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Amorim JBO. Efeito luminal da angiotensina sobre a secre¢ao de potassio
em tubulos distais de rim de ratos [tese]. Sdo José dos Campos:
Concurso de Livre-Docéncia, Disciplina de Fisiologia, Departamento de
Biociéncias e Diagnéstico Bucal, Faculdade de Odontologia de S&o José
dos Campos, Universidade Estadual Paulista-UNESP; 2010.

RESUMO

Estudamos o efeito da Angiotensina Il sobre a secregédo de potasssio em tubulo
distal final (segmento conector e duto coletor cortical) através da técnica de
microperfusdo estacionaria in vivo e mensuracgao da atividade catibnica por meio
de microeletrodos contendo resina de troca idnica sensivel a K+. A perfusdo
luminal com ANG Il reduziu o fluxo secretério de potassio (JK+) observado no
grupo controle de 0.90+0.19 nmol/cm2.s, n=12, para 0.51+£0.05, n=9, (ANG II 10-
12M), 0.70+0.22, n=27 (ANG Il 10-11M) e 0.63+0.08 nmol/cm2.s, n=12 (ANG Il
10-9M); (p<0.05 teste t pareado). Entretanto, na presenga de dose elevada de
ANG Il (10-6M) nao observamos efeito significante sobre o JK+. A presenca de
Losartan (10-6M), um bloqueador nado peptidico do receptor AT1 reverteu o
efeito inibitério da ANG Il. No intuito de se avaliar a possibilidade da via
PLA2/acido araquidénico/PGE2 participar deste processo de regulagao celular,
uma vez que tais agentes participam da inibicdo de outros mecanismos de
transporte que envolve a ativagdo da sinalizacdo celular mediada por
Angiotensina Il, perfundimos luminalmente PGE2 o qual inibiu o fluxo secretério
de K+ em ambas doses utilizadas no presente trabalho; Jk+ controle = 0.93+0.08
nmol/cm2.s, n=12 para 0.55+0.05 nmol/cm2.s, n=12 (PGE2 10-9M) e 0.47+0.04
nmol/cm2.s, (PGE2 10-6M), n=12, (p<0.01). A perfusdo com Indometacina (10-
5M), bloqueador inespecifico da via PLA2/Acido Araquidénico/PGE2 associado a
Angiotensina Il (10-9M) aumentou o JK+ (0.95+0.12 nmol.cm-2.s-1, n = 13)
quando comparado a perfusdo isolada de ANG Il (10-O9M) (Jk+ = 0.63+0.05
nmol/cm2.s, n = 10); (p<0.05). Concluimos que a ANG Il inibiu luminalmente a
secregao distal de K+ provavelmente acoplado ao receptor AT1 e este efeito
pode ser mediado pela via PLA2/Acido Araquidénico/ /PGE2.

PALAVRAS CHAVES: Microperfusdo, Angiotensina, Tubulo Distal, Canal para

Potassio, Rim.
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1 INTRODUGAO

O ion potassio (K*) constitui um dos elementos quimicos
mais abundantes do liquido intracelular, participando como ator principal
de inumeras fungdes celulares, tais como: crescimento celular, divisao
celular, sintese de DNA e proteinas, regulagado do volume celular, balango
acido-base, atividade dos miocitos cardiacos e das células musculares
lisas e estriadas esqueléticas, transporte em membranas bioldgicas, entre
outras.

A constancia da sua concentracdo plasmatica no meio
interno € mantida principalmente pela atividade do Sistema Renal, uma
vez que dos 100mEqg de K+ ingeridos diariamente, pela dieta (em média),
90% sao excretados pelos rins, sendo o restante final excretados pelo
trato gastrintestinal, saliva e suor, respectivamente. Para tamanha
importancia, os rins atuam filtrando livremente este céation, nos glomérulos
renais, reabsorvendo-o extensivamente ao longo do tubulo proximal e
segmento espesso da algca de Henle. Posteriormente, decorre secrecao
do potassio no segmento conector (CNT) e ducto coletor cortical (CCD) e
finalmente este ion é reabsorvido no ducto coletor medular externo
(OMCD) de acordo com as necessidades do ajuste fino do potassio no
organismo (Wang e Giebisch, 2008).

Estudos de micropuncédo e microperfusdo mostraram que
o ducto conector e coletor inicial e cortical (DCC) € o principal sitio de
regulacdo fina da secrecdo de K'. Neste segmento existem dois tipos
celulares: a célula principal, responsavel pela secrecdo de K' e

reabsorcdo de Na™; e a célula intercalar; envolvida principalmente na



19

reabsorgdo de K' e secregdo de préton (H'), via trocador K'/H™ e H*-

ATPase do tipo vacuolar (Figura 1).

Normal K diet
ccD
C
OFII o oM
IM

FIGURA 1- llustragao do transporte de potassio pelas células epiteliais tubulares,
durante ingesta normal deste cation. Duto Coletor Cortical (CCD);
Cortex Renal (C); Medula Externa (OM); Medula Interna (IM); célula
principal (PC); célula intercalada (IC) — Adaptado de Wang e
Giebisch, 2009.

Ha varios agentes hormonais que participam ou
interferem na regulagao do transporte do potassio em diversos tecidos no
organismo (Insulina, Noradrenalina, tiroxina, entre outros). No sistema
renal sdo conhecidos alguns fatores que afetam o transporte de K", tais
como: elevacdo do ritmo (fluxo) de perfusdo, presenca de anions
impermeantes, meio alcalino, entre outros. Ja, entre os hormdnios
conhecidos que modulam a secregcao de potassio por sua acao
predominantemente renal, destacam-se os mineralocorticoides e a
vasopressina (Amorim e Malnic, 2000).

Inimeros trabalhos demonstraram o efeito dos

mineralocorticoides, especialmente da aldosterona, na reabsorcdo de Na”,

e no aumento da secregéo de K* e H*, em ducto coletor cortical (Field et
al., 1984). Este hormbnio penetra na membrana basolateral (MBL) por

difusdo, devido a sua lipossolubilidade, aumentando diretamente e de
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forma aguda a permeabilidade da membrana luminal (ML) ao Na* (efeito
nao genémico) (Field et al., 1984; Giebisch, 1998; Wang et al., 1992) . No
citoplasma, a aldosterona combina-se também com um receptor,
formando um complexo ativo, receptor-esterdide, que por sua vez,
penetra no nucleo e induz a transcricaio de RNAmensageiro e
RNAribossdmico (efeito gendmico) (Staton e Giebisch 1982/1992;
Giebisch, 1998), levando ao aumento da sintese de proteinas. Entre tais
proteinas, estudos direcionados ao entendimento dos efeitos agudos e
cronicos de mineralocorticéides mostraram que existe um aumento na
taxa de “turnover’ da Na+/K+-ATPase, com insercdo de novas unidades
desta ATPase na MBL, e aumento da permeabilidade ao sddio e ao

potassio da membrana apical. As ultimas proteinas podem estimular a
secrecdo ativa de H*, bem como, o aumento da permeabilidade ao Na*
na ML. O aumento da concentracdo de Na% intracelular estimula a
atividade da Na*/K*-ATPase da MBL, aumentando a reabsorcéo de Nat e

a concentracdo de K¥ intracelular. A estimulacdo do transporte de Na*

torna a luz tubular mais negativa. Ambos os aumentos, da concentragao
intracelular de K* e da negatividade luminal, determinam uma elevagéo

da secrecédo de K*, amplificando o fluxo secretério inicial, induzido pelo
efeito imediato da aldosterona. A regulagdo da liberagdo da aldosterona

pela supra-renal decorre principalmente de alteragcbes da concentragao

plasmatica de Na* e de K*, e dos horménios adrenocorticotréfico (ACTH)
e da Angiotensina Il (Giebisch, 1992).

Todavia, existem evidéncias que sugeriram a participagao
de outros hormdnios que participam da homeostase do K™ no rim, sob
uma variedade de condig¢des fisioldgicas (Field e Giebisch, 1985; Wang e
Giebisch 2008). Tais achados originaram-se pela utilizagdo da técnica de
microperfusao em tubulos renais in vivo e in vitro, as quais permitiram a
avaliacao de solugdes artificiais com composicao eletrolitica similar aquela

encontrada no fluido nativo tubular (Haeberle et al., 1983). Quando este
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método € aplicado em tubulo proximal, a taxa de reabsorcido de fluido e
ions € sempre mais baixa do que a observada durante a situacao de fluxo
livre (Gertz, 1963; Malnic et al, 1966; Stanton e Giebisch, 1982; Stanton e
Kaissling, 1988; Malnic et al., 1990; Okusa et al, 1990; Velasquez et al.,
1992). As maiores diferengas relatadas entre a técnica de microperfusao
por bomba e fluxo livre sdo observadas no tubulo distal. A reabsorgéo de
Na® e a secrecdo de K' também ¢ afetada pela perfusdo com fluido
nativo, particularmente em tubulo distal (Khuri et al., 1975; Malnic, 1990).

De fato, a secrecado de potassio € marcadamente alterada
durante perfusdo luminal com solucdo artificial. As razbes para estes
diferentes resultados podem estar associadas a presenca de fatores
endégenos, provavelmente adicionados ao fluido tubular durante seu
percurso ao longo dos tubulos renais, que poderiam exercer efeito
modulatério sobre o transporte idnico nos segmentos perfundidos.

Neste horizonte, realizamos no laboratorio de Fisiologia e
Biofisica Renal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sé&o Paulo (ICB — USP), experimentos em que tubulos distais corticais de
rim de rato foram perfundidos com agentes hormonais avaliando-se
concomitantemente o fluxo secretério de potassio (Jk+), os quais
revelaram que a AVP (Arginina Vasopressina) atua neste processo de
transporte transepitelial estimulando a secrecdo de potassio pelo
segmento final do nefro (Amorim e Malnic, 2000). Posteriormente
observamos 0s possiveis mecanismos de transducao de sinal envolvidos
no acoplamento do AVP nos receptores luminais presentes nas células
tubulares nos tubulos renais distais, bem como a natureza dos canais
envolvidos nestes mecanismos de transporte (Amorim & Malnic 2003,
2004).

Todavia, ao avaliarmos outros agentes biologicamente
ativos observamos efeitos distintos os quais julgamos importantes de
serem investigados e apresentados no presente trabalho. Dentre estes

agentes elencamos a Angiotensina Il como alvo principal, devido ao seu
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papel no transporte iénico tubular renal, sua interagdo com hormonios que
atuam na manutencgéo de potassio pelo organismo (Aldosterona) e pelas
evidéncias relatadas nos ultimos anos por diversos laboratérios e

pesquisadores.

