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RESUMO

BRAGA, SOBRINHO, C. A¢ao do ANP no efeito Nao Genomico da Aldosterona sobre o
Trocador Na'/H" no Segmento S3 do Tibulo Proximal de Rato —Estudos em Tubulo
Isolado. Funcao do Calcio Citosdlico. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2008.

O objetivo do presente trabalho foi analisar o papel do ANP na acdo ndo gendmica da
Aldosterona sobre o trocador Na'/H' no segmento S3 do tubulo proximal de rato, isolado, in
vitro. Os resultados indicam que o pHi basal do segmento S3 proximal de ratos ¢ 7.20 £ 0.009 (n
= 47/209). O valor médio da velocidade de extrusdo celular de H' na condigiio controle é de
0.195 £ 0.012 pHi/min (n = 16/96). Os dados confirmam que a aldosterona apresenta um efeito
bifasico sobre o NHEI: em baixas doses (102 M) o estimula, enquanto que em altas doses (10
M), o inibe. O ANP (10 M) ndo possui efeito sobre o NHE1; contudo, o0 ANP previne ambos os
efeitos da Aldosterona sobre esse trocador. O valor médio da concentracdo do calcio no citosol
([Ca%]i) na condicao controle ¢ 100 = 1 (n = 5) nM Adicionalmente, nossos estudos mostram
que o ANP diminui a [Ca*']i e inibe o efeito estimulatorio de ambas as doses de Aldosterona

sobre esse parametro.

Palavras chave: Aldosterona. ANP. Segmento S3. Trocador Na'/H". Célcio citosolico.



ABSTRACT

BRAGA, SOBRINHO, C. Action of ANP on the Nongenomic Effects of Aldosterone on the
Na‘’/H" Exchanger in the S3 Segment of Proximal Tubule of Rat — Studies in isolated
tubules Role of Cytosolic Calcium. 2007. Master thesis (Human Physiology) — Instituto de
Ciéncias Biomeédicas, University of S&o Paulo, S&o Paulo, 2008.

The effects of aldosterone and ANP(2 min preincubation) on the intracellular pH recovery rate
(pHirr) after the acid load induced by NH4CI and on the [Ca®*]i were investigated in isolated rat
S3 segment. The basal pHi was 7.20+0.009(n=47/209) and the basal pHirr via the Na'/H"
exchanger was 0.195+0.012 pHi/min(n=16/96). Aldosterone(10"?M) caused an increase in the
pHirr, but aldosterone(10°M) decreased it. ANP(10°M) alone or plus aldosterone(10*20r10° M)
had no effect on pHirr. The basal [Ca*']i was 100+1(n=5)nM. After 1 min of Aldosterone pi
there was a transient and dose-dependent increase of the [Ca**]i and after 6 min pi there was a
new increase of [Ca®*]i. ANP alone decreased the [Ca®*]i and prevented the stimulatory effects of
aldosterone(10*%0r10°M) on this parameter. The data indicate a nongenomic action of
aldosterone and ANP on the Na'/H* exchanger and on [Ca®']i and are compatible with
stimulation of the this exchanger by increases in [Ca®*]i in the lower range (at10™?M

Aldosterone) and inhibition by increases at high levels (at10°M Aldosterone).

Key word: Aldosterone. ANP. Segment S3. Na'/H" exchanger . Citosolic Calciun



INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

A manutencdo do pH intracelular (pHi) ¢ essencial para a fisiologia da célula e a
proliferacdo celular. Sua regulacdo ¢ feita por um mecanismo complexo e ndao uniforme,
dependendo do tipo celular analisado, e envolve varios transportadores idnicos localizados na
membrana plasmatica (Na+/H+, H' - ATPase, H/K"— ATPase, CI/HCOs e Na' — HCOy), assim
como tampoes intracelulares.

