando rins de ratas Wistar
mostraram que a ovariectomia ocasionou uma redug¢ao na ordem de 28% na
expressdo do RNAm do CIC-2, quando comparada ao grupo controle. A
ovariectomia reduziu a expressdo do RNAm do CIC-2 em 42% e 52%, tubulo
convoluto proximal (TCP) e no tubulo reto proximal (TRP), respectivamente,
fato que explicaria um aumento na FE do CI" nas ratas ovariectomizadas de
nossos resultados. Quando foi realizado o tratamento com terapia
estrogénica de baixa e de alta dose, aumentou na expressdo desses canais
a valores similares ao controle, e nos TCP e TRP, na ordem de 38 e 86%,
respectivamente. Assim, esses resultados sugerem que o estrogénio é um
modulador fisiolégico da expressdo dos canais de cloreto CIC-2, agindo
diretamente no tubulo proximal, uma regido do néfron responsavel por 60%
da reabsorg¢ao de sal e agua do filtrado glomerular (Jacobson, 1981). Essa
modulagdo estrogénica explicaria a excre¢do de uma urina com uma maior
quantidade de ions cloreto no grupo ovariectomizado, ja que com a auséncia
hormonal, haveria uma diminuicdo na quantidade dos canais de cloreto CIC-
2 e, consequentemente, uma menor reabsorgao destes ions, aumentado a
excregao dos mesmos pela urina.

Muitos outros trabalhos suportam a idéia de que uma das

agdes do estrogénio na regulacédo do equilibrio hidroeletrolitico seja atuando
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diretamente nos segmentos tubulares renais, através de diferentes
mecanismos de acgéo celulares (Verlander et al., 1998; Brunette & Leclerc,
2001; Brunette & Leclerc, 2002; Stachenfeld et al., 2003).

Um dos mecanismos seria a agao ndo-genémico do estrogénio,
dependente da ativagdo da proteina quinase C-delta (PKCd), que fosforilaria
a proteina quinase A (PKA), para ativar o transportador trocador Na*/H",
aumentando a absorgdo de sodio em células de colon distal (Harvery et al.,
2002). A aldosterona estimularia a proteina quinase C-alfa (PKCa), ativando
o0 mesmo trocador. Além disso, esses dois horménios esterdides possuem
uma via de agdo em comum, ativando a enzima fosfolipase-A, (FLA;) que
clivaria o acido araquidénico (AA) presente na membrana celular, e através
da via da ciclooxigenase (COX), liberaria as prostaglandinas (PGE,), para
ativar o trocador Na*/H", isoforma-3 (NHE-3) aumentando a reabsorgdo de
sédio (Harvery et al., 2002).

O outro mecanismo de acgédo celular seria via gendmica
(classico dos esteroides) através de seus receptores citoplasmaticos e
nucleares, alterando a transcri¢do e tradugédo génica da célula (Nadal et al.,
2001). Essa forma de agao na fisiologia renal foi demonstrada, no trabalho
em que a expressio da proteina do cotransportador NaCl apresentou uma
reducao de 34% nas ratas ovariectomizadas e, o tratamento com estrogénio,
elevou sua densidade em cerca de 60% (Verlander et al., 1998). Esses
resultados elucidam o efeito gendmico do estrogénio nas células do tubulo
coletor distal, aumentando a densidade dos cotransportadores NaCl, devido
a presenca de seus receptores nessa porgcdo do néfron, possibilitando sua

modulagao e maior retencédo de sddio nessas condicoes.
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A acao estrogénica pode atuar indiretamente na modulagéao da
funcdo renal, como na interagdo com o sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA). A interagcdo do estrogénio com o SRAA tem sido
demonstrada em varios estudos e em varios tecidos (Olkers, 1996; Ojeda et
al., 2007; Pendergrass, et al., 2008; Hoshi-Fukushima et al, 2008). Em um
desses estudos, a ovariectomia foi capaz de aumentar a densidade da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e a densidade dos receptores AT4
nos rins de fémeas Wistar (Gallagher et al., 1999). Apesar de haver uma
reducdo na densidade da ECA pulmonar, principal isoforma de atuacado na
conversdo para o peptideo angiotensina Il. O tratamento com o estrogénio
aboliu o efeito da ovariectomia em todos os resultados, além de diminuir a
expressdo do RNAm da ECA nos rins, tanto na regido cortical, quanto na
medular, no pulmao e na aorta (Gallagher et al., 1999).