1.1 Mecanismos de transporte do potassio ao longo do néfron.

Estudos de microperfusdo e em fluxo livre, demonstraram
que aproximadamente 65% do K filtrado s&o reabsorvidos, por difuséo e
por solvent drag, no epitélio do tubulo proximal, em sua maior parte pela
via paracelular, movido pela DP lumen-positiva dos segmentos S; e S;. A
existéncia de um componente ativo na reabsorcdo de K* pelo segmento
S1 do tubulo proximal é controvertida. O potassio sai da célula
passivamente, por canais idnicos, pela membrana basolateral, a favor do
seu gradiente eletroquimico. Sob condigbes fisioldégicas, o ramo
ascendente espesso da Algca de Henle (TAL) reabsorve, por transporte
ativo adicionalmente cerca de 25% da carga filtrada de K*, através do co-
transportador 2CI:Na":K" localizado na membrana luminal das células
situadas neste segmento. O K* pode , em parte, voltar passivamente para
a luz tubular, através de canais especificos. Entretanto, quando o
cotransporte Na*:K*:2CI" é bloqueado por diuréticos de alga, pode ocorrer
também secrecdo de K' no TAL (Oberleithner et al., 1983).
Presumivelmente, ions de K* s&o secretados para dentro do limen, por
canais de K™ sensiveis a ATP que s&o responsaveis pela recirculacédo de
K" através da membrana apical (Hebert e Andreoli, 1984). Existem
também evidéncias que a reabsor¢do de K" no TAL é regulada por
horm&nios tais como a vasopressina, que aumenta a condutancia apical a
K" neste segmento e contribui também para a estimulagéo da reabsorgéo
de NaCl (Molony et al., 1989).
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Entretanto, conforme ja descrito anteriormente, a
reabsorcdo de K no tubulo proximal bem como no TAL, ndo sdo os
mecanismos mais importantes na manutengdo da homeostase de K’
extracelular (Giebisch, 1987). Estudos de micropungdo e microperfusao
tém estabelecido firmemente que o ducto conector, coletor inicial e cortical
(DCC) s&o o principal sitio de regulagéo fina da secrec¢éo de K* (Malnic et
ali., 1964/66/71; Stanton & Giebisch, 1982) (Figura 2). No segmento final
do tubulo distal cortical (ou coletor inicial), existe uma diferenga de
potencial de cerca de —40 mV lumen-negativa, favoravel a transferéncia
deste cation para a luz tubular. A Na'/K'-ATPase, localizada na
membrana basolateral mantém a concentragdo celular de potassio
elevada, fornecendo um potencial quimico consideravel para secregao
passiva de K* que se observa nesse segmento tubular. O potassio desta
forma pode ser transferido para a luz a favor deste gradiente
eletroquimico através da membrana luminal das células epiteliais
tubulares.

Os fendtipos celulares presentes neste segmento: a célula
principal, responsavel pela secregdo de K* e reabsorgéo de Na* (Koeppen
et al.., 1983); e a célula intercalar; envolvida principalmente na reabsorgao
de K" e secregéo de préton (H*), via trocador K*/H* (Wingo et al., 1990) e
H*-ATPase do tipo vacuolar (Gluck et al., 1996) sdo influenciados por
inumeros  fatores  regulatérios como hormonais (Aldosterona,
Vasopressina), nao hormonais (velocidade de fluxo, pH, anions
impermeantes) e metabdlicos (ingesta de potassio) (Figura 2).

O conhecimento dos mecanismos de transporte de K+
renal foi grandemente ampliado por dois métodos. Em primeiro lugar, a
introdugéo por Erwin Neher & Bert Sakmann (1976) da técnica de patch
clamp, através da qual foi possivel estudar a localizacdo e as
propriedades dos canais de K+ ao longo do néfron. Posteriormente, com
as técnicas de biologia molecular, foi possivel clonar os canais de K+,

fornecendo novas idéias sobre a estrutura destes canais e sua provavel
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regulagcéo (Blatz e Magleby, 1986; Ho et al, 1993; Volk et al, 1994; Boim
et al., 1995; Desir, 1995; Sakin, 1995; Kholer et al., 1996; Palmer et al.,
1997; Xu et al., 1997 ; Joiner et al., 1997; Vergara et al, 1998).
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FIGURA 2 - llustragao do transporte de potassio ao longo dos tubulos renais.
Tdbulo Proximal (PCT), Segmento Espesso da Algca de Henle
(TAL); Tubulo Distal (DCT), Tubulo Coletor Cortical (CCT); Duto
Coletor Medular (MCD); Reabsorvido (R); Secretado (S); Tubulo
Conector Inicial (ICT) — Adaptado de Giebisch, 2002.

Os canais de K+ sdo constituidos por um
diversificado grupo de proteinas de membrana, que facilitam o movimento
de K+ através da membrana celular. Geralmente, mais de um tipo de
canal de K+ esta presente em células de mamiferos. Nos ultimos anos,
foram descritos alguns tipos de canais de K+, com ampla caracterizagao
molecular, e com seus provaveis papéis fisioldgicos.

Segundo Wang et al. (1995), os canais de potassio
desempenham ao menos quatro fungdes em células epiteliais dos tubulos
renais. Primeiro, devido a sua alta especificidade ao potassio, estes

canais participam na génese do potencial de membrana (Vm), ou seja, na

‘ﬁ;]

ncipal
cell
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diferenca de potencial elétrico (DDP) negativo celular, e deste modo
suprem a célula de uma forca movente para difusdo ibnica através da
membrana apical e basolateral. Segundo, as ativagbes de canais de
potassio por alteragdo de volume das células tubulares contribuem para o
controle do volume celular. Terceiro, a recirculagdo de ions K+ por canais
especificos para este cation através da membrana apical e basolateral é
um mecanismo essencial para manutencdo de um funcionamento
adequado de cotransportadores tais como o Na+:2Cl-:K+, ou
transportadores de natureza ativa (permutadores) como a Na+/K+-
ATPase. Finalmente, uma classe especial de canais de potassio de
células principais localizada principalmente em ducto coletor cortical,
responde a uma grande variedade de estimulos e desempenha o papel
mais importante no processo da secrecao de potassio.

Varios tipos de canais para potassio foram identificados
na membrana apical em células principais de CNT e DCC incluindo
ROMK (Kir1.1), canal de grande condutancia para potassio (BK) e canal
para K+ com dois poros (KCNK1) por diversas técnicas metodologicas
(Wang E Giebisch, 2009). Embora os canais KCNK1 ainda carecerem de
maiores esclarecimentos sobre sua participacdo na regulacdo idnica
celular, sabe-se que o ROMK e o BK s&o responsaveis pela secrecao de
potassio pelo epitélio tubular renal. Os canais ROMK possuem
propriedades biofisicas e mecanismos regulatérios similares aos canais
de pequena condutancia (SK) expressos em DCC de rins de rato e
camundongo.

Os ROMK, ainda, por apresentarem maior probabilidade
de abertura e maior densidade em membranas luminais de CNT e DCC,
acredita-se que sejam os principais mecanismos de extrusao de potassio
celular na condigdo de ingestdo normal deste cation na dieta (Frindt E
Palmer 1987, 1989, 2004). Entretanto, quando o tubulo renal,
especialmente no segmento final do néfron é submetido a variagbes de
taxa de fluxo e/ou de dieta (nutricional) de K+, tanto os ROMK (SK-like)
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como os BK estdo envolvidos na secre¢ao deste cation na luz tubular. A
Figura 3 ilustra os canais envolvidos no transporte de potassio nas células
tubulares envolvidas com a secregcao deste ion e seus principais

mecanismos de regulagao.
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FIGURA 3 - Esquema representativo dos mecanismos de transporte de K+
envolvidos na atividade dos canais ROMK e BK, pelas células
tubulares do CCD- Adaptado de Giebisch e Wang, 2000.

Conforme observado, os canais de pequena condutancia
(SK) para K+ sdo ativados pela fosforilagdo mediada pelo AMPc, pela
vasopressina (ADH) (Cassola et al., 1993), pela alcalinizacdo celular
(Wang et al. 1990) e por fosfoinositideo PIP2 (Zeng et al., 2003). Por
outro lado a atividade desses canais é reduzida na presenca de PKC,
acido araquidbénico, aumento de ATP celular (Wang et al., 1997),
calmodulina quinase dependente de Calcio (Kubokawa et al., 1995a),
acidificagao celular, estimulagéo de fosfatases protéicas (Kubokawa et al.,
1995b) e por fosforilagdo de uma proteina quinase-tirosina (PTK) (Wang

et al., 2000, Wei et al., 2000). Outro fator regulador descrito envolve a
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presenca de ATP extracelular, efeito que envolve a participagdo de um
receptor purinérgico (Lu et al., 2000).

Recentemente, foi descrita uma proteina quinase
denominada WNK, devido a auséncia de lisina no subdominio Il (With no
K kinases) que é expressa em DCC e modula os canais ROMK. Foram
identificadas 4 WNKs em mamiferos, das quais WNK1, 3 e 4 inibem a
atividade dos canais tipo ROMK (Gamba 2004; Wang e Giebisch 2009).

Ja, os canais de grande condutancia (BK), sao
dependentes de calcio intracelular, sdo sensiveis ao pH celular e a
presenca de ATP, sdo modulados pela variagao de fluxo tubular (ativagao
mecanica), variagdes da diferengca de potencial transepitelial, e por
apresentarem baixa probabilidade de abertura, inicialmente, ndo se
postulava sua participacdo na secrecao distal de potassio. Estes séo
inibidos por Tetraetialamonio (TEA) e lberiotoxina (Bayley et al., 2006;
Wang e Giebisch, 2009).

A atividade destes canais também ¢é modulada em
resposta as alteragbes de ingesta de potassio. A restricdo de K+ reduz
enquanto a sobrecarga aumenta a atividade destes canais catiGnicos
(Wang et al., 1990, 2000, Palmer 1999, Palmer e Frindt 1999). Os efeitos
sobre o balango de potassio resultam praticamente do numero de canais
presentes na membrana celular uma vez que a probabilidade de abertura
é proxima de 95%. E improvavel que a aldosterona module o transporte
de K+ submetido a uma modificacado rapida que se segue a uma dieta alta
ou baixa deste cation, pois a infusdo de aldosterona ndo aumenta a
atividade de canais para potassio de baixa condutancia embora aumente

a atividade dos canais para sodio (Giebisch e Wang, 2000).
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1.2 Importancia do Sistema Renina Angiotensina no organismo

As investigacbes sobre o Sistema Renina Angiotensina
(SRA) iniciaram-se por volta de 1898 com os estudos realizados por
Tigerstedt e Bergman, demonstrando um efeito pressorico decorrente da
utilizagcdo de extratos de rim em coelhos e baseado em sua origem
denominou esta substancia vasoativa de renina (Basso et al., 2001) A
partir de entdo uma série de descobertas relacionadas com este sistema
tem colaborado para o entendimento e avangcos na medicina do sistema
cardiovascular bem como o desenvolvimento de drogas que interferem na
atividade desse sistema e utilizadas corriqueiramente na terapia anti-
hipertensiva atual.