Em vertebrados, os hormonios esterdides (mineralocorticoides, glicocorticdides e
estrogenos) sdo uns dos principais reguladores do transporte de ions e agua (HARVEY et al.,
2002). A Aldosterona, um mineralocorticoide liberado pelas glandulas adrenais, regula a
reabsor¢do de solutos em epitélios, como o dos rins, sendo essencial para a regulacdo da
homeostase eletrolitica e consequentemente, do: pHi, volume extracelular e pressdao sanguinea.

O Peptideo Natriurético Atrial (ANP) ¢ um membro da familia dos peptideos que
participam da regulacdo dos sistemas cardiovascular e renal, e especialmente do volume
circulante efetivo, estando envolvido em varios graus na resposta do organismo ao aumento de
volume circulante efetivo (BERNE, 2004).

O tabulo renal proximal ¢ formado por trés regides distintas, divididas com base em
diferencgas anatomicas e funcionais: a primeira por¢ao, o segmento S1, compreende a parte inicial
da por¢ao convoluta; a segunda, S2, que inclui o final da convoluta e a inicial da reta; e o S3, que
compreende o restante da reta. O recente desenvolvimento da técnica de microdissecacdo em
nosso Laboratorio possibilitou o presente estudo no segmento S3, regido pouco pesquisada do
tubulo proximal, pela dificuldade de acesso devido sua localizagdo na parte mais interna do

cortex renal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REGULACAO DO pHi NO TUBULO PROXIMAL

No tiibulo proximal, o H" é secretado para a luz tubular preferencialmente pelo trocador
INa'/1H", portanto por um processo eletroneutro. A energia para este mecanismo provém do
gradiente de concentracdo de sodio, através da membrana luminal, o qual ¢ mantido pela Na'/K'-
ATPase basolateral, sendo classificado como um transporte ativo secundario.

Nesse segmento tubular, o0 H' ¢é secretado para a luz tubular preferencialmente pela
isoforma NHE3 do trocador Na'/H". Cerca de 80% do bicarbonato filtrado ¢ reabsorvido no
tubulo proximal, sendo que 60 a 70% da secrecdo de prdotons neste segmento origina-se do
trocador Na'/H" (SCHLONDOREFF et al., 1995).

O tibulo proximal também secreta ions H' através de uma H'-ATPase localizada na
membrana luminal; entretanto esse processo ativo primario, eletrogénico, ¢ responsavel apenas
por cerca de 35% da secrecio proximal de H" (SCHLONDOREFF et al., 1995; ULATE et al.,
1993)

De modo geral, podemos dizer que o tubulo proximal apresenta um heterogeneidade axial
no mecanismo de acidificagdo: o segmento S1 possui uma taxa de secrecdo de H™ mais elevada

que os demais segmentos (S2 e S3).

2.1.1 Trocador Na'/H"

O trocador Na'/H" estd descrito na membrana de uma variedade de células animais,
acreditando-se que sua isoforma NHEI tenha distribuicdo ubiqua. Ela regula o pHi e,
conseqiientemente, muitos processos bioldgicos sensiveis 4 concentracio de H'. As propriedades
basicas do trocador Na'/H' sdo virtualmente similares na maioria dos sistemas celulares
estudados, mas sua regulagao depende da especializagao de tecido (BIDET et al., 1987)

Nove isoformas do trocador Na'/H" foram identificadas em mamiferos (NHE1 a NHE9)
(AMMAR et al., 2006). Todas isoformas atravessam a membrana 12 vezes e compartilham de um

perfil hidrofébico similar, com dois dominios estruturais maiores, intracelulares: o terminal N



hidrifébico e o terminal C hidrofilico (BURCKHART et al., 2002; HARVEY et al., 2002a)
(Figura 1).

A atividade do trocador Na'/H" ¢é essencial para: homeostase do pHi, regulacdo do
volume celular, transporte epitelial de ions e agua e também na proliferacdo e adesdo celular
(HARVEY et al., 2002a). Em todas as células o trocador Na'/H" ¢é regulado por uma variedade de
estimulos, incluindo muitos hormonios (BIDET et al., 1987). A isoforma NHE1 ¢ expressa na
membrana basolateral e exerce papel fundamental na regulacdo do pHi e do volume celular. As

demais isoformas apresentam destribuig@o tecidual mais limitada e fungdes especializadas.