Além disso, trabalhos realizados em nosso laboratorio (UFES-
ES) mostraram que a ovariectomia bilateral aumentou a atividade da ECA
plasmatica e n&o alterou a atividade da ECA no tecido das artérias
coronarianas de ratas (Gongalves et al., 2004). No trabalho de Ahmed e
cols. (2004), o uso de contraceptivos por mulheres jovens apos uma infusao
com angiotensina |l ndo parece estar associada a uma diminuigdo dos
receptores AT, ja que houve um aumento no seu RNAm, se comparado aos
de mulheres que n&o faziam uso dos contraceptivos. O uso desses
contraceptivos resulta em um aumento na circulacdo dos componentes do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), incluindo a angiotensina |l

(Kang et al., 2001).
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Essa interagdo do estrogénio com o sistema renina
angiotensina & muito controversa, variando de acordo com a metodologia
utilizada, o 6rgdo analisado, as fases do ciclo hormonal, as diferentes
especies e a quantidade de sal na dieta. Além disso, n&o existe apenas o
SRAA sistémico, mas varios SRAA locais, tecidos-especificos, como o renal,
o cardiaco, o cerebral, o testicular, etc (Dzau et al., 2001). Portanto, os
componentes do SRAA sao regulados cooperativamente e por mecanismos
compensatorios (Dean et al., 2005).

Outro dado relevante no nosso estudo foi a modulagdo
diferenciada da expressdo da proteina e da atividade da Na'-K'-ATPase
pelo estrogénio e pela progesterona em rins de ratas férteis. A ovariectomia
bilateral ocasionou uma reducéo de cerca de 44% e de 30% os valores da
expressdo da proteina da Na*-K'-ATPase na preparacdo de proteinas de
membrana e total do cértex renal, respectivamente. Uma reducédo também
foi encontrada na atividade da Na'-K*-ATPase na preparagéo de proteinas
de membrana do cortex desses animais, apds a ovariectomia. A reposicao
com estrogénio aumentou a sua expressao protéica em 30% e a valores
similares aos do controle, na preparagao de proteinas de membrana e total,
respectivamente. A atividade da Na*-K*-ATPase aumentou de forma similar
ao controle, na fragcdo microsomal do cértex renal desses animais.

Esses resultados poderiam demonstrar um dos mecanismos
nos quais o estrogénio participaria da reabsor¢édo de Na* ao longo do néfron,
pela modulagdo de carreadores de sbdio renais, evidenciado na
normalizacdo da fragdo de excregdo de sodio no grupo ovariectomizado

apds a reposicdo estrogénica. Entretanto, nossos resultados nao
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encontraram alteragédo significante na expressdo da Na'-K'-ATPase na
medula renal desses animais sob as mesmas condicbes experimentais.
Esse mecanismo de agéo do estrogénico de reabsorg¢ao de sodio também foi
comprovado por Tran et al. (1998), em que o estrogénio in vitro aumentou a
expressdo da proteina e da atividade da Na'-K'-ATPase em cultura de
células de tubulos distais. Assim, a reducio sérica nos niveis dos esterodides
femininos e a terapia de reposigédo estrogénica teriam um efeito significativo
na funcao dos transportadores de sodio no tubulo convoluto distal, podendo
acarretar alteracdes clinicas importantes, particularmente nas mulheres pés-
menopausadas, ou ainda, contribuindo para uma alteragdo no balango dos
fluidos corporais em mulheres na idade reprodutiva, ou na presenca de
hipertensao arterial e na gravidez (Verlander et al., 1998).