O SRA é composto de complexos mecanismos
endécrinos e cascatas hormonais que afetam o volume de liquido
extracelular, a resisténcia periférica total e o débito cardiaco através de
multiplas vias bioquimicas. Os componentes do sistema incluem renina,
angiotensinogénio, ECA, quimase, aldosterona, angiotensina Il, e os
varios receptores, enzimas e outras proteinas reguladoras para a sua
adequada acao nos diversos tecidos alvos do organismo. A Figura 4
apresenta um panorama esquematico deste sistema.

A formagdo dos peptideos efetores do SRA acontece
inicialmente pela acdo da protease Renina formada nas células
justaglomerulares e liberada na circulacdo sanguinea, agindo sobre o
angiotensinogénio hepatico gerando a Angiotensina | (Ang |), que por sua
vez é clivada pela Enzima de Conversdo de Angiotensina (ECA),
formando a Angiotensina Il (Ang Il), principal peptideo efetor deste
sistema (Figura 1).
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FIGURA 4 - Esquema global da génese de Angiotensina no organismo.

A ECA constitui-se numa metaloproteinase expressa no
plasma e em varios tecidos como os vasos sanguineos, pulmao e rim. No
leito vascular esta ancorada as células endoteliais por dominio
transmembranico carboxiterminal onde além de atuar sobre a
Angiotensina | para originar Angiotensina |l, também inativa os peptideos
do Sistema Cinina-Calicreina (SCC) (Turner et al., 2002).

A Angiotensina Il interage com pelo menos dois tipos de
receptores acoplados a proteina G, classificados como AT1 e AT2. A
maioria dos efeitos biolégicos conhecidos pela Ang |Il, incluindo
vasoconstricgao, estimulacado da secre¢ao de aldosterona, retengao de sal
e agua e crescimento celular sdo mediados pelo receptor AT1, que é
expresso na maioria das células de mamiferos incluindo as dos vasos

sanguineos, coragao, adrenal, rins e pulmdes (Schiffrin et al., 2002;
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Silverstein et al., 2004). O receptor AT2 parece ter efeitos opostos aos da
ativacdo do AT1, como por exemplo, vasodilatacdo, inibicao do
crescimento celular, da diferenciacao celular e de apoptose (Wagenaar et
al., 2002; Schiffrin et al., 2002). Entretanto, apesar da expressédo do
receptor AT2 em tecidos embrionarios ser bastante pronunciada, em
tecidos adultos é reduzida quando comparada com a expressdo do
receptor AT1. Algumas condigdes disfuncionais como a hipertensao
arterial (essencial) envolve de alguma forma o SRA (e a expressao de
receptores AT1), e, em contrapartida outras alteracbes como a doenga
coronaria isquémica, cardiomiopatia e fibrilacdo atrial parecem estar
relacionadas com o aumento da expressao do receptor AT2, que junto
com o antagonismo do receptor AT1, podem apresentar -efeitos
terapéuticos benéficos sobre tais patologias (Ferrario, 2006).

Outros estudos mostraram ainda a presenca adicional de
outros peptideos além do octapeptideo originario do SRA, como os
fragmentos da Angiotensina (1-7) (Ang 1-7), Angiotensina (3-8) (Ang V)
(Ardaillou 1999; Hamilton et al., 2001). Dentre estes o mais estudado é a
Ang 1-7 que pode ser formado pela acdo das Prolil-endopeptidases
Neutras (NEP) que clivam a Ang | liberando a Ang 1-7 ou entao por agcao
da Enzima Conversora de Angiotensina Il (ECA 2) que cliva a Ang Il e
libera a Ang 1-7, cuja agdes biolégicas como vasodilatagdo, natriurese,
diurese e efeito antitréfico acontecem pela interacdo com o receptor
acoplado a proteina G denominado mas. As agdes da Ang 1-7 sobre o
receptor mas envolvem a geragdo de NO e prostaciclina e por isso
sugere-se que sua formacdo possa atuar como efeito de feedback
negativo sobre as ag¢des da Ang Il (Ferrario, 2006; Santos e Ferrario,
2006). Ja, a Ang IV aparentemente relaciona-se com o aumento do fluxo
sanguineo cortical e o aumento da excrecao de Na+ na urina, sem efeitos
na pressao arterial média, no ritmo de filtragdo glomerular e no volume de
urina produzido, sugerindo um efeito oposto promovido a via classica da

Ang Il através de receptores AT1. Alias, foram descritos outros receptores
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especificos para este fragmento denominado AT4, altamente expresso em
tecido nervoso, o qual poderia modular o processo de memodria e fluxo
sanguineo do encéfalo (Ardaillou 1999; Hamilton et al., 2001; Wright et al.,
2001).

Globalmente, a Angiotensina Il atua no coragéo, vasos e
rins de modo a aumentar a pressao arterial dentro de minutos a horas. A
Angiotensina Il também estimula a secreg¢ao de aldosterona e crescimento
de alguns tipos de células no coracdo e vasos. A atividade Simpatica
mediada por Angiotensina |l causa vasoconstriccdo das arteriolas
aferentes e eferentes no rim e aumento da liberagdo de adrenalina pela
medula adrenal, fator que contribuem para a elevacao da pressao arterial.
A Angiotensina Il participa da regulagdo do volume intravascular, em parte
pelo estimulo da sintese e liberagcdo de aldosterona pelo cértex adrenal e
aumento da reabsorcgao tubular proximal e principalmente distal de sddio.
Outros efeitos incluem a estimulagdo da sede, diminuigdo da secregao de
renina, aumento da secre¢do do hormdnio antidiurético, e da atividade
mitogénica de células musculares vasculares e cardiacas.

Do ponto de vista fisiopatolégico, a Angiotensina Il
provoca e facilita a lesdo de 6rgaos-alvo por meio de dois mecanismos
hemodinamicos e nao-hemodindmicos. O ciclo vicioso da producao de
Angiotensina |l leva ao estresse oxidativo e ativacdo de citocinas, de
moléculas de adesao e de fatores de crescimento, convergindo para uma
resposta inflamatdria tecidual. A Angiotensina Il, via receptor AT1, leva a
processos caracteristicos da resposta inflamatéria tais como: alteragao da
permeabilidade vascular, extravasamento leucocitario e reparo tecidual
(Tracey, 2002) e é reconhecida como importante mediador inflamatério
em varios tecidos incluindo os leitos vasculares (Suzuki et al., 2003).
Como parte do processo inflamatério alguns vasos passam por um
remodelamento por fibrose e crescimento celular. A Angiotensina |l
influencia o crescimento celular por estimular hiperplasia, hipertrofia e

apoptose (Touyz et al.,, 2003; Kelli et al., 2004) e também a fibrose
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vascular por induzir o acumulo de proteinas de matriz extracelular
particularmente colageno e fibronectina na camada média. Além disso, a
Ang Il estimula a sinalizagdo pro-fibrética e aumenta a sintese protéica

contribuindo para o remodelamento vascular (Ruperez et al., 2003).

1.3 Papel da Angiotensina Il no transporte de Potassio pelo epitélio

renal

No territério renal, o SRA participa intensamente no
transporte de agua e sal pelas células epiteliais tubulares (Wei et al.,
2007) e da microcirculacao renal (Helou, 1998). Estudos de microperfusao
de tubulos proximais no rato mostraram que a administragdo de
Angiotensina em doses picomolares estimulou a reabsorcdo de Na+,
particularmente pela ativacdo da permuta Na+/H+, enquanto a doses mais
elevadas observaram-se efeitos opostos sugerindo um efeito bifasico
nesta atividade (Nascimento-Gomes e Mello-Aires, 1992). Tais efeitos
também foram corroborados por outros achados, como o aumento de
excregao urinaria de Na+ com a utilizagao de bloqueadores de receptores
da ANGII em rim de rato e cao (Fenoy et al., 1991; Bovee et al., 1991), a
inibicdo da reabsorcado de Cl-, bicarbonato e H20 em segmento S1 do
tubulo convoluto proximal, utilizando-se microperfusdo com antagonista
de receptor de AT1 (Losartan) em ratos (Xie et al., 1990).

Estes autores, neste estudo ainda, mostraram que o
Losartan foi mais potente do que Captopril (inibidor da ECA) na inibigao
do transporte de NaCl. O bloqueio do SRA com inibidores da ECA
geralmente causa um aumento do K+ plasmatico, devido ao decréscimo

dos niveis plasmaticos de aldosterona. Ja a agao do Losartan, em alguns
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modelos experimentais, promoveu o aumento da excregdo de K+ (Bovee
et al., 1991; Xie et al., 1991).

Os primeiros trabalhos que relataram a presenca de
receptores para Angiotensina || em membrana luminal de célula tubular
proximal datam da década de 80 (Harris e Navar, 1985; Douglas, 1987).
Desde entdo varios pesquisadores vém caracterizando e estudando a
possivel acdo luminal deste horménio. Paxton et al. (1993) identificaram,
através da técnica de imunohistoquimica, receptores de ANGII do tipo
1(AT4), em epitélio de algca ascendente espessa, e em brush border de
tubulo proximal, em rim de rato. Ja Harrison-Bernard et al. (1997),
obtiveram novas evidéncias através do uso de anticorpos monoclonais,
mostrando uma grande distribuigdo renal destes receptores, incluindo
membrana basolateral e apical de células do tubulo proximal, ducto
coletor cortical e tubulo distal convoluto. Meister et al. (1993), também
caracterizaram o mRNA do receptor AT{ em células da medula externa,
tubulo proximal, TAL, glomérulo renal, vasculatura arterial e vasa recta.

Wei et al. (2007) em estudos de imunofluorescéncia
demonstraram uma abundante expressdo do receptor AT1 em
membranas apicais de células do duto coletor cortical. Esta presencga
sugere um efeito paracrino ou autdcrino da Angiotensina presente na luz
tubular, assim como observado anteriormente em relagdo a Vasopressina
(Amorim e Malnic, 2000).