2.2 ALDOSTERONA

A aldosterona ¢ um hormoénio mineralocorticdide sintetizado na zona glomerulosa do
cortex da glandula adrenal. Regula a reabsor¢do de solutos em epitélios, como o do célon distal e
o dos rins (MARVER et al., 1983). Seu papel no rim ¢ estimular a reabsor¢ao de sddio e secre¢ao
de potassio e hidrogénio, agindo principalmente no ducto coletor (OBERLEITHNER, 2004). Esta
constatado que pacientes com deficiéncia em mineralocorticdides t€ém tendéncia a hiponatremia,
hipercalemia, acidose e contragdo de volume corporal, enquanto pacientes com excesso de
mineralocorticdides apresentam anormalidades metabdlicas opostas.

Virios estudos demonstraram que a aldosterona estimula o trocador Na'/H', através da
ativagio e insergdo deste trocador na membrana luminal (MALNIC et al., 1997). E bem
estabelecido que uma das principais agdes da aldosterona na acidificagdo urinaria ocorre no
néfron distal, através da estimulacdo da H'-ATPase vacuolar apical (MALNIC et al., 2000;
DAMASCO et al, 1987; MARVER et al., 1983).

A regulacdo da liberagdo de aldosterona pela adrenal se faz, principalmente, pelas
variagdes na concentracdo plasmatica de sodio e/ou potassio e dos hormodnios
adenocorticotroficos (ACTH) e angiotensina II (ANG II) (ELIAS et al., 2002). O peptideo atrial
natriurético (ANP) ¢ um potente inibidor, in vivo e in vitro, da secre¢do de aldosterona, via um
efeito direto na adrenal e indiretamente através da inibigdo da secre¢ao de renina pelos rins

(VESELY, 2003).



Figura 1. Trocador Na'/H'. A parte superior da membrana (indicada em preto) é o meio extracelular e a inferior, o
intracelular. Os dominios terminais intracelulares — NH, hidrifobico ¢ COOH hidrofilico - estdo
respectivamente a esquerda e a direita.

Fonte: Oliveira-Souza, 2008. In: Fisiologia, Capitulo: Transportadores de Membrana - ed. M Mello-Aires,
3%edigdo, 2008.



A concentragdo plasmatica de aldosterona ¢ de 5-15 ng/dl. Cerca de 50% da aldosterona
circulante estdo sob a forma livre e 50% encontram-se ligado a uma globulina especifica, a
transcortina, ¢ a albumina. Esta ligacdo ¢ mais fraca que a do cortisol, de forma que a meia vida
da aldosterona ¢ menor, sendo rapidamente metabolizada no figado, onde ¢ reduzida para
tetrahidroaldosterona. Esta, sob a forma de glicuronato, ¢ eliminada na urina. Uma menor por¢ao
do hormonio ¢ eliminada intacta, também conjugada com glicuronato.

Uma questdo importante diz respeito ao tempo necessario para a agdo desse hormonio.
Tradicionalmente, a agdo dos hormoénios esterdides tem sido descrita como uma modula¢ao da
transcri¢do nuclear, promotora de eventos genomicos, responsaveis pelos efeitos fisiologicos.
Assim sendo, os esterdides atuariam, via receptores nucleares, no controle da transcricdo de
genes alvos especificos, como os canais i6nicos e as ATPases. Estes efeitos sao observados apds
varias horas ou dias, levando a diferenciagdo celular que permite um transporte de alta atividade
(HARVEY et al., 2002a; FALKENSTEIN et al., 2000)

Atualmente, acredita-se que os esteroides podem apresentar efeitos ndo-gendmicos,
incompativeis com seus mecanismos gendomicos, caracterizados principalmente por ac¢do rapida e
insensibilidade a actinomicina D e ciclohexamina (FALKENSTEIN et al., 2000).
Adicicionalmente, foram descritos efeitos hormonais mais rapidos, de poucos minutos, sobre o
permutador Na'/H" em células tubulares renais (VILELA et al., 1992)

