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RESUMO

FONSECA, Leonardo Marques. Avaliagao do estudo do papel fisiolégico
da proteina ABCC1 no rim. Rio de Janeiro, 2008. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

A proteina ABCC1 foi identificada em 1992 em células de cancer de
pulmao, sendo prontamente associada ao fendtipo de resisténcia a multiplas
drogas. Sete anos depois foi mostrada sua presenga no néfron, mais
precisamente nas membranas basolaterais do tubulo distal reto e do ducto
coletor, ndo desempenhando qualquer fungdo na excrecdo de xenobidticos.
Considerando a falta de correlagdo aparente entre: 1) sua capacidade de
transportar glutationa, uma molécula importante para a manutengcdo do
potencial redox das células, 2) a alta resisténcia do epitélio tubular dos
segmentos do néfron onde a ABCC1 esta presente, e 3) a baixa probabilidade
de ai participar de processos secretorios, o presente estudo foi delineado com
0 objetivo de investigar o possivel papel da ABCC1 nestes segmentos do
néfron. Para tanto foi utilizado o modelo experimental constituido pelas células
embrionarias renais de macaco da linhagem Ma104 submetidas a condi¢des de
hiperosmolaridade. A medida da atividade ATPasica da ABCC1é reduzida pela
elevacdo da osmolaridade do meio promovida pela adicao de NaCl, uréia, NaCl
+ uréia e manitol (CTR 12,4 + 2,1; NaCl 7,3 + 1,4; Uréia 6,5 + 2,1 NaCl + Uréia
51 £ 2,8; Manitol 4,7 £ 2,6, p<0,01). Observamos que o aumento da
osmolaridade, principalmente com o uso de cloretos de sddio e colina, reduz a
viabilidade das células, de acordo com o ensaio de MTT (CTR 0,76 + 0,01;
NaCl 0,24 + 0,04; Uréia 0,46 + 0,01; Manitol 0,59 + 0,06; Cloreto de Colina 0,23
+ 0,08). Também foi verificado que o tratamento com BSO, conhecido inibidor
da sintese de glutationa, sensibiliza as células a incubagdao com cloreto de
sédio ou cloreto de colina (NaCl 0,24 + 0,02; NaCl + BSO 0,10 £ 0,01; Cloreto
de Colina 0,25 + 0,05; Cloreto de Colina + BSO 0,11 + 0,02). Os resultados
sugerem um papel da ABCC1 na resisténcia ao dano oxidativo provocado por
elevagao da osmolaridade, provavelmente atuando como reguladora dos niveis
de glutationa reduzida e oxidada.

Apoio Financeiro: FAPERJ, CNPq, Programa de Oncologia — FAF-ONCO II.



ABSTRACT

FONSECA, Leonardo Marques. Evaluation of the study of the phisiologycal
role of ABCC1 protein in the kidney. Rio de Janeiro, 2008. Dissertation
(Master’s in Biological Sciences - Phisiology) — Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

The ABCC1 protein was identified in 1992, in lung cancer cells, quickly
being associated to the multidrug resistance phenotype. Seven years later it
was shown to be present in the nephron, more precisely in the basolateral
membranes of both the straight distal tubule and the collecting duct, not being
responsible for xenobiotics excretion. Considering the apparent lack of
correlation between: 1) it's capacity to transport glutathione, an important
molecule to the maintenance of redox potential of cells, 2) the great resistance
of the tubular epithelium where ABCC1 is found, and 3) the low probability of
taking part in secretory mechanisms, the present study was designed with the
goal of investigating the possible role of ABCC1 in these nephron segments.
For this, the embryonary kidney monkey cells, Ma104 exposed to hyperosmolar
conditions was used as an experimental model. ATPase activity measurement
assays have shown that the raising the medium’s osmolarity leads to a
decrease in the ATPase activity exhibited by ABCC1 (CTR 12,4 £ 2,1; NaCl 7,3
t+ 1,4; Urea 6,5 = 2,1 NaCl + Urea 5,098 + 2,8; Manitol 4,658 £ 2,6, p<0,01). We
also observed that raising the osmolarity, especially by the use of sodium and
choline chlorides, reduced the cells’ viability according to the MTT assays (CTR
0,76 £ 0,012; NaCl 0,24 £ 0,04; Uréia 0,46 £ 0,01; Manitol 0,59 + 0,06; Choline
Chloride 0,23 £ 0,08), and also, that the pre-treatment with BSO, a known
inhibitor of glutathione synthesis promoted sensitization to the incubation with
sodium or choline chloride (NaCl 0,24 + 0,02; NaCl + BSO 0,10 + 0,01; Choline
Chloride 0,25 + 0,05; Choline Chloride + BSO 0,11 £ 0,02). Results suggest a
role for ABCC1 in the resistance to the oxidative stress provoked by the rise is
osmolarity, probably acting as a regulator of reduced and oxidized glutathione
levels.