Na reposicdo com progesterona, ndo observamos alteragoes
significantes na expressdo da proteina e na atividade da Na*-K*-ATPase no
cortex renal desses animais. Os dados sédo corroborados pelo trabalho de
Rafestin-Oblin et al., 1991, em células de tubulo coletor cortical de ratos
adrenalectomizados. Nesse trabalho, as células tubulares foram isoladas e
pré-incubadas com aldosterona até atingirem sua atividade maxima da Na®-
K*-ATPase. O tratamento com a progesterona e com a espiranolactona
(antagonista do receptor de mineralocorticosteroide) apresentou 0 mesmo
padrao de resposta, isto €, ambos inibiram o efeito estimulatério da
aldosterona sobre a atividade da Na'-K'-ATPase dose dependente. Ja
quando foram incubadas isoladas, sem a pré-incubac¢ao da aldosterona, ndo
apresentaram alteragdo significante na atividade dessa enzima nos rins

desses animais, similares aos nossos resultados. Outro dado interessante foi
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a acgao diferenciada dos metabdlitos progestogénicos, o 18-vinil-
progesterona e o 18-etil-progesterona, que inibiu e estimulou,
respectivamente, o efeito da aldosterona sobre a atividade da Na'-K'-
ATPase dose dependente.

Outro dado relevante encontrado na literatura foi o trabalho de
Morril et al., 2008, em que sugerem que a progesterona compete com a
ouabaina com baixa afinidade, pelo seu sitio de ligacdo da subunidade alfa1
da Na*-K*-ATPase. Ao utilizarem a ouabaina (inibidor da Na*-K*-ATPase) e
a progesterona marcada radioativamente, observaram que ambas
competem e estimulam a meiose de ovdcitos de anfibios, como a Rana
pipiens in vitro.

Embora trabalhos apresentem resultados mostrando que a
progesterona compete pelos receptores de mineralocorticosterdide no tubulo
renal distal (Rafestin-Oblin et al., 1991; Myles and Funder, 1996), causando
um efeito natriurético transitorio (Muller J, 1988; Myles and Funder, 1996),
dependente da fase hormonal do animal, nosso resultado da fragcdo de
excrecao de sodio no grupo tratado com progesterona foi similar ao do grupo
controle. Isso poderia ser justificado por estudos que mostram um efeito
compensatério da progesterona nos mecanismos de regulacédo do balango
de sodio corporal (Muller J, 1988; Braley et al., 1996; Thomas et al., 2006),
como na ativagdo do sistema renina angiotensina aldosterona, de forma
similar a uma situagao de restricdo de sédio na dieta (Muller J, 1988; Adler et
al., 1993; Braley et al., 1996).

Ratas ovariectomizadas tratadas com progesterona e com

restricdo de sodio na dieta ndo apresentaram diferenga significante no
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aumento dos niveis plasmaticos de aldosterona e da atividade da renina
plasmatica in vivo. Utilizando células isoladas da zona glomerulosa da
adrenal desses animais, a progesterona aumentou a sensibilidade dessas
células, estimulando uma via de conversao de corticosterona em aldosterona
e a transcricdo do RNAm da enzima aldosterona sintase in vitro (Braley et
al., 1996), sugerindo uma maior agdo na reabsorcdo de sodio nessas
condicoes.

E provavel ainda que a progesterona possa ter um efeito direto
no sistema renina angiotensina aldosterona, independente da agao anti-
mineralocorticosterdide, como demonstrado por Oelkers et al., 1974, em que
o tratamento por 6 dias com progesterona aumentou a atividade da renina
plasmatica (ARP), os niveis plasmaticos da angiotensina Il e a excregdo de
aldosterona, sugerindo que o aumento na excregao de aldosterona seja um
efeito agudo (3 horas) e que o aumento na ARP seja um efeito crbnico,
apenas observado em trés dias (Oparil et al.,, 1975). Uma terceira
possibilidade, a progesterona poderia atuar como substrato para a
biossintese de aldosterona (Muller J, 1988). Uma quarta possibilidade foi
demonstrada no trabalho de Rafestin-Oblin et al (2002) em que o metabdlito
11-beta-hidroxi-progesterona pode atuar como um agonista do receptor de
mineralocorticoide, estimulando absor¢cdo de soédio em células principais de
ducto coletor cortical de mamiferos.