Experimentos de Moéllic et al. (2004) sugerem uma relagdo entre as respostas nao-
genomicas e genomicas da agdo da aldosterona em células renais, uma vez que a estimulagao da
sintese protéica e do transporte idnico depende, em parte, da ativacao rapida da PKCa. As vias
rapidas da sinalizagdo modulam a transcricdo génica induzida pelo receptor classico (MR),
indicando uma acfo conjunta entre as vias gendmicas e nio-gendmicas (LOSEL, 2003).

Trabalho recentemente publicado de nosso Laboratorio (LEITE-DELLOVA et al., 2008)
mostra que, no segmento S3 do tubulo proximal, a aldosterona tem um efeito estimulador dose
dependente sobre a H'- ATPase, e tem também um efeito bifasico sobre o trocador Na'/H" (em
dose baixa o estimula, e em dose alta o inibe). Esse trabalho também evidencia que o efeito da
aldosterona em ambos transportadores (H'-ATPase e trocador Na'/H") é gendmico (na vigéncia
do hormonio, aparece apds uma hora) e ndo gendmico (aparece apos 1 ou 15 minutos), indicando

a presenca, no segmento S3, do receptor classico para mineralocorticoide (MR, responsavel pelo



efeito genomico) e do receptor para glicocorticoéide (GR, que parece ser responsavel pelo efeito

ndo gendmico).

2.2.1 Acao Gendmica da Aldosterona

Nas células principais do ducto coletor ¢ em outros epitélios que absorvem Na', a
aldosterona estimula a absor¢do desse ion promovendo a transcrigdo de genes e subseqiiente
translocacdo de novas proteinas (LOSEL; WEHLING, 2003). O modelo inclui a ligacdo do
esteroide a um receptor citoplasmatico, translocacdo de hormoénio com o receptor para o nucleo
da célula e subseqiiente ligacdo do complexo a sitios de cromatina especificos, seguida da sintese
de RNA e sintese e/ou ativacdo de produtos protéicos (MARVER et al., 1983; GEKLE et al.,
1998)

As proteinas sintetizadas pela estimulacdo da aldosterona levam ao aumento da absorg¢ao
de Na', pelo aumento da atividade e do nimero de canais apicais de Na' (ENaC) e de
subunidades da Na'/K'-ATPase na membrana basolateral (HARVEY et al., 2002a; GOOD et al.,
2007).

A regulagdo transcripcional da absorcdo de Na' e da secrecio de K' e de H' pela
aldosterona ocorre apos um periodo latente de 45 minutos a 2 horas sendo mediada pela ligagdo
do horménio ao receptor classico de mineralocorticoide (tipo 1 ou MR). E discutivel se esse
receptor tem igual afinidade por aldosterona e glicocorticoides. A especificidade da regulacao
pela aldosterona em tecidos epiteliais alvos € alcangada através da acdo da enzima 11-
hidroxiesteréide desidrogenase tipo 2 (11-fSD2). Esta enzima metaboliza o cortisol e a
corticosterona em analogos inativos, que ndo se ligam aos receptores para mineralocorticoides

(GOOD et al., 2002).

2.2.2 Acao Nao Genomica da Aldosterona

Ao lado do efeito gendmico classico dos esterdides, atualmente acredita-se que esses
hormoénios podem apresentar efeitos ndo gendmicos, caracterizados principalmente por acdo
rapida e insensibilidade a actinomicina D e ciclohexaminda (FALKENSTEIN et al., 2000). Nos

ultimos 10 anos, evidenciou-se que os hormonios esterdides podem regular o transporte de agua e
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eletrolitos em epitélios, independentemente da transcricdo de canais iOnicos e transportadores,
através de uma fase ndo-gendmica, modulando vérias vias de transducdo de sinais, como a
proteina quinase C (PKC), proteina quinase A (PKA), [Ca*']i, pHi e proteina quinase induzida
pela mitogénese (MAPKs) (HARVEY et al., 2002)