Financial Support: FAPERJ, CNPq, Programa de Oncologia — FAF-ONCO II.
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INTRODUCAO

“What we call the beggining is often the end.
And to make an end is to make a beginning.
The end is where we start from.”

T. S. Elliot



1. INTRODUGAO

As proteinas ABCB1 (glicoproteina P), ABCG2 (BCRP) e ABCC1
(MRP1) sao as principais moléculas transportadoras responsaveis pelo fenétipo
de resisténcia a multiplas drogas em células tumorais. Apesar de muito
estudadas no cancer, seu papel fisiolégico ainda ndo é bem conhecido. Logo
apos a descoberta da expressdo dessas proteinas no rim, acreditava-se que
sua principal fungéo neste 6rgao fosse a secre¢cao de xeno e endobidticos para
a urina, o que se mostrou verdade para as proteinas ABCB1 e ABCG2, cujo
principal sitio de expressdo € a membrana apical do tubulo proximal. No
entanto, a localizagdo da proteina ABCC1 na membrana basolateral e no
citoplasma de células do tubulo distal reto e do ducto coletor mostrou-se
totalmente contraria a hipotese de uma atividade secretora. O presente
trabalho visa a contribuir para o entendimento do papel fisiolégico da proteina

ABCC1 (MRP1) em células renais.

1.1. A Superfamilia ABC

Transportadores da superfamilia ABC (ATP-binding cassete) valem-se
da energia liberada pela hidrolise de ATP para bombear um grande numero de
compostos diferentes através de membranas biologicas. Esta superfamilia
comegou a ser estudada na década de 70, quando transportadores
dependentes de ATP responsaveis pela entrada de nutrientes no periplasma de
bactérias gram-negativas foram descobertos. O termo ABC, no entanto, so foi

implementado na década de 1990 (DAVIDSON, MALONEY, 2007).



A superfamilia de transportadores ABC é composta por proteinas
responsaveis pela translocagdo de uma grande variedade de moléculas através
de membranas intra e extracelulares. A gama de substratos da superfamilia
inclui metabdlitos, lipidios e drogas exdgenas. A superexpressao de
determinados transportadores ABC €& comumente observada em tumores
multiresistentes e em células tumorais em cultura. Mutagbes em um grande
numero de membros da familia ABC ja foram associadas a diversas doengas,
incluindo fibrose cistica, hiperinsulinemia, degeneragdo muscular e doenga de
Tangier (DEAN, HAMON, CHIMINI, 2001).

Os genes da superfamilia ABC compdem a maior familia de proteinas
transmembranares. Em humanos, essa superfamilia apresenta um total de 49
membros, sendo estes organizados em sete subfamilias distintas e
organizadas de “A” a “G”, diferenciadas entre si através da homologia relativa
entre as mesmas (COLE, DEELEY, 2006). Esses transportadores utilizam a
energia liberada pela molécula do ATP para transportar varias moléculas
através de membranas celulares. Os transportadores sao incluidos nesta
familia de acordo com a sequéncia e organizagao de seus dominios de ligagao
ao ATP ou de ligagdo a nucleotideos (NBD, do inglés nucleotide binding
domain). Os NBDs apresentam trés sequéncias conservadas, Walker A e B e
uma sequéncia C, de assinatura comum a todas as proteinas ABC (Figura 1)

(DEAN, 2002).



A Tre Dominio
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Figura 1: Diagrama basico de um transportador ABC. Adaptada de DEAN,
2002.

O ndcleo dos transportadores ABC é composto por dois pares de
unidades, sendo um par de subunidades transmembranares, que forma o canal
propriamente dito, e um par de subunidades periféricas, que é responsavel pela
ligagdo e hidrolise do ATP. Essas subunidades podem ser efetivamente
subunidades separadas ou compor apenas dominios em um polipeptideo
maior. Em organismos procariotos, a maior parte destes transportadores &
sintetizada de forma a apresentar os quatro dominios separados, enquanto que
em eucariotos é mais comum que se encontrem peptideos compostos de um
dominio transmembrana e um dominio de ligagdo a nucleotideo (NBD). Assim,
o transportador funcional € um homo ou heterodimero (DAVIDSON,
MALONEY, 2007).