Também foi descrita a presenca de angiotensinogénio na
luz tubular de tubulo proximal, assim como a presenca de mRNA de
angiotensinogénio neste mesmo segmento tubular (Navar et al., 1999).
Seikaly et al. (1990) relataram que a concentragado de Angiotensina Il no
fludo tubular atinge valores da ordem de 10°M (30-40pmol/ml),
aproximadamente 1000 vezes acima da plasmatica, fato observado
também por outros autores (Braam et al., 1993; Thekkumkara et al.,
1998).



34

Em conjunto os dados descritos ut supra permitiram
sustentar a idéia, durante a década de 90, de que o angiotensinogénio
pode ser secretado no tubulo proximal (uma vez que devido ao alto peso
molecular do angiotensinogénio dificilmente seria filtrado pela membrana
filtrante do glomérulo) e que a Angiotensina | poderia ser formada dentro
do tubulo se ocorrer a presenca de renina ou enzimas semelhantes a
renina no fluido tubular, bem como de sintese de Ang Il caso exista
enzima conversora de Angiotensina.

Assim, Moe et al. (1993) e Heinrich et al. (1996)
mostraram que a renina poderia ser secretada no tubulo proximal. Em
adicao, Leyssac (1986) reportou baixa, porém mensuravel, concentragao
de renina no tubulo proximal, indicando que a renina pode ser
responsavel pela geragdo de ANGI na luz tubular. Foi relatada também a
presenca da enzima conversora em abundancia em brush border de
célula epitelial proximal (Schulz et al., 1988; lkemoto et al., 1987).

Suga et al. (2002), avaliando animais hipocalémicos,
relataram aumento da expressao cortical da ECA sem supressao da
geragao cortical de Angiotensina enquanto se observa redugdo da
atividade do SRA nos tecidos extra-renais. Este achado sugere um papel
biolégico distinto da Angiotensina nesta regidao e relaciona também os
niveis de potassio no meio interno, envolvidos neste processo. Ainda,
Navar e Nishiama (2004) mostraram que a Angiotensina Il poderia ser
produzida em epitélio renal de tubulo proximal, sendo que seu papel
biolégico estaria relacionado a transporte ibnico nos demais segmentos
tubulares.

Wang e Giebisch (1996) estudaram o papel da
Angiotensina Il na regulagdo da taxa de reabsorgdo de bicarbonato em
tubulo distal inicial e final, mostrando que ANGII em fluido tubular distal
causou um efeito estimulatério na reabsorcdo de volume e de
bicarbonato, sendo este efeito bloqueado por um antagonista néao

especifico de Angiotensina (saralasina). O aumento da reabsorgao de
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volume observado implicaria no aumento da taxa de reabsorcao
eletrogénica de Na®, aumento da atividade da bomba Na'/K’,
despolarizagdo da membrana luminal, levando a um aumento da
diferenga de potencial transepitelial, e todos estes fatores resultariam num
possivel aumento na secrecéo distal de K*.

Por outro lado, estudos recentes mostraram que a
Angiotensina inibe a atividade dos canais ROMK em DCC isolados
provavelmente através do acoplamento do receptor AT1 em membranas
luminais de células tubulares, envolvendo a ativacdo de diversas vias de
sinalizagcdo celular (Figura 5). Este efeito parece estar acoplado a
restricdo de potassio pela dieta, o qual reduz o numero de canais
inseridos na ML através da via dependente de PKC (proteina quinase C)
e PTK (proteina quinase tirosina) (Wang e Giebisch 2000; Sterling et al.,
2004; Zeng et al., 2003, Wei et al., 2001).

Low K intake
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FIGURA 5 - Esquema mostrando diferentes vias de sinalizagdo celular que
modulam a secre¢ao de K+ pelos canais ROMK e BK no DCC.
Adaptado de Wang E Giebisch, 2009.
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A deplegdo de K+ aumenta a expressao da PTK e de
outras proteinas ligadas a esta quinase como a cSrc, a qual fosforila o
canal ROMK, aumentando sua endocitose e reduzindo a secreg¢ao de
potassio (Wang et al., 2000; Wei et al., 2001). Por outro lado a restricao
de K+ aumenta a expressao da ePKC, a qual inibe a atividade do canal de
potassio (tipo ROMK), provavelmente por internalizar a proteina ou por
reduzir o conteudo de PIP2 (fosfolipidio de membrana requerido para
manter o estado aberto do canal).

Desta forma, devido a importancia deste agente
biologicamente ativo e de sua presenga na luz tubular perfundimos o
tubulo distal final com Angiotensina, objetivando avaliar o fluxo secretorio
de potassio, e contribuir para o conhecimento das vias de sinalizagao
celular envolvidos no transporte deste cation pelo segmento final de

néfron de rim de ratos.
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2 OBJETIVOS

Como revisto na introducéo a este trabalho, a secregao de
potassio no néfron distal depende da natureza do fluido que o perfunde.
Quando esta perfusao é realizada com fluido tubular nativo, é observado
maior ritmo de secrecdo que durante a perfusdo com solugdes
exclusivamente salinas, artificiais. O presente trabalho foi realizado para
investigar o papel da Angiotensina Il sobre o fluxo secretério de potassio
(Jk+), e investigar os possiveis mecanismos de sinalizagao celular

envolvidos nesse processo.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, protocolo 13/2009-PA/CEP, estando de acordo com os
principios éticos na experimentagdo animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, pesando
entre 180 a 340g, fornecidos pelo biotério central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas, USP. Os animais receberam dieta sodlida padrao
(NUVILABcr1, PR) e agua ad libitum até o momento do experimento.
Durante a fase experimental, os animais foram anestesiados com Inactin
(Byk-Gulden, Konstanz, FRG), na concentragdao de 100mg/Kg de peso
corpéreo. Este anestésico apresenta as seguintes vantagens: rapida
indugcdo anestésica permite uma respiragdo regular e auséncia de
alteracdo da pressdo sanguinea. Caracteriza-se ainda por manter um
longo periodo anestésico, dispensando doses complementares. Sua
utilizagcao tem sido constante em nosso laboratério e seus beneficios tém
suplantado seguramente suas restricdes apontadas na literatura, como as
evidéncias da depressdao na reabsor¢ao tubular proximal em ratos
anestesiados pelo Inactin, comparando-os com ratos anestesiados por
barbiturato (Vestri, 1992).

Os animais controles, a seguir, receberam infusdo salina
com 3% de manitol e preparados para microperfusao in vivo como
descrito previamente por Gil E Malnic (1989). Resumidamente os

experimentos consistiam das seguintes etapas:



39

3.1 Fase ciruargica

a) os animais foram levados a uma mesa cirurgica com
temperatura mantida a 37°C, por meio de uma placa
aquecida. Posteriormente, foi feita a traqueostomia e
canulagao da veia jugular para infusdo com solugao de
NaCl 0.9% acrescido de 3% de manitol, mediante uma
bomba de infusdo continua (Havard Apparatus, MA,
USA), numa velocidade variando de 0.05 a 0.1 ml/min.
Em alguns grupos experimentais, foi feita a canulagao
da artéria carétida, a fim de coletar amostras de
sangue para a medida de pH, Pco,, através de um
pHmetro (Radiometer BMS3/MK2), bem como
determinar as concentracdes de Na® e K' por
fotometria de chama (B262, Micronal, Brasil);

b) os animais foram colocados em decubito lateral direito,
sendo o rim esquerdo exposto por incisao lateral. Este
foi liberado da gordura perirrenal, através da divulsao
deste tecido por utilizacdo de pequena tesoura reta
cirdargica com ponta arredondada. O rim foi fixado em
um suporte acrilico e imobilizado com agar 5% em
solugdo fisioldgica. Uma pequena area na superficie
renal, centro-lateralmente, foi mantida livre de agar, a
fim de permitir o acesso dos microeletrodios e
micropipetas instalados nos micromanipuladores;

c) a visualizagdo tubular foi realizada através de
microscopio estereoscopio (Leitz, Alemanha), com
aumento de 40 a 100x, sendo o rim transiluminado por
um bastdo de quartzo, acoplado a uma lampada de
tungsténio. O rim foi banhado durante todo o

experimento com solugéo Ringer a 37°C. A cauda do
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rato foi seccionada em sua extremidade e mergulhada
em beake” contendo solugao salina e fazia contato
elétrico por ponte de Agar/KCl com uma hemicélula de
Ag/AgCl. Desta forma, o compartimento extracelular
do animal foi utilizado como nivel de referéncia das

medidas elétricas realizadas.

3.2 Preparo das micropipetas duplas e microeletrédios

Foram confeccionadas micropipetas duplas, utilizando-se
capilares duplos do tipo Theta (R & D. optical systems, Inc., Spencerville,
MD, USA). Cada capilar foi estirado verticalmente (estirador Narishige,
modelo P2, Japao) e bizelado por um microesmeril (Fabricado na oficina
do Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB, USP) para obtencao de
um bizel com didmetro de ponta entre 12 e 15 um. A micropipeta dupla
continha em um dos ramos solucio perfusora controle contendo 100 mM
de NaCl, 10 mM Hepes, 1mM CaCl,, 1 m Na,SO4, 1mM NH4CI, 0.5mM
KCI, pH 6.5, e acrescentava-se rafinose para manter a osmolalidade em
300mOsm. Adicionava-se também um corante verde FDC 0.05% para
facilitar a identificagdo do segmento renal perfundido. O outro ramo foi
preenchido com o6leo de ricino corado com negro sudan (Sudan-black)
com a finalidade de se bloquear a coluna de fluido perfusor dentro do
lumen (stopped flow microperfusion).

Para os microeletrodios duplos, utilizamos capilares
duplos do tipo Hilgenberg (Malsfeld, Alemanha), assimétricos (ramo maior
com 1.6mm de didmetro externo, ramo menor com 0.8mm). Inicialmente
os capilares foram estirados verticalmente (Narishige, modelo P2, Japao),

de forma a obter-se didmetro de ponta de 1um. Devido a natureza apolar



41

da resina de troca ibnica, o ramo maior, onde € adicionada esta resina,
sofria um processo de silanizagao (hidrofobizagao).

Este processo consiste na reagdo dos grupos hidroxila do
vidro com o atomo de silicio do composto organico Hexamethyldisilazano
(Fluka Chemika, Buchs, SW), através da exposi¢cdo do capilar ao vapor
deste composto, por um periodo médio de 30 min. A silanizacido foi
realizada através da adicao de 0.2ml de disilazano em uma camara de
vidro, com 15cm de altura por 5cm de diametro, com tampa de rosca, e
com uma vedacdo de borracha adaptada para permitir a fixagdo dos
microeletrédios e impedir o vazamento do composto. Esta camara foi
também mantida em capela com exaustao, durante este procedimento.