Alguns dos primeiros estudos da resposta rdpida dos hormodnios esterdides foram
realizados na pele de ra, demonstrando rapida ativagdo (em menos de 1 minuto) do transporte
basolateral de K' e do trocador Na'/H", apds exposicdo a aldosterona. Este efeito rapido, ndo-
gendmico, também foi observado em transportes epiteliais de Na" e Cl” em colon de mamiferos,
em resposta a concentragdes fisiologicas de aldosterona e estradiol (HARVEY et al., 2002b).

Outros estudos, no colon distal, demostraram que os mineralocorticdides e estrogenos tem
uma ativacdo rapida (antes de 1 minuto) e ndo-gendmica via atividade da PKC, quinase MAP,
influxo celular de Ca®" dependente de PKC; esse efeito é dependente da PKCa e se da tanto
sobre o trocador Na'/H" como no transporte de K* basolateral (HARVEY et al., 2002; GOOD et
al., 2002).

O ion calcio ¢ um segundo mensageiro crucial para a resposta rapida da aldosterona
(HARVEY et al,, 2002). Em adicao a via gendmica, a aldosterona promove uma resposta pré-
gendmica rapida, que envolve o aumento da [Ca”'Ji. Existem fortes evidéncias que a resposta
pré-genomica pode influenciar o processo gendmico (MOELLIC et al., 2004).

Foi demonstrado que a elevagio da [Ca®']i serve como um segundo mensageiro no sinal
de transdugdo iniciada pela aldosterona, para rapida ativagdo do trocador Na'/H'; a rapida
ativagdo do trocador estimularia a entrada de sédio na célula, com conseqiiente aumento do
volume celular, que serviria de segundo mensageiro para a¢cdo nao-genomica da aldosterona
(GEKLE et al., 1998)

Em sintese, um sistema de dois passos ¢ sugerido para o efeito da aldosterona: um rapido,
direto, ndo-gendmico, com periodo de laténcia de 1 a poucos minutos, dependente de receptores
de membrana e segundos mensageiros e, outro mais lento, com laténcia de horas ou dias,
gendmico, dependente de receptores cldssicos intracelulares, com ac¢do nuclear e sobre a sintese

de transportadores proteicos.
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2.3 PEPTIDEO NATRIURETICO ATRIAL (ANP)

O ANP ¢ um hormonio peptideo formado por 28 aminoacidos, inicialmente descrito como
produzido pelos cardiomiocitos atriais. Atualmente, sabe-se que pode ser produzido em varios
tecidos, inclusive nos tubulos renais (CARUSO-NEVES et al., 2004). Possui potente efeito
natriurético, diurético e vasodilatador que contribui para a manutengdo da pressdo sanguinea e
homeostase de volume (WANG et al., 2006).

O ANP age também como fator autocrino/paracrino em diferentes 6rgaos, como pulmao,
timo e cérebro. Aparentemente, pode estar envolvido também no controle do volume do fluido

cerebroespinhal, do humor aquoso e da bile, bem como do volume celular (ABDULLA, 2001)

2.3.1 Receptores de ANP

Esta bem estebelecido que o ANP possui um receptor de membrana acoplado a guanilato
ciclase e fungdes celulares moduladas pelo segundo mensageiro intracelular GMCc (WANG, et
al 2006). Os receptores para o ANP, possuem, per si, atividade de guanilil-ciclase.

Os receptores do ANP tém um dominio extracelular (que se liga ao ANP), uma hélice
transmembrana Unica € um dominio intracelular guanilil-ciclase. A ligagdo do ANP ao receptor
estimula a atividade da guanilil-ciclase e eleva os niveis intracelulares do segundo mensageiro,
GMPc, sem intermedia¢do de proteina G ou de qualquer outra proteina transdutora de sinais.
Com a elevagdo da concentracdo de GMPc, as cinases protéicas dependentes de GMPc sao
estimuladas, fosforilando proteinas celulares para evocar as respostas celulares (BERNE et al.,
2004).