Alguns trabalhos vém demonstrando efeitos indiretos da
progesterona na concentragdo de sédio na composicdo do fluido
extracelular, contudo devido a presenga de seus receptores em segmentos

do néfron (Rafestin-Oblin et al., 1991; Myles and Funder, 1996; Brunette and
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Leclerc, 2002), sua agao também pode ser efetivada de forma direta, como
na modulacdo da expressdo de transportadores i6nicos. Sua agao ocorre
principalmente no tubulo distal, como demonstrado no trabalho de Brunette
and Leclerc, 2002, em que a incubagao de células isoladas de tubulo distal
do néfron de coelhos, apresentou uma alteracdo maxima no transporte de
sddio e calcio em apenas 1 minuto. Resultado que nao foi observado em
células de tubulo proximal nas mesmas condigdes, sugerindo um
mecanismo de agao direto e ndo-genémico. No trabalho de Thomas et al.,
2006, o acetato de medroxi-progesterona aumentou a expressdo do RNAm
da a-ENaC in vivo, no cértex renal de camundongos machos, e in vitro, em
células de tubulos distais dos rins de caes (MDCK, C7), resultando em um
mecanismo de acao direto e gendmico.

Todos esses mecanismos de retencdo de sodio pela agao
direta e indireta da progesterona poderiam explicar os valores da fragdo de
excrecao de sodio similar do grupo reposto com apenas progesterona aos
do grupo controle.

Nossos resultados véem demonstrando que tanto o estrogénio
como a progesterona participam da modulagdo do CNGA-1 diretamente no
cortex renal de ratas em idade reprodutiva. E na tentativa de isolar essa
agao hormonal, in vitro, demonstramos que o estrogénio aumentou a
expressao da proteina do CNGA-1, em uma incubagdo por 24h, doses
dependentes (107"'M, 107"°M, 10°M, 10®M e 107'M) em cultura celular,
utilizando células de tubulo proximal de ratos (IRPTC). Esses dados de agéo
do estrogénio isolado e in vitro também foram corroboradas no trabalho de

Brunette & Leclerc (2001), em uma incubagao durante 15 minutos com 17-3-
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estradiol (10®M) em células dos tibulos proximais e distais de rins de
coelhos, apresentaram um forte aumento na reabsorcao de sédio, tanto nos
segmentos proximais, quanto nos distais, mostrando que o efeito direto do
estrogénio se daria da mesma forma que nos co-transpotadores NaCl
(Verlander et al., 1998), e na bomba Na-K-ATPase (Tran et al., 1998),
ocorrendo por mecanismos nao-gendmicos.

O estrogénio e a progesterona sdo hormdnios esterodides, cujo
mecanismo de agao classico se da pela ligagcdo a receptores intracelulares.
O horménio atravessa a membrana plasmatica das células-alvo e se liga aos
receptores intracelulares especificos, formando o complexo horménio
receptor (Nadal et al., 2001; Norman et al., 2004). Esse complexo, entéo,
desloca-se para o nucleo, onde atua como cofator de transcri¢do, ligando-se
a regides especificas do DNA (Silberger & Magleby, 1999), regulando a
expressédo de genes-alvo (Tsai & O’Malley, 1994). A ligacdo do complexo
horménio receptor ao DNA estimula ou iniba (Norman et al., 2004) as
transcrigdes génicas, que é seguida pelo processo de tradugéo e, caso nao
tenha sido inibida, aumenta os niveis de RNAm, o que leva a formagao de
proteinas especificas (O’'Malley & Means, 1974). As proteinas estéo
relacionadas as respostas celulares (Santos et al., 2004). Além desse
mecanismo gendmico classico, o estrogénio e a progesterona podem atuar
em receptores presentes na membrana plasmatica que ativam respostas
celulares mais rapidas por segundos mensageiros especificos, isto é,
mecanismo de agado ndo-gendmica.

Além dos dados de funcéo renal, nossos resultados pela técnica

de Western blotting demonstraram a presenca do canal de sédio CNGA-1 no
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cortex e na medula renal. Contudo, essa localizagdo nao foi totalmente
confirmada pela técnica de imunohistoquimica (imunofluorescéncia) que
detectou esse canal predominantemente no cértex renal, situado na membrana
basolateral nos tubulos proximais e distais do néfron, principais alvos de acéo
do estrogénio e da progesterona na modulagdo dos transportadores idnicos
renais.