O microeletrodio, assim preparado, foi posteriormente
colocado num dessecador, evitando contato com a umidade do ar. A
adicdo da resina de troca ibnica, especifica para o K+ (Fluka Chemika,
SW) na ponta do microeletrédio foi feita através de um capilar de vidro,
estirado manualmente em macarico e introduzido no maior ramo,
previamente silanizado, 24 horas antes do inicio da fase cirurgica. Pelo
mesmo processo, solugdo eletrolitica de fosfato acido de potassio (40mM)
e NaCl (15mM), com pH 7, foi colocada no mesmo ramo, acima da resina.
No ramo menor (referéncia), solugdo composta de 0.26M NaCl e 0.76M
acetato de sédio, corada com 0.1% de corante FDC, foi introduzida.

Para calibracdo dos microeletrédios, realizada antes e
depois de cada puncao, foram utilizadas 3 solugbes de composicoes
similares a solucao utilizada para microperfusdo tubular controle (NaCl
100mM, CaCl2 1.2mM, MgS0O4 1mM, NH4ClI 1mM, HEPES 10mM),
porém contendo diferentes concentragdes de K+, a saber: 3, 10 e 30mM.
O microeletrodio era entdo calibrado, observando-se a variagdo de
voltagem em relagao ‘a variagao de concentragcao de K+. O valor médio
da DP por década de variacao de [K+] foi de 43+2.5mV, semelhante aos

valores referidos por Wright e McDougal (1972).
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Foram confeccionadas micropipetas simples com
capilares do tipo Kimax (A. H. Thomas, Philadelphia, USA), de paredes
finas, e didmetro externo de 0.8mm. Os capilares foram estirados
horizontalmente (estirador de Livingstone) ou verticalmente (estirador
Narishige). A seguir, sua ponta foi quebrada manualmente, através de
pinga de relojoeiro, sob microscopia optica (Zeiss, Alemanha), de maneira
a obter-se um diametro final de 5 a 14um. A pipeta foi entdo afilada com
microesmeril, para permitir a formagcao de bizel. Esta micropipeta simples
foi preenchida com uma solugdo, contendo a mesma composi¢ao
eletrolitica da solugdo perfusora controle, além da substancia a ser
estudada (ANGII, Losartan, PD123319, entre outros).

As conexdes entre os ramos das micropipetas dupla e
simples, e as seringas injetoras foram feitas com tubos de polietileno. A
conexdo entre os ramos da micropipeta e os tubos de polietileno foi
mantida através de agulhas hipodérmicas, vedadas com lacre. A seguir,
as micropipetas duplas e o microeletrédio foram colocados em
micromanipuladores mecanicos (Leitz, Wetzlar, Alemanha), enquanto a
pipeta simples foi adaptada num micromanipulador (Fischer, Alemanha)
através de um porta-micropipetas feito na oficina do Departamento, ligado

a outra seringa.

3.3 Metodologia da microperfusao

A determinacdo da secrecao tubular de potassio foi feita
através da técnica de microperfusdo estacionaria, como previamente
descrito por Malnic e Mello-Aires (1971) e Gil & Malnic (1989). A utilizagao
desta ferramenta metodoldgica foi inicialmente utilizada para avaliacéo da
secrecao de H+ e reabsor¢ao de bicarbonato em tubulos renais, e para

determinacdo de transporte de K+ em tubulo proximal. Este modelo
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permite avaliacbes sequenciais da atividade de K+ luminal durante
perfusdes controle e experimental no mesmo segmento tubular renal
(Vestri et al., 1992).

Os tubulos distais foram localizados, inicialmente, por
perfusdo com solugdes perfusoras coradas a partir de uma alga proximal
meédia ou final com a micropipeta dupla. Posteriormente, impalava-se o
segmento distal final com microeletrodo duplo, contendo num dos ramos
resina de troca idnica sensivel ao potassio (Fluka Chemika, SW), e no
outro, menor, solucao eletrolitica referéncia corada com verde FDC 0.1%
(eletrodo de referéncia) (Figura 6).

A identificacdo e confirmacéo das algas distais finais foi
feita por critérios anatémicos e elétricos. A partir de alga distal inicial
ocorre um tempo de transito abaixo de 2 segundos de uma solugao
corada, de uma alga até a seguinte, e em geral o segmento distal n&o
consta de mais de duas algas (Velasquez et al., 1987). Ainda, a diferenga
de potencial transepitelial de tubulos distais finais (segmento conector e
coletor cortical) encontra-se acima de —20mV (lumen negativo) (Gil e
Malnic, 1989; Lopes e Malnic, 1989). A solugado perfusora era isolada do
fluido tubular com 6leo de ricino corado com Sudan, injetado pelo outro
ramo da micropipeta. Em alguns experimentos a perfusdo dos tubulos
renais foi feita do segmento distal inicial para o segmento distal final
(perfusao distal-distal).

Finalmente, a micropipeta simples contendo o agente
hormonal a ser estudado era inserida no mesmo néfro (proximal ou distal
inicial). Cada tubulo foi perfundido primeiramente com solugdo controle, e
a seguir, com solugao experimental, permitindo, desta forma, comparagao
pareada entre a microperfusao controle e experimental.

Por esta técnica cerca de quatro a oito curvas, controle e
experimental, foram obtidas, constituindo sua média, um par de valores
para cada tubulo. A figura 5 ilustra a metodologia de microperfusédo

estacionaria utilizada. O valor de “N” de nossas tabelas, corresponde ao
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numero de tubulos perfundidos, sendo aproximadamente de 1 a 3 tubulos

para cada rato estudado.

3.4 Medidas de Potenciais elétricos e Analise das curvas de atividade
de K+

No trabalho de Vestri e Malnic (1990) discute-se alguns
aspectos relevantes quanto ao funcionamento do microeletrodo ion-
seletivo.

Para estudar e caracterizar microeletrodos ion-seletivos
assumiu-se um modelo com formalismo adequado para a analise do
equilibrio do sistema microeletrodo-solugdo desconhecida (fluido tubular).
O mesmo formalismo pode ser usado para solug¢des de calibragdo. Para
isto, utiliza-se os coeficientes de atividade de Debye-Hueckel, a resposta
basica do eletrodo dada por Nicolsky e o potencial de jungao liquida dado
por Henderson.

Cada ion interferente j contribui para a soma dentro do
fator logaritmico na equacgao de Nicolsky (Nicolsky, 1937; Edelman et al.,

1978), que pode ser reduzida para:
E = Eo + RT/zF In(ai + aj)
e, N0 NOSSO Caso:
E = Eo + Sp. Log (aK" + k.aNa®)
Onde:

E — Eo = diferenga de potencial elétrico medido pelo microeletrodo.

Eo = potencial de referéncia.
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k = fator de seletividade.

Sp = variagdo de voltagem por década de concentragdo de
potassio (slope)em solugao pura.

aK" - atividade de potassio,

aNa" - atividade de sadio.

A seletividade do microeletrodo para sodio é cerca de 10x
menor que para o potassio, mas a concentragao de sédio € em média 10x
maior(100mM) que a de potassio. Por isto, os slopes obtidos na
calibracdo sdo menores que o valor tedrico de 61,5mV a 37°C.

As voltagens referidas acima e a diferengca de potencial
transepitelial foram lidas em um eletrémetro, de dois canais, diferencial,
de alta impedancia de entrada, modelo FD223 (WPI, New Haven, CT),
cuja saida foi continuamente registrada por um poligrafo de quatro canais
(Beckman, modelo R511A) e simultaneamente digitalizada em intervalos
de 1 segundo por microcomputador Itautec (Infoway, Pentium 4) acoplado
a um conversor analogico digital (Lynx Eng ADS 1000, Sao Paulo),
através do qual os dados sao adquiridos e processados. As atividades de
potassio correspondem a diferenca de potencial elétrico entre os canais
de potassio e de referéncia.

Os dados foram analisados por um programa Visual Basic
no software Excel (Microsoft). Foram obtidos a meia-vida (t'2) para
retorno da atividade de K" ao nivel estacionario, a atividade de potassio
estacionaria [K']s e a Diferenca de potencial (DP) transepitelial. O fluxo de

potassio (Jk*) foi entdo calculado, em analogia a fluxos de H* medidos

anteriormente por meio deste método, seguindo a seguinte equagéao (Gil e
Malnic, 1989):

< 1% 2
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Onde t'2 corresponde ao tempo decorrido para atingir a metade da
diferengca maxima de concentragao de K+;

Ks é a atividade de K+ estacionario;

Ko é a atividade de K+ inicial (0.5mM)

r corresponde ao raio do tubulo

Ap6s a aquisicdo e processamento dos dados, e a
determinacao dos fluxos secretérios de potassio, estes eram tabelados e
a significancia das diferencas estatisticas foi determinada através da
aplicagao do "teste t" pareado de Student, considerando p<0.05 como

nivel de significancia.
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FIGURA 6 - Desenho esquematico do sistema experimental. A esquerda,
micropipeta dupla com solugéao perfusora controle (P) e 6leo de
ricino corado (C). A direita, micropipeta dupla com resina de
troca i6nica (IE) e solugdo de referéncia (Ref). Uma terceira
micropipeta simples (S) também foi utilizada no tubulo proximal
ou distal final durante a microperfusdo com solugao
experimental.
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4 RESULTADOS

O protocolo experimental padrao envolve a microperfuséo
com uma solugao contendo uma concentragao baixa de potassio (0.5mM),
seguido pela observacédo da variagdo da atividade deste cation até um
valor estacionario durante o bloqueio do fluxo de fluido na alga distal final.
A figura 7 ilustra um registro obtido num dos experimentos mostrando
acima, a variagdo da atividade de potassio, e abaixo, a variagdo da
diferenga de potencial durante a perfusdo com Ringer controle.

Como descrito anteriormente, os dados obtidos por
digitalizagdo foram processados em uma planilha do Excel através de um
macro dentro deste software. Este procedimento permite a construcido de
graficos como ilustrado na figura 8a, mostrando o decaimento exponencial
da diferenca entre a concentracdo de potassio estacionario e a
concentracdo no tempo t. Esta figura corresponde a perfusdo com uma
solugao Ringer controle, enquanto que na figura 8b, mostra-se 0 mesmo

procedimento, porém com solugao contendo agente hormonal.
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FIGURA 7 - Registro seqliencial de uma série de microperfusdes realizados em
tubulo distal, utilizando solugédo controle (C) contendo 0.5mM de

potassio.
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FIGURA 8?2 - Grafico mostrando a variagdo da concentragcdo de K+ (A[K]), em

funcao do tempo (t), durante perfusao controle na alga distal final
cortical.