Sao conhecidos trés tipos de receptores: NPR-A, B e C (ou GC-A, B e C). O receptor
NPR-A ¢ biologicamente ativo, sendo ativado primordialmente pelo ANP e, menos
extensamente, pelo Peptideo Natriurético Cerebral (BNP). Ja o receptorr NPR-B, nao ¢ ativado
pelo ANP nem pelo BNP, sendo estimulado pelo Peptideo Natriurético tipo-C. O receptor NPR-C
(ou GC-C) possui um dominio extracelular homélogo ao NPR-A e B, mas tem também um
pequeno dominio citoplasmatico sem atividade guanilato-ciclase (INOUE et al., 2001), sendo
seus efeitos biologicos ligados a diminuicdo dos niveis celulares de AMPc (BALDINI et al.,

2005).
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O receptor NPR-A esta localizado em todo néfron, do glomérulo ao ducto coletor medular
interno, sendo observado acimulo de GMPc induzido por ANP ao longo de todos os segmentos
tubulares. Contudo, as regidoes de maior concentracdo de GMPc sdo o glomérulo e o ducto coletor
medular interno. Estudos recentes mostram que camundongos com deficiéncia em NPR-A nao
apresentam diurese em resposta a infusdo de solugdo salina isotonica, sugerindo que este receptor

¢ essencial para a natriurese (INOUE et al., 2001).

2.3.2 Transporte Tubular de Na* e Agua

O rim ¢ o principal local de acdo do ANP. Este hormdnio age na vasculatura renal e nas
células epiteliais tubulares, demonstrando efeitos hemodinamicos e tubulares que diminuem a
reabsor¢do tubular de Na™ e agua; o ANP aumenta a filtragio glomerular, mas provavelmente,
seus efeitos tubulares predominam sobre os efeitos nos glomerulos (WANG et al., 2005).

Segundo Wang et al. (2006), apos infusao de ANP, o débito do fluido tubular proximal e
a excrecao fracional de litio ndo foram alterados, indicando pouco ou nenhum efeito direto do
ANP na reabsorc¢ao proximal de sddio e agua. Em contraste ao pequeno efeito do ANP no tibulo
proximal e al¢a ascendente espessa, grande efeito no ducto coletor foi relatado: baixas doses de
ANP (10'10 M) inibem 50% da reabsor¢ao de fluido, provavelmente por inibir o transportador
Na'-CI  sensivel aos tiazidicos (INOUE et al., 2001).

O mecanismo de reabsorcdo transcelular de Na“ no tibulo proximal envolve,
primeiramente, a entrada passiva de Na' através da membrana apical, devido a [Na']i ser menor
que a luminal, estabelecida pela extrusio de sodio pela bomba de Na'-K" basolateral, utizando
para tal uma variedade de co-transportadores apicais incluindo o trocador Na'/H". Assim, o ANP
modula o influxo celular de s6dio, embora ndo se saiba se este efeito no tibulo proximal, seja
devido a uma modulagdo direta primaria da atividade dos transportadores de so6dio ou ndo
(BELTOWSKI, 2002). Segundo Hammond e colaboradores (1994), o ANP aumenta a fracdo de
excre¢do de Na™ e P (fosforo), por afetar o cotransportador Na'-Pi, bem como a fragdo de
excre¢ao do HCOj5', em vesiculas de membrana da borda-em-escova luminal do tabulo proximal.
Porém, varios estudos demonstram que o ANP sozinho possui pouco ou nenhum efeito na

reabsor¢do proximal de sodio e 4gua (WANG, 2005; EITLE, 1998; APERIA et al., 1994).
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A atividade da Na'/K'-ATPase basolateral, em tiibulo proximal, constitui um importante
passo durante a reabsor¢ao proximal de s6dio. O ANP sozinho nao inibe a atividade dessa enzima
(CARUSO-NEVES, et al., 2003; APERIA, et al., 1994), porém impede a estimulagdo induzida
pela Angiotensina Il e norepinefrina (APERIA, 1994).