Os rins possuem a maior influéncia na regulagao dos fluidos e
dos eletrélitos corporais, apresentando uma elevada atividade metabdlica
tecidual. Para tanto, ha a necessidade de um aporte gasoso (oxigénio e gas
carbbnico) e energético em constante dinamismo, que é mantido em
detrimento de seu fluxo sanguineo renal (FSR). Nos individuos normais e em
repouso, o FSR pode chegar a consumir 25% do débito cardiaco e a sua
manutengao ocorre pela autoregulagéo.

A autoregulacdo do fluxo sangliineo é um fenbmeno que
evidencia a funcdo da parede vascular na manutengdo de uma perfuséo
sanguinea constante e fisioldégica, em detrimento da labilidade nos niveis de
pressdo arterial que ocorre momento-a-momento (Juste et al., 2007;
Cupples, 2007). Essa fungéo esta presente em alguns tecidos do organismo,
embora seja particularmente destacado em 6rgaos como o cérebro e os rins
(Juste et al., 2007). A autoregulagdo do fluxo sanguineo renal (FSR) é
baseada tradicionalmente em dois mecanismos: a resposta miogénica ou
mecanismo miogénico (RM) e o “feedback” tubuloglomerular ou balango
tubuloglomerular (FTG) .

O mecanismo miogénico envolve a propriedade intrinseca do

musculo liso vascular de contrair em resposta a uma forca de estiramento
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(tenséo) (Johnson PC, 1980). No caso do musculo liso vascular, ele se
contrai ou se relaxa de acordo com um respectivo aumento ou uma
diminuicdo da tensao na parede elastica vascular causada pela pressao de
perfusdo renal (PPR). O aumento na pressao intraluminal dos vasos de
menor calibre induz um aumento no raio vascular, determinando um
aumento no fluxo sanguineo do renal. O resultante desse estiramento
aumenta a resisténcia vascular, ocasionando uma vasoconstricao,
praticamente imediata entre 5-10 segundos (Just, 2007), diminuindo a
pressdo de perfusdo renal e normalizando o fluxo sangliineo do renal
(Cupples, 2007). O inicio dos eventos que ocasionam O mecanismo
miogénico € a despolarizacdo da membrana celular. O estiramento pode
ativar canais ibnicos mecanossensiveis (estiramento-sensiveis), receptores
de integrinas e a enzima fosfolipase C (D’Angelo and Meininger, 1994).
Depois de iniciada a despolarizagdo, ocorre a ativacdo de canais de calcio
voltagem dependente, levando ao influxo de calcio, que ativa a liberagéo de
calcio dos estoques intracelulares, aumentando a liberagdo do segundo
mensageiro inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), ativando a resposta miogénica
(Davis MJ, et al., 2001). A mobilizagdo do aumento de calcio intracelular
envolve a calmodulina e a miosina leve, que sao ativadas por fosforilagdo
pela via da citocromo P450, da proteina quinase C, da rho-quinase e da
fosforilase de miosina (Murphy et al., 2002; Just, 2007).

O balango tubuloglomerular € um mecanismo de regulagdo
complexa e especifica renal, que ocasiona uma vasoconstricdo na arteriola
aferente, em detrimento de um aumento na concentragcédo luminal do cloreto

de sdodio no fluido intratubular que perfunde o inicio do tubulo distal
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detectado pelas células da macula densa do aparelho justaglomerular (AJG)
(Schnermann J et al., 1997). O aparelho justaglomerular € um aparato
anatébmico formado pelo sistema tubular e pelo sistema vascular de cada
néfron, em que a alga ascedente espessa cortical de Henle, ou a parte inicial
do tubulo distal convoluto (tubulo distal reto) se dispbée em contato intimo
com seu correspondente glomeérulo e, sua respectiva arteriola aferente e
eferente, formando uma unidade vasotubular (Thurau and Schnermann,
1965; Just, 2007). Nessa regido do mesangio extraglomerular, existem
células especializadas, chamadas de células da macula densa, com a
capacidade de detectar alteracbes na composi¢ao de NaCl do lumen tubular,
estabelecendo uma modulagao retroalimentativa intra-néfron com o controle
da resisténcia pré-glomerular e, consequentemente, com ritmo de filtragao
glomerular (RFG) (Castrop H, 2007). Isso ocorre em virtude da reabsorgéo
de sal no segmento ascendente da algca de Henle ser ativa e,
frequentemente, limitada pela difusdo passiva de agua pelo seu segmento
tubular descendente. De modo que a concentragdo de NaCl luminal
percebida pelas células da macula densa é dependente da frequéncia de
fluxo tubular, isto €, uma maior frequéncia de fluidos, ocasiona uma maior
concentragdo de sal detectada pelo segmento distal tubular do néfron (Bell
and Lapointe, 1997). E, um aumento na press&o arterial sistémica pode
aumentar o fluxo tubular, elevando na filtragdo glomerular e, redugdo na
reabsor¢gdo ao longo do tubulo proximal. Essa informacdo de aumento na
concentracdo de NaCl percebido pelas células da macula densa é enviada
para as células granulares da arteriola aferente por mecanismos paracrinos,