O LI I O O OO

0 5 10 15 20 25 30 35
S

FIGURA 8b - Grafico mostrando a variagdo da concentragdo de K+ (A[K]), em

fungéo do tempo (t), durante perfusdo experimental na alga distal
final cortical.

A tabela 1 mostra alguns valores dos parametros acido-

base do sangue de grupos de animais utilizados, nos estudos de
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microperfusdo deste laboratério de pesquisa, indicando este modelo
experimental ndo interferiu significamente nos valores considerados
fisiologicamente normais. Mostram-se também os valores médios de
concentragcdes plasmaticas de potassio e sodio, que se encontraram na

faixa fisiologica.

Tabela 1 - Parametros acido-base sanguineos, e concentragbes de Na+ e
K+ plasmaticos, obtidos durante os experimentos de
microperfusao renal.

pH PcoZ [Na+] [K+]
(unidades ) (mmHg) mM/I mM/I
Ratos Wistar 7.35+.10 39.3+0.63 137+2.8 3.56+0.54

(N=45)

Os valores correspondem as médias + erro-padrao, N corresponde ao numero de ratos
avaliados.

4.1 Efeito da Angiotensina II

A Tabela 2 e Figura 9 ilustram os dados referentes a
microperfusao distal com o peptideo ativo (Angiotensina 1) e um grafico
ilustrando os efeitos deste agente no JK+ comparado a situagao controle,
respectivamente . Podemos observar que durante a perfusdao de ANGII na
luz tubular, ocorreu uma reducdo no fluxo secretdrio de potassio,
entretanto quando submetido a concentragbes mais elevadas,
observamos reversao desta inibicao, sugerindo um efeito bifasico deste
horménio ja reportado em outros processos de regulacdo de transporte

ibnico em tubulo renal.
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Tabela 2 - Valores de fluxo secretério de K* (Jy+), nos grupos controle e
experimental (Angiotensina), obtidos durante a microperfusao
de tubulos distais.

Jie(nmol.cm?.s™) CONTROLE EXPERIMENTAL
ANGIOTENSINA 11 10*M 0.82+0.17(9) 0.58+0.05***
ANGIOTENSINA 11 10'M 1.00+0.17(27) 0.630.08***
ANGIOTENSINA 11 10°M 0.900.19(27) 0.70£0.22**
ANGIOTENSINA 11 10°M 0.82+0.04(11) 0.75+0.06

***(p<0.001),**(p<0.002) vs controle, médiasterro padréo.

40 1
35 4 Controle ANGII 0'9M

30 A

ANGII 10''"M
25 A

IKIl. mM

5 10 20 30 40 Tempo (s)

FIGURA 9 - llustragao do efeito da Perfusao luminal de Angiotensina Il sobre a
concentragcado luminal de potassio, K+s, em funcdo do tempo de
aquisicaéo (segundos). Amarelo e Azul continham Angiotensina |l
10°M e 10""'M, respectivamente; Verde, perfusdo controle.

A Figura 10 também demonstra o efeito da Angiotensina Il
comparado a média dos valores obtidos da perfusdo controle (Jk+ =
0.82+0.07 nmol.cm™.s™)
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Tendo em vista que grande parte dos efeitos fisiologicos da
Angiotensina Il no rim adulto sdo mediados principalmente pela ativagéao
dos receptores AT1 (Smith et al., 1992), realizamos uma série de
experimentos com um antagonista de receptores AT1, Losartan (10‘6M) e
Candesartan (10°M), no intuito de se estudar a natureza do receptor
responsavel pelo efeito inibitério deste agente hormonal no transporte

distal de potassio.

Controle
Ang IT 10°M
1,2 1 Ang IT 10"'M
AngII 10°M
Ang II 10°M

|

FIGURA 10 - Fluxo secretdrio de potassio obtido durante a
perfusdo luminal de diferentes concentragcdes de Angiotensina Il. Em amarelo (N)

numero de tubulos perfundidos; *p<0.05 comparado ao controle.

—_
1

o
o
I

JK+, nmol.cm-2.s-1
o =}
B »
1 1

Como pode ser notado na Tabela 3 e Figura 12, o
emprego do Losartan e Candesartan (dois bloqueadores especificos de
receptor AT1) nao diferiram significamente dos valores obtidos dos grupos
controle, durante as perfusdes sobre o fluxo resultante de potassio (Jk+).
Entretanto, quando associado a Angiotensina, observou-se redugao do

efeito inibitério quando comparado nesta condicido a perfusao pareada de
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Angiotensina. Tais achados indicam que a Angiotensina participa da
modulagao do transporte de K+, luminalmente, mediante ao acoplamento

aos receptores tipo AT1.

Tabela 3 - Valores de fluxo secretério de K+ (Jk+), nos grupos controle e
experimental (Antagonistas de receptores de Angiotensina),
obtidos durante a microperfusédo de tubulos distais

Jir(nmol.cm™.s™) CONTROLE EXPERIMENTAL
CANDESARTAN - AT; 10°M 0.83+0.03(12) 0.82+0.2

Médiasterro padrao.

- Controle

1
[I] Losartan 10°M
[I] Candesartan 10°M

[] Ang 11 10°M+Los10M

Jk+, nmol.cm-2.s-1

FIGURA 11- Efeito dos bloqueadores de receptor AT1 (Losartan e Candesartan)
sobre o fluxo secretorio de potassio (JK+). Em amarelo (N) numero
de tubulos perfundidos.
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No intuito de se avaliar quais as possiveis vias de
sinalizagao celular envolvidos na modulagao do transporte de potassio no
epitélio distal renal pela Angiotensina, realizamos, inicialmente,
experimentos com agonistas e antagonistas da via AMPc e PKA,
respectivamente. Conforme observado na Figura 12 e tabela 4, o
8bromo-AMPc inibiu o fluxo de K+ quando comparado aos valores do
grupo controle enquanto que a utilizagdo de H89, reverteu a inibicdo
promovida pela Angiotensina, sugerindo que parte dos efeitos promovidos

pela Angiotensina Il deveu-se a esta via de transdugé&o de sinal celular.

Tabela 4 - Valores de fluxo secretorio de K+ (Jk+), nos grupos controle e
experimental (Agonista e Antagonista da via AMPc/PKA),
obtidos durante a microperfusao de tubulos distais

Jie(nmol.cm?.s™) CONTROLE EXPERIMENTAL
8-bromo AMPc¢ 10-5M 0.74+0.0035(13) 0.67+0.053*
ANG. 10"M + H89 10*M 0.71+0.05(12) 0.96+0.08**

*(p<0.05),**(p<0.001) vs controle, médiasterro padrao.
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- Controle

[I] 8-Br AMPc 10°M
[] Angtt 107+ H8910*m

*

Jk+, nmol.cm-2.s-1

FIGURA 12- Efeito da perfusdo luminal com 8-Br-AMPc e do H89 sobre a
secrecdo de K+ (JK+). Em amarelo (N), numero de tubulos
perfundidos, *p<0.001.

Devido a possibilidade da ativagdo da via dos
eicosanodides através do acoplamento da Angiotensina Il em receptores
presentes na membrana luminal, estudamos o efeito dos metabdlitos do
acido araquidénico sobre o fluxo de JK+, bem como sua inativacdo na
presenca de Indometacina, bloqueador especifico da ciclo-oxigenase
(Cox). Desta forma, conforme observado na tabela 5 e Figura 13, a
presenca de Prostaglandina (PGE2) no perfusato, nas concentragdes de
10° e 10°M, inibiram significativamente o transporte de potassio pelo
epitélio renal, enquanto que na presenga de Angiotensina a Indometacina
reverteu a inibicdo promovida pelo agente peptidico, estes achados
indicam que parte dos efeitos ligados a Angiotensina Il envolvem os

metabdlitos do acido araquiddnico.
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Tabela 5 - Valores de fluxo secretério de K* (Jy+), nos grupos controle e
experimental (PGE2), obtidos durante a microperfusao de

tubulos distais.

Jir(nmol.cm™.s™) CONTROLE EXPERIMENTAL
Prostaglandina PGE2 10°M 0.80+0.08(12) 0.47+0.04**
Ang Il 10°M + Indometacina 0.63£0.05(10) 0.95+0.12)*

*p<0.05, **p<0.001, em comparacao ao controle, médias+erro padréo.

- Controle

|. PGE2 10°M

- PGE2 10°M

- Indometacina 10°M

- Ang T1 10°M-+Indo10"M

**
’ **
o T T | e e e s | e

FIGURA 13 - Efeito da perfusdo luminal com PGE2 (10° e 10°M) e do inibidor
da Ciclo-oxigenase (Indometacina — 10°M), sobre o fluxo
secretério de potassio (JK+). Em amarelo (N) numero de tubulos
perfundidos, *p<0.05 **p<0.001.

N
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o
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Em experimentos realizados recentemente no laboratério
de Fisiologia do ICB, também estudamos a possibilidade de receptores
AT2 participarem dos eventos ligados aos efeitos da Angiotensina Il sobre
o Fluxo secretdrio de K+. A figura 14, ilustra os efeitos da presenca do PD
123319 (inibidor especifico do receptor AT2) associado a Angiotensina
(10""M), comparado a perfusdo com o mesmo agente hormonal e na
mesma concentragao utilizada no grupo experimental. Apesar dos dados
preliminares, aparentemente a Angiotensina também poderia exercer
seus efeitos através destes receptores, uma vez que os valores médios
obtidos das perfusbes experimentais foram superiores quando

comparados ao grupo controle (0,82 £0.08 vs 0.682 +0.047 nmol/cm2.s).

[.] Angiotensina 10"'M

[ ] Ang 11 10""'M+ PD123319

—_
1

o
(o]
1

o
o
1

o
N
1

Jk+, nmol.cm-2.s-1

©
N
1

FIGURA 14 - Efeito do PD 123319 (10“*M) (bloqueador especifico do receptor
AT2) sobre o fluxo secretorio de Potassio (JK+). Em amarelo (N)
numero de tubulos perfundidos.
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5 DISCUSSAO

Dados anteriores do nosso laboratorio usando técnicas de
microperfusao in vivo em rim de rato mostraram que a secregcdo de
potassio (JK+) no segmento final do néfron é estimulada pela presenca
Luminal de vasopressina - AVP (Amorim e Malnic, 2000). Além disso,
demonstramos que a AVP afetou a condutdncia de K+ na membrana
luminal através de receptor V1, ao qual estava acoplada a atividade da
PLC, e consequente aumento de calcio no citossol (Amorim e Malnic,
2004). O presente trabalho sugere que a Angiotensina |l também modula
a secrecdo de potassio pelo epitélio renal atuando na inibigdo deste
transporte catidénico, podendo ser revertido na presenca de Losartan ou
Candesartan sugerindo a participagao do receptor AT1 na transdugéao de
sinal celular.