O ANP impede a estimulacdo da reabsor¢ao proximal de HCOs™ promovida pela ANG II,
porém sozinho ndo interfere nesse mecanismo (GOMES e MELLO-AIRES, 1992).

Em contraste ao pequeno efeito do ANP no tubulo proximal, no duto coletor medular
interno, este hormonio inibe a reabsorgdo eletrogénica de Na', via canal de cation sensivel ao
amiloride (LIGHT, 1989).

Em conclusao: no tubulo proximal, o ANP tem efeito indireto inibidor da reabsorgdo se
sodio, por inibir o efeito estimulador direto da Angiotensina II sobre esse processo. Visto a
intensa relacdo hormonal do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, serda que o ANP também
inibe o efeito estimulador, gendomico e ndao gendmico, da Aldosterona sobre a reabsor¢do
proximal de sodio (efeito esse que nosso Laboratorio acaba de demonstrar)? Este ¢ o objetivo de

nosso presente estudo.

2.3.3 Regulacio do pHi

O ANP pode estimular ou inibir o trocador Na"/H" (isoforma NHE1), dependendo do tipo
celular. Em células do tecido nervoso (sinaptossomas) o ANP, apés um aumento de carga
intracelular de H', causa diminui¢do da entrada de Na' para a vesicula, via inibi¢io do trocador
Na'/H" (KANDA, 1992). Enquanto que em cultura de células da musculatura lisa da aorta, o
ANP (107 M) aumenta a velocidade de recuperagdo do pHi, via estimulagio do trocador Na'/H"
(RICCI, 1996).

E interessante comentar que, em células MDCK (linhagem de células com similaridades
morfo-fisioldgicas do néfron distal de mamiferos), apos pulso acido com NH4Cl: 1) a ANG Il e a
AVP (arginina vasopressina) em baixa dose (107> M) estimulam o trocador Na'/H", aumentando
a velocidade de recuperacdo do pHi dependente de Na” e 2) enquanto em dose elevada [ANG 11
(107) e AVP (10°)] diminuem a velocidade de recuperagio de pHi dependente de Na’,

. cpr s A s + oyt . . ~
demonstrando um efeito bifasico de ambos os hormonios no trocador Na'/H'. Tais efeitos sdo
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inibidos pelo ANP, que sozinho nio mostra efeito sobre o trocador Na'/H', (OLIVEIRA-SOUZA
e MELLO-AIRES, 2000; OLIVEIRA-SOUZA e MELLO-AIRES, 2001).

A extrusdo de fons hidrogénio através da H'-ATPase, em células MDCK, também ¢é
estimulada por ANG II e AVP (dose dependentemente), com o ANP impedindo esse efeito.
Contudo o ANP sozinho ndo produz efeito algum na H'-ATPase (OLIVEIRA-SOUZA et al.,
2002).

2.3.4 Concentracio de Calcio Citosolico ([Ca2+]i)

A elevagio na [Ca’]i é um importante mecanismo de sinalizagio em muitos tipos
celulares. Em células de musculo liso vascular, a elevagio da [Ca®]i é o gatilho para a contragao
muscular (TAKEUCHI et al., 1989). Esta concentracdo idnica também modula mecanismos de
controle do pHi estimulados por diferentes hormonios

O ANP, em hepatdcitos, estimula a producao de cGMP, atenua as oscilagdes da [Ca2+]i,
estimula o efluxo de calcio e inibi parcialmente o influxo basal de Ca®"; sendo que esses efeitos
sobre [Ca"]i previniriam a injuria celular (ANNE, 2002)

Em células MDCK, o aumento e diminui¢do da velocidade de recuperacdo do pHi via
trocador Na'/H", causadas pela ANG II e pelo AVP, sdo em parte devidos ao aumento da [Ca®']i
provocado por ambos hormonios. Em contra partida, o ANP sozinho ou na vigéncia de ANG II
ou AVP, ndo permite o aumento da velocidade de recuperagao do pHi, uma vez que, sozinho ou
na vigéncia de ANG II ou AVP, impede a elevacio da [Ca*']i (OLIVEIRA -SOUZA ¢ MELLO-
AIRES, 2000; OLIVEIRA-SOUZA e MELLO-AIRES, 2001).