causando uma vasoconstricdo, restabelecendo as frequéncias de filtracdo
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glomerular e, mantendo o fluxo sanguineo renal em niveis fisiologicos (Just,
2007). A atividade do transportador sensivel a furosemida e a bumetanida
Na*-K*-2CI presente na membrana luminal das células da macula densa é o
sensor primario para a percepg¢ao da concentragdo de NaCl no aparelho
justaglomerular (Bell and Lapointe, 1997) e, sua inibigdo aboliu a resposta do
“feedback” tubuloglomerular (Wright and Schnermann, 1974).

Trabalhos vém destacando duas moléculas purinérgicas como
mediadores do balango tubuloglomerular, o adenosina-tri-fosfato (ATP) e a
adenosina (White et al., 2001; Jackson et al., 2002). Todas as classes dos
receptores de adenosina sdo expressas no tecido renal, o receptor A1A esta
presente na arteriola aferente e quando ativado, causa vasoconstricao
durante a resposta do balango tubuloglomerular (Jackson et al., 2002; Peti-
Peterdi, 2006), mediada pela proteina Gi, dependente da fosfolipase C e,
subsequente aumento ao calcio intracelular, através da ativagdo de canais
de calcio voltagem dependentes (Hansen et al., 2003). E, a administragdo de
antagonistas inespecificos dos receptores de adenosina, ocasiona uma
reducdo significante na resposta do “feedback” tubuloglomerular
(Schnermann et al.,, 1977), sugerindo que a ativagdo do receptor de
adenosina A1A é indispensavel para a resposta fisiolégica do balango
tubuloglomerular (Castrop et al., 2007).

Os receptores do ATP também estdo expressos na vasculatura
renal, como o P2X e P2Y (White et al.,, 2001) e, a isoforma P2X1 esta
presente na arteriola aferente e na artéria interlobular, cuja ativacéo
ocasiona um efeito vasoconstritor (Chan et al., 1998; Inscho et al., 2004). A

vasoconstricdo da arteriola aferente € atenuada em resposta a um aumento
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na pressdo de perfusao renal, apés o bloqueio farmacolégico do receptor
P2X e também, em camundongos deficientes geneticamente para o receptor
P2X1 (Inscho et al.,, 1996; 2004). O estresse de cisalhamento vascular
ocasiona liberagcdo celular de ATP (Wang et al., 1996), a exposigdo ao
antagonista do receptor P2X, desensibiliza os receptores de ATP, de modo
que uma seguida exposicdo ao ATP, ocasiona um prejuizo na resposta do
balanco tubuloglomerular e, consequentemente, na autoregulagdo do fluxo
sanguineo renal mediada pelo endotélio (Inscho et al., 1996).

Além do efeito isolado do ATP e da adenosina na resposta do
balango tubuloglomerular, estudos vém demonstrando que ha uma
cooperagao metabdlica entre eles (Peti-Peterdi, 2006; Castrop, 2007), isto €,
o ATP liberado pela membrana basolateral das células justaglomerulares e,
secundariamente, pelas células mesangiais, pode sofrer degradagado pela
agao da enzima hidrolase-difosfato-1-nucleosideo-trifosfato e pela 5’-ecto-
nucleotidase no espacgo intersticial do aparelho justaglomerular, gerando
adenosina e ativando os receptores A1A, causando vasoconstricdo na
arteriola aferente, normalizando a perfusdo to tecido renal (Shnermann J and
Levine DZ, 2003, Castrop, 2007).