No entanto, segundo a literatura, a Angiotensina Il exerce
seus efeitos predominantemente através da proteina quinase C
dependente de calcio, quando acopladas ao receptor AT1. Assim parece
improvavel que a Angiotensina e a Vasopressina possam agir de formas
opostas no transporte de potassio nos tubulos distais, tendo o mesmo
percurso de sinalizagao celular.

Porém, antes de adentrarmos aos eventos que se
seguem ao acoplamento do horménio ao seu receptor € necessario
esclarecer sobre a presenga da Angiotensina, ou dos fatores necessarios
a sua sintese na luz tubular renal. Existem varios achados que
demonstraram a presenca de todos os componentes do SRA no tecido
renal. Foi relatado que a Angiotensina Il € produzida em tubulo proximal,
bem como sua concentracdo esta na ordem de nanomolar neste mesmo

segmento, embora em tubulo distal ainda sua presenca permaneca
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desconhecido. Entretanto a deteccdo de renina e ECA no tubulo distal e
ainda de Angiotensina urinaria € maior que 300 fmol/ml sugerindo que os
niveis de Angiotensina em fluido tubular distal podem influenciar o
transporte ibnico nestes segmentos. Wang e Giebisch (1996) relataram
através de estudos de microperfusdo in vivo, que concentragdes ao redor
de 10fmol/ml (10""M) ja sdo suficientes para estimular o transporte de
Na+ e inibir o de K+ em segmento final de néfron (CCD). Evidencias de
efeitos da Angiotensina sobre o transporte ibnico, através da utilizacéo da
ferramenta metodoldgica utilizada no nosso laboratério, também foram
reportadas. Em tais estudos, a microperfusao de tubulos proximais no rato
mostrou que a administragcdo de Angiotensina Il em doses picomolares
estimula a reabsorcdo de Na®, particularmente pela ativacdo da permuta
Na*/H* (Nascimento-Gomes & Mello-Aires, 1992). Entretanto, n&o foi
esclarecido ainda porque doses diferenciadas de Angiotensina podem
estimular a reabsorgao de fluido e de bicarbonato, bem como a secreg¢ao
de hidrogénio (Barreto-Chaves e Mello-Aires, 1997, Wang e Giebisch,
1996). Nossos resultados mostraram um padrédo similar ao
comportamento da Angiotensina, descrito acima, na secrecédo de potassio
pelo tubulo distal, ou seja, doses baixas ou fisiologicas (10™"? a 10°M)
luminalmente inibiram o Jk+ enquanto doses elevadas (10°°M) reduziram
o transporte de K+ neste segmento tubular.

Entretanto os efeitos da Angiotensina Il dependerdo da
presenca e/ou do tipo de receptor presente na membrana luminal. Dessa
forma, inicialmente, buscamos evidencias que pudessem identificar
qual(is) tipo(s) de receptor em membranas luminais estaria presente em
tubulos distais. Varios autores detectaram a presenca do receptor AT1
(Paxton et al., 1993; Harrison-Bernard, 1997; Prieto-Carrasquero et al.,
2005) em diversos segmentos tubulares incluindo Duto Coletor Cortical.
Da mesma forma, o mRNA do AT1R foi localizado em duto coletor cortical
e medular no néfron (Terada et al., 1993; Meister et al., 1993). Ainda o

MmRNA que codifica o AT1a (principal subtipo de receptor AT1 em
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roedores) € mais expresso em duto coletor do que tubulo proximal e
segmento espesso da algca de Henle (Imanishi et al., 2003). Wey et al.
(2007) em estudos de imunofluorescéncia, demonstraram abundante
expressdo do AT1R no lado apical de células do DCC em ratos com
restricao de potassio pela dieta.

Por outro lado a expressédo de AT2R é muito baixa em rim
adulto, mas elevada em tecidos renais fetais. O mMRNA deste receptor foi
identificado em artérias interlobulares, artérias estas cujas acodes
vasculares dependem do SRA (Matsubara, 1998).

Carey e Padia (2008) relataram que o AT2R pode ser
expresso em células do tubulo proximal (Ozono et al., 1997; Miyata et al.,
1999). Um estudo in vitro demonstrou a inibicdo do transporte renal de
Na+ mediada pelo AT2R (Haithcock et al., 1999). Em outros estudos
recentes, alguns achados confirmaram a possibilidade de participagéao de
AT2R na modulagdo do transporte idnico em tecido renal, através de
técnicas de microinfusao intersticial direta de agentes farmacologicos sem
influenciar a hemodinadmica ou alterar secrecées hormonais. Observaram
que o bloqueio intrarenal de AT1R induziu uma resposta natriurética
significativa que foi abolida com a coinfusdo de antagonista PD123319
(antagonista especifico de AT2R). Estes achados sustentam a
possibilidade de modulagcdo do transporte de K+ pelo receptor AT2R
apresentado no presente trabalho, no qual a perfusdo de Angiotensina Il
associada ao PD123319 resultou no incremento ou na reversdo da
inibicdo do JK+ comparado a Angiotensina perfundida isoladamente
(Figura 15).

Apesar de existir poucas evidencias das vias de
sinalizagao celular desencadeadas pelo receptor AT2, mostrou-se que
esta proteina esta acoplada ao subtipo Gi da proteina G (Carey et al.,
2000) sendo altamente expresso durante o desenvolvimento fetal e,
apos o nascimento, sua expressao diminui significativamente (Horiuchi,

et al., 1999). Em certas condigbes, como lesdo vascular e infarto do
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miocardio, o receptor AT2 pode ser re-expresso no leito vascular (Horiuchi
et al, 1999), atuando como um mecanismo compensatorio, que
antagoniza as agbes mediadas pelo AT1(Nakajima et al., 1995). A ligacao
da Ang Il aos receptores do tipo AT2 induz a apoptose vasodilatagao e a
efeitos anti-proliferativos (Tsuzuki, et al., 1996), ou seja, acdes
antagébnicas aquelas observadas apos ligacéo ao receptor AT1. Uma das
principais vias de sinalizagao envolvida com a ativagdo dos receptores
AT2 ¢é a das proteinas tirosina fosfatases, responsaveis pela
desfosforilagdo de algumas proteinas da via das MAPK (Bottari et al.,
1992; Horiuchi et al., 1999). Além disso, a interagdo da Ang Il com este
receptor ativa a via de producdo do NO (Siragy e Carey, 1997) e
GMPc (Siragy e Carey, 1996), vias estas envolvidas no processo de
relaxamento de células musculares lisas e, consequentemente,
vasodilatagcdo. Ainda em relacdo as vias de sinalizacao, estudos recentes
demonstraram que o receptor AT2 é capaz de ativar a via da PI3K/Akt, a
qual envolve a sintese de NO (Caruso-Neves et al., 2005).

Tem sido discutida na literatura a comunicagao existente
entre os receptores AT1 e AT2. Pesquisadores demonstraram que o
receptor AT2 sofre heterodimerizagdo com o receptor AT1 e esta
dimerizagao antagoniza os efeitos promovidos pelo AT1, independente da
ativagao e sinalizagao do receptor AT2, ou seja, o receptor AT2 pode ser
ativado mesmo na auséncia da Ang Il (Abdalla et al., 2001). Outro grupo
de pesquisadores (Galindo et al.,, 2005) também mostrou que a co-
expressao dos receptores AT1 e AT2 em fibroblastos humanos oferece
um mecanismo de resisténcia a Ang Il. Embora os achados sobre os
efeitos do balango entre os receptores AT1 e AT2 ainda sejam
prematuros, o melhor entendimento desse mecanismo podera oferecer
subsidios para compreender o papel do SRA em tecidos que co-
expressam os receptores AT1 e AT2 de maneira semelhante e que

podem ser ativados na auséncia de Ang Il.
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Diante do exposto, podemos inferir que a reversdo dos
efeitos da Angiotensina na secreg¢ao distal de potassio na presenga de
PD123319 no presente trabalho poderia decorrer de efeito semelhante
aos observados por tais pesquisadores, neste sentido estamos realizando
atualmente experimentos de microperfusdo utilizando bloqueadores de
AT1R e AT2R no intuito de estudar a possivel interagao destes receptores
no processo de transporte de K+ pelo epitélio distal renal.

Czekalski et al. (1996), por sua vez, relataram uma linha
de células humanas, oriundas de DCC que apresentam caracteristicas
morfolégicas e biofisicas similares as células principais, as quais
expressam um receptor AT4 especifico. Uma vez que a sinalizagcao
celular promovida por este receptor na presenca de Angiotensina Il (ou de
seus fragmentos, como Ang IV) envolve a génese de AMPc (Ardaillou,
1999; Hamilton et al., 2001, Wright et al., 2001) este segundo mensageiro
poderia modular o transporte de agua e de ions, e assim resultar na
inibicdo de canais de baixa condutancia para potassio como observado
neste trabalho. Observamos uma reducdo significativa no JK+ na
presenca de AMPc e reversdo desta inibicdo durante perfusdo de
antagonista de PKA. Assim sendo, existe a possibilidade de parte dos
efeitos inibitérios da Angiotensina se relacionarem também com esses
tipos de receptores caso sejam expressos em membrana luminal em
células tubulares do segmento final do néfron em ratos.

No entanto, nossos dados s&o consistentes com a
presenca de receptores AT1 mediando o efeito luminal da Angiotensina Il
sobre transporte de K+ no tubulo distal, ja que a adicdo de Losartan ou
Candesartan, bloqueadores especificos do receptor AT1, reverteram a
inibicdo de JK+ pelo agente hormonal. Em favor desta hipotese, foi
descrito que a Angiotensina presente luminalmente inibe a atividade dos
canais ROMK em DCC isolados de ratos através de receptor AT1 (Wang
e Giebisch, 2000; Wei et al., 2007). Este efeito foi observado quando os

animais foram submetidos a restricido de K+ na dieta, o que reduziu a
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densidade de canais de baixa condutancia para K+ na membrana apical.
Entre as possiveis vias envolvidas nesta regulacdo foi relatada a via
dependente de PKC e PTK (Wang e Giebisch, 2000; Wei et al., 2001;
Zeng et al., 2003; Sterling et al., 2004, Wang et al., 2010). A via da PKC
inibe a atividade dos canais tipo ROMK possivelmente por internalizar a
proteina ou reduzir algum fosfolipide requerido para manter o estado do
canal aberto (PIP2) enquanto a PTK esta envolvida na deplegdo de
potassio e atividade de outras proteinas de regulagdo como cSrc a qual
fosforila 0 canal ROMK aumentando sua endocitose.