A elevagio da [Ca®']i também esta relacionada a extrusdo de H' através da H'-ATPase,
enzima estimulada pela ANG Il e AVP (dose dependentemente), e da mesma forma que no caso
do Na'/H", o ANP inibe tal efeito, por impedir o aumento da [Ca*']i (OLIVEIRA-SOUZA et al.,
2002).

Estudos recentes do nosso Laboratorio comprovam que a Aldosterona, por mecanismos
gendmicos € nao gendmicos, aumenta a velocidade de recuperagdo de pHi, em tibulo proximal
de ratos, através da estimulacdo do trocador Na'/H" (isoforma NHEI) e da H'-ATPase, causada
por aumento da [Ca2+]i (LEITE-DELLOVA et al., 2008). Entretanto, ndo se sabe se o0 ANP inibe

esses efeitos da Aldosterona, ndo sendo conhecido o papel do ANP nas a¢des gendmicas € nao
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gendmicas da Aldosterona sobre a [Ca’’]i. Estas questdes justificam o interesse no

desenvolvimento do presente estudo.

2.4 TUBULO PROXIMAL — SEGMENTO S3

O tabulo renal proximal ¢ formado por dois segmentos superficiais (S1 e S2) e por um
segmento nao superficial (S3). Assim, a grande maioria dos estudos de transporte idnico e de
fluido foram feitos nos segmentos S1 e S2, pouco se sabendo a respeito da fisiologia do segmento
S3. Isso se deve ao fato que € impossivel fazer micropungao do segmento S3, pois essa técnica so
permite a visdo sob microscopio de segmentos superficiais. Também a microdissec¢do do S3 ¢
muito dificil em virtude dele estar aderido fortemente, por tecido conjuntivo, as al¢as de Henle e
aos ductos coletores (segmentos tubulares nao superficiais).

Entretanto, atualmente em nosso Laboratorio foi montada a técnica de microdissecgdo do
segmento S3 em ratos jovens, que tem pouco tecido conjuntivo ao redor dos tubulos. E uma
técnica relativamente dificil, pois requer grande habilidade manual, mas abre um novo campo de
estudo da fisiologia tubular renal do Segmento S3.

Recentes estudos desenvolvidos no nosso Laboratdrio, demonstraram que no segmento S3
a Aldosterona possui um efeito bifasico (altas doses inibi o NHE1 e baixas doses o estimula)
gendmico e ndo-gendmico, ¢ que tais efeitos ocorrem devido ao aumento da [Ca®'J.. O mesmo
acontece em relagio 4 H'-ATPase, em que a aldosterona tem um efeito estimulador, dose

dependente (LEITE-DELLOVA et al., 2008).
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7 CONCLUSAO

Os nossos resultados permitem concluir que no Segmento S3 de rim de rato:

- A aldosterona possui um efeito ndo gendmico na regulacdo do pHi via trocador Na'/H", com
tempo de laténcia de 2 minutos.

- Esse efeito ndo gendmico da aldosterona ¢ bifasico: em baixa dose (102 M) o horménio
estimula o trocador, enquanto que em alta dose (10° M) o inibe.

- O ANP (10 M) sozinho nio possui efeito sobre o trocador .

- O ANP inibe o efeito bifasico da aldosterona sobre o trocador.

- O efeito bifasico de ambas doses de aldosterona sobre o trocador ¢ mediado pelo aumento, dose
dependente, da [Ca2+]i.

- O ANP diminue a [Ca®']i.

- O ANP impede o efeito estimulador, dose dependente, da aldosterona sobre a [Ca®']i.
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