Portanto, um aumento no fluxo tubular, devido a um aumento
no ritmo de filtragdo glomerular, reduziria a reabsorgdo de Na’ no tubulo
proximal e, poderia aumentar a sua excrecao renal. Em nossos resultados, o
ritmo de filtragcdo glomerular permaneceu sem alteragcdes significantes,
dados que foram corroborados pelo trabalho de Kurella et al., 2004, em que
nao foi detectado associagao entre a funcdo hormonal feminina e o ritmo de

filtracdo glomerular. Ou ainda, no trabalho de Nielsen et al, 2003 em que a
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reposicao de estrogénio, isolada ou combinada com a progesterona n&o
influenciou os niveis basais do ritmo de filtracdo glomerular e do fluxo
plasmatico renal efetivo (FPRE). Contudo, mostramos que a fragdo de
excrecdo de sodio aumentou no grupo ovariectomizado e a reposigao
hormonal restabeleceu seus valores a resultados similares ao do grupo
controle, de modo que parece haver uma descompensacdo no balango
tubuloglomerular, em virtude da reposicdo isolada de estrogénio e de
progesterona. Novak et al., 2001 observaram que a ovariectomia bilateral
aumentou e a reposigao conjugada de estrogénio/progesterona restabeleceu
os valores do ritmo de filtragdo glomerular e do fluxo plasmatico renal
efetivo. Fato que explicaria um aumento na fracdo de excre¢ao de sodio de
nossos resultados.

Outros trabalhos vém demonstrando uma influéncia do dos
horménios sexuais femininos na modulagdo dos principais efetores do
balanco tubuloglomerular, o ATP e a adenosina (Cario-Toumaniantz et al.,
1998; Xu et al., 2001). O estrogénio diminui o influxo de calcio e aumentou o
calcio citosolico, ativando os receptores P2X7 ativados pelo ATP em células
epiteliais (Gorodeski, 2004). Ou, que a auséncia dos esterdides femininos
module a expressdo de receptores de adenosina, de modo que a
ovariectomia bilateral reduziu a expressao dos receptores de adenosina A1,
A2a e A3 nos cérebros de ratas (Rose’Meyer et al., 2003).

Ja em células de rins de macacos, o 17-B-estradiol inibiu a
ativacao do receptor P2X7 pelo ATP, diminuindo a possibilidade de abertura
do canal quando ativado, e consequentemente, da passagem de corrente

pelo mesmo. O tratamento dessas células com a progesterona e com o 17-
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o-estradiol nas mesmas condicdbes n&o afetou significativamente a
passagem da corrente por esse canal. E, como essas células ndo possuem
receptores nucleares para o estrogénio (White et al., 1987), esses dados
indicam um mecanismo esterio-especifico e nao-gendmico ativados pelo
estrogénio (Cario-Toumaniantz et al., 1996), evidenciando a relagao dos

esterdides femininos com balango tubuloglomerular.

Enfim, diante desses resultados podemos concluir que:

-O canal de sédio CNGA-1 estd presente na membrana
basolateral nos rins de ratas, preferencialmente na regido do tubulo proximal
e distal do néfron cortical;

-O canal de sédio CNGA-1 e a enzima Na'-K'-ATPase s&o
modulados de forma diferenciada pelo estrogénio e pela progesterona no
cortex renal de ratas. Isto é, o estrogénio modula de forma positiva a
expressao da proteina do CNGA-1 e, a expressao da proteina e a atividade
da enzima Na’-K*-ATPase renais, atuando diretamente em células do tabulo
proximal. De modo que o CNGA-1 poderia ser um canal de influxo de sédio,
mantendo as concentragdes de soédio intracelulares adequadas para o
funcionamento da enzima Na'-K'-ATPase, na reabsorcdo de sodio, sob
influéncia do estrogénio.

-Essa modulacdo seria mais um mecanismo pelo quais os
esteroides femininos participam do controle do fluido extracelular e do
balango de sédio, principalmente, nos tubulos proximais e distais ao longo

do néfron.
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