A atividade dos transportadores ABC requer cooperagao entre seus dois
NBDs. A ligacdo do ATP se da nos sitios ativos formados entre as regides
Walker A e B de um dominio e a regido C do dominio complementar. No caso
de transportadores como o ABCC1 (MRP1), os dois dominios NBD s&o

funcionalmente diferentes, sendo que o NBD 1 apresenta uma maior afinidade



por ATP, enquanto o NBD 2 possui maior capacidade de hidrolise (COLE,
DEELEY, 2006). A ligacdo do ATP coincide com a rotagdo de um subdominio
helicoidal relacionado ao subdominio de ligagdo de nucleotideos, causando
uma alteragdo conformacional que aproxima a regido C do dominio de ligagéo
de ATP da subunidade oposta. Portanto, a ligacdo da molécula de ATP
também ¢é responsavel pela dimerizacdo da proteina ABC (DAVIDSON,
MALONEY, 2007).

Durante a ultima década, foi estabelecido que o efluxo ativo de
moléculas conjugadas a GSH e outros metabdlitos conjugados ocorreriam
principalmente através de um subtipo de proteinas da familia ABC,

denominado ABCC.

1.2. A proteina ABCC1 (MRP1)
A ABCC1 (MRP1) (Figura 2), juntamente com cerca de outros 10
transportadores presentes na espécie humana, incluindo o canal de cloreto

(CFTR) e os receptores de sulfoniluréia (SURs), formam a familia MRP ou

ABCC.

C MRP1/ABCC1

Figura 2: Estrutura da proteina ABCC1. Adaptada de GOTTESMAN, FOJO,
BATES, 2002; MULLER et al., 2002.



A ABCC1 foi identificada pela primeira vez por Cole et al. em 1992, em
células de carcinoma de pulm&o H69AR, sendo associada a um largo espectro
de resisténcia a terapia antitumoral apresentado por essas células, incluindo
um grande numero de agentes citotoxicos e oxianions de metais pesados. Um
fato interessante, no entanto, € a sensibilidade apresentada pela linhagem
frente a butionina sulfoximina (BSO), um inibidor da sintese de GSH (DEELEY,
COLE, 2006). Inicialmente, recebeu a designagao de MRP (do inglés “multidrug
resistance-related protein”). Posteriormente, com a descoberta de outras
proteinas da mesma subfamilia, foi renomeada MRP1 e, mais recentemente,
foi renomeada ABCC1, termo que sera utilizado no decorrer do presente texto.

Apresentando um peso molecular de 190 KDa, a ABCC1 é altamente
expressa em varias linhagens de células tumorais resistentes e € o unico
transportador da familia MRP sobre o qual ha evidéncias substanciais acerca
do seu papel no insucesso da quimioterapia do cancer. A ABCC1 é expressa
moderadamente em quase todos os tecidos normais com exceg¢ao do figado,
onde é pouco expressa (COLE, DEELEY, 2006). E expressa com maior
intensidade em pulm&o, rim, intestino, cdlon, bacgo, testiculos, células
musculares e epiteliais e astrocitos (FLENS et al., 1996).

Esta proteina € também expressa em praticamente todas as células do
sangue periférico, incluindo heméacias (ABRAHAM et al., 2001; LAUPEZE et al.,
2001a; LAUPEZE et al., 2001b). Nas células do sistema imunoldgico, a
expressao mais alta de ABCC1 foi encontrada nos linfocitos T CD3+ e CD4+
(LEGRAND et al., 1996) e ja foi mostrado que sua expressdo aumenta em
linfécitos T ativados (LOHOFF et al., 1998). Estudos recentes sugerem que

esta proteina desempenhe um papel importante no processo de maturagao



timica, pois além de ser fortemente expressa em timdcitos imaturos, sua
inibicdo induz a expressao de CD4+ e CD8+ em células indiferenciadas de
timoma murino (ECHEVARRIA-LIMA et al.,, 2005; LEITE et al., 2006). Esta
proteina parece ter uma grande importancia no sistema imune, pois é capaz de
secretar mediadores inflamatérios, como leucotrieno C4 e prostaglandinas A2 e
J2. (EVERS et al., 1997; PAUMI et al., 2003; KARWATSKY et al., 2005;
MUELLER et al., 2008).