Dessa forma, o efeito inibitério da Angiotensina sobre o
transporte de Potassio pelo epitélio final do néfron observado no presente
trabalho, pode estar acoplado (pelo menos em parte) a sua agéo sobre
canais de baixa condutancia presentes em membranas luminais durante
as perfusdes contendo este agente peptidico.

Em outra linha de raciocinio, sabe-se que a ligagdo da
Angiotensina em receptor AT1R pode induzir a ativagdo de multiplas
cascatas de sinalizagdo celular. Tem sido evidenciado que alguns
agentes hormonais, como bradicinina, vasopressina, e a propria
Angiotensina, poderiam afetar o transporte de eletrolitos através do
estimulo da sintese de prostaglandinas, e no caso do territério renal, o
principal prostandide envolvido nestas agdes seria a PGE2 (Zusman et al.,
1980; Holt e Lechene, 1981 | e Il). As Prostaglandinas (PG) compreendem
uma diversificada familia de lipideos biologicamente ativos, derivados do
metabolismo do acido araquiddnico, pela acao da ciclooxigenase (Cox). O
rim é particularmente uma fonte rica destes prostandides, sendo a PGE2
seu maior metabdlito renal, atingindo concentragao urinaria da ordem de
nanomolar, enquanto na circulacdo sua concentracdo € bem menor, na
faixa de picomolar (Dunn e Hood, 1977; Bonvalet et al., 1987). A
producdo local pode ser estimulada por varios hormdnios como a
Angiotensina, e por outro lado os prostandides modulam também a agao

destes hormdnios (Breyer et al., 1996). As prostaglandinas regulam a
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hemodinadmica renal e existem evidéncias de sua acédo no transporte de
solutos e agua (Morduchowicz, 1991, Musa-Aziz et al., 2005),
apresentando efeitos distintos sobre células alvo do tecido renal,
dependendo particularmente do tipo de receptor presente nas membranas
celulares, denominados EP1, EP2, EP3 e EP4.

Dos quatro subtipos, o EP3; parece ser o mais ubiquo. O
RNA mensageiro do receptor EP3 é muito expresso em rim e utero, e é
expresso também em estébmago, timo, baco, pulméo, e cérebro (Sugimoto
et al., 1992). Takeuchi et al. (1993), clonou receptor EP3 em rato e
examinou a distribuicdo de seu mMRNA em rim através de transcrigao
reversa e PCR, em segmentos de néfrons dissecados. Seus resultados
indicam que estes receptores sdo expressos em segmento espesso da
alca de Henle e ducto coletor no cortex e na medula renal.

Por outro lado, demonstrou-se que a Cox (1 e 2) é
expressa em DCC (Yang et al., 1998). Wang e Giebisch (2009) relataram
que a restricdo na dieta de potassio estimula a expressao de Cox 2 e
também a produgédo de PGE2 no tecido renal e ainda que a PGE2 inibe
os canais ROMK através da via dependente de PKC e MAPK. Outro
aspecto interessante relatado, em fungdo da restricdo de K+ na dieta,
seria 0 estimulo a producao de renina, o qual aumenta a produgao de
PGE2 (Sealey et al., 1970; Saikaley et al., 1986; Ray et al., 2001) e desta
forma, tal mecanismo poderia apresentar um papel biolégico de regulagao
celular que envolveria a supressdo dos canais de K+ apicais durante a
reducao de ingesta deste ion pelo organismo.

Assim, realizamos experimentos de microperfusdo renal
direcionando a possibilidade de a Angiotensina atuar no transporte de
potassio, indiretamente, através do estimulo a producdo de PGE2, neste
segmento tubular. Observamos uma forte inibicdo do JK+ (ao redor de
50%) ao passo que o horménio na presenga de Indometacina (bloqueador

especifico da Ciclooxigenase) reverteu este processo, sugerindo que
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parte dos efeitos da Angiotensina poderiam estar relacionados a presenca
de PGE2.

Nao foi evidenciada, até o presente momento, a
identidade do receptor de PGE2 envolvido neste processo. Todavia,
existem evidencias que este prostandide poderia estar atuando na
reducdo do fluxo secretério de potassio, através da ativacao de
receptores EP3; acoplados a proteina Gi, diminuindo os niveis de
AMPciclico. Este segundo mensageiro e a proteina quinase A (PKA)
relaciona-se fortemente com o aumento da condutancia ibnica pelos
canais luminais de pequena condutancia para o potassio (Cassola et al.,
1993). Porém, nossos dados demonstraram que na presenga de AMPc
e/ou na inibicdo da PKA, ocorreu reducao do fluxo de K+, ilustrando a
complexidade das acdes da Angiotensina neste segmento tubular. Por
outro lado, sabe-se que a PGE, pode acoplar-se a outros tipos de
proteina G, como a proteina G4, aumentando os niveis de fosfolipase C,
com aumento de proteina quinase C (inibidora dos mesmos canais de
baixa condutancia), e subseqiliente aumento de Ca’" intracelular.
Entretanto, em experimentos anteriores, mostramos que o estimulo da via
ligada a PKC e os niveis de calcio intracelular, ativam os canais de grande
condutancia para o K+ e assim decorre o estimulo no fluxo secretério de
potassio (Amorim e Malnic, 2000; 2004).

Por outro lado, Sakairi et al. (1995), em estudos de
microperfusao isolada de DCC, demonstraram pela primeira vez que a
PGE; aplicada luminalmente modula o transporte iénico em ducto coletor
de coelho, causando uma hiperpolarizacdo provavelmente associada a
via do receptor EP4, insensivel a Butaproste (agonista EP;,). O receptor
EP4, por sua vez, esta envolvido no estimulo de AMPc, o que promoveria
o0 aumento da permeabilidade osmadtica observado no trabalho destes
autores.

Acreditamos que novos estudos sejam necessarios para

definir as vias de transdugao de sinal celular, com maior precisdo, no
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intuito de estabelecer a importéncia fisioldgica dos efeitos luminais da
Angiotensina Il no transporte de K+, embora esteja claro sua participagao
na condigdo de restricdo de potassio com a inibicdo de canais de baixa
condutancia deste cation. Por outro lado, se justifica o achado clinico do
aumento da excrecdo de potassio na urina quando da utilizagdo
terapéutica de losartan.

Nas figuras 15, 16 e 17, esquematizamos as principais
vias correlacionadas com nossos resultados, as quais sugerem a
participacdo de pelo menos 3 eventos celulares ligados aos efeitos
luminais da Angiotensina |l na manutencdo da homeostasia do K+ no

epitélio tubular em segmento final do néfron.
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FIGURA 15 - llustragao da via de sinalizagao celular envolvida no acoplamento
da Arginina Vasopressina (a esquerda) e da Angiotensina Il (a
direita) através do receptor AT1.
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FIGURA 16 - llustracdo da via de sinalizagao celular envolvida no acoplamento
da Angiotensina Il (a direita) ao receptor AT2.
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FIGURA 17 - llustracdo da via de sinalizacao celular envolvida no acoplamento
da Angiotensina Il e posterior estimulo de sintese de PGE2.



6 CONCLUSOES

a)

b)
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os resultados do presente trabalho indicam que a
Angiotensina inibe a secre¢do de potassio no
segmento final do néfron;

a reversado dos efeitos observados pela Angiotensina
na presencga de Losartan sugere que o AT1R participa
neste processo de transporte;

a reversado dos efeitos observados pela Angiotensina
na presenga de PD 123319 sugere que o AT2R pode
também participar neste processo de transporte;

a via AMPc — PKA parece mediar o efeito da
Angiotensina Il na regulagao distal de potassio;

o efeito da PGE2 foi similar aos resultados obtidos
pela Angiotensina, sugerindo a possibilidade de efeito
adicional de outras vias de sinalizagao celular
envolvidas na regulagdo do transporte de K+ em

tubulos distais.
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ABSTRACT

The effect of luminal ANGII on K+ secretion by late distal tubule (connecting
segment and initial cortical collecting duct) was studied using “in vivo”
stationary microperfusion and K-sensitive microelectrode techniques. Luminal
perfusion of ANG Il reduced Jk+ from a control value of 0.90+0.19 (n=12)
nmol/cm2.s to 0.51+£0.05, n=9, (10-12M), 0.70+0.22, n=27 (10-11M) and
0.6370.08, n=12 (10-9M) nmol/cm2.s (p<0.05 by paired t-test). However, high
doses of ANGII (10-6M) had no significant effect on Jk+. Losartan 10-6M, a
non-peptide AT1 receptor blocker, reverted the inhibitory effect of ANGII. To
test the possibility that the PLA2/arachidonic acid/PGE2 pathway, which had
been shown to inhibit other transport mechanisms, is involved in  ANGII-
mediated cellular signaling cascades, PGE2 was perfused luminally (Jk+
control = 0.93#0.08, n=12 nmol/cm2.s; 10-9M PGE2, Jk+ = 0.55+0.05, n-12;
10-6M PGE2, Jk+ = 0.47+0.04), n=12; both doses reduced K+ secretion
significantly (p<0.01). Perfusing with Indomethacin, an unspecific blocker of
the PLAZ2/arachidonic acid/PGE2 path, (10-6M), plus ANG Il (10-9M), JK+
increased to 0.95+0.12 (n=13) nmol.cm-2.s-1 compared to ANG Il alone (Jk+ =
0.63#0.05, (n=13) nmol/cm2.s, p<0.05). During Iluminal perfusion with
Indomethacin alone, no significant effect on K+ secretion was seen (Jk+ control
= 0.73#0.05 (n=10) nmol/cm2.s, 10-6M INDO Jk+ = 0.63+0.07 (n=10), P>0.19.
In conclusion, ANG |l is able to regulate distal K+ secretion when applied to the
tubule lumen, probably via AT1 receptors; it is suggested that the signalling
path of the inhibitory effect of ANG Il may involve PLAZ2/arachidonic acid/PGE2.

Key words: Microperfusion; Angiotensin; Distal Tubule; K+ Channel; Kidney.