A ABCC1 esta envolvida no transporte de uma imensa gama de
substratos, incluindo desde moléculas de ocorréncia natural no organismo,
como 17B-estradiol e prostaglandinas, a antibi6ticos, toxinas e antineoplasicos.
De maneira geral, essas substancias sao transportadas conjugadas a
glutationa, glucoronide e sulfato (MULLER et al., 1994; DEELEY, COLE, 2006;
DEELEY, WESTLAKE, COLE, 2006). A tabela 1 apresenta exemplos de
diversas substancias transportadas pela ABCCA1.

A ABCC1 também aparenta ter um papel importante na manutencao do
potencial de oxi-redugao celular, pois € capaz de transportar tanto glutationa
reduzida (GSH) como oxidada (GSSG) (YAMANE et al., 1998; HIRRLINGER et
al., 2001). O transporte de glutationa parece ser de fundamental importancia
para a sobrevivéncia celular e esta associado a processos de apoptose
(FRANCO, CIDLOWSKI, 2006). Estudos mostraram aumento do efluxo de GSH
mediado por ABCC1 em células astrociticas em situacdo de estresse
(HIRRLINGER et al., 2001) e, mais recentemente, que o efluxo de GSSG pela
ABCC1 causa uma perturbagao no estado redox que pode promover apoptose
nas células endoteliais (MUELLER et al., 2005). Esses mesmos autores

sugeriram que a ABCC1 tem um papel fundamental na génese de diversas



anomalias vasculares que acompanham a hipertensdo e que sua presenca no
endotélio é essencial para a resposta hipertensiva a angiotensina Il (WIDDER
et al., 2007), possivelmente devido a sua capacidade de transportar leucotrieno
C4, que seria o responsavel pela produgcao de espécies reativas de oxigénio no
musculo liso vascular (MUELLER et al., 2008).

Em 1996, um grupo holandés decidiu estudar as caracteristicas de
transporte da ABCC1 em células polarizadas usando, para tanto, células LLC-
PK1, de epitélio renal de porco, transfectadas com o cDNA da ABCC1. Ao
contrario do que se esperava, essa proteina foi encontrada ndo na membrana
apical, como é o caso, por exemplo, da ABCB1, também encontrada no rim,
mas sim na membrana basolateral, sendo responsavel pelo transporte de
substancias para o lado intersticial, ao invés do suposto papel de secregao
para a luz dos tubulos renais (EVERS et al., 1996). Esses resultados foram
confirmados por estudos realizados em camundongos (PENG et al.,, 1999),
onde foi mostrada sua presenga no citoplasma e na membrana basolateral

somente do tubulo distal reto e do duto coletor.

Tabela 1: Substancias transportadas pela MRP1 (ABCC1). Adaptada de
DEELEY, COLE, 2006.

Classe do Composto Exemplo

Drogas/Xenobiéticos

Antineoplasicos Antagonistas do acido félico (metotrexato, edatrexato,
ZD1694), Antraciclinas (doxorubicina, daunorubicina,
epirubincina, idarubicina), Alcaldides (etoposideo,
vincristina, vinblastina, paclitaxel, irinotecan, SN-38),
Antiandrogéneos (flutamida, hidroxiflutamide)

Antivirais Saquinavir, ritonavir
Antibidticos Difloxacina, grepafloxacina
Metaloides Arsenito sodico, Arseniato soédico, antimoniato de

potassio, tartarato de antiménio e potassio




Sondas fluorescentes Calceina, Fluo-3, BCECF, SNARF
Toxinas Aflatoxina B1, methoxiclor, fenitrotion, clorprofame
Conjugados a drogas e xenobidticos

Conjugados a GSH 2,4-dinitrofenil-SG, bimane-SG, N-etiimaleimida-SG,
doxorubicina-SG, tiotepa-SG, ciclofosfamida-SG,
melfalana-SG, clorambucil-SG, acido etacrinico-SG,
metolaclor-SG, atrazina-SG, sulforafana-SG, aflatoxina
B1-ep6xido-SG, 4-nitroquinolina-1-oxide-SG, As(SG)3

Conjugados a glucoronide Etoposideo-Gluc, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1
butanol (NNAL)-3b-OGluc, SN-38-gluc, 4
metilumbeliferil3-D-gluc, 6-hidroxi-5,7-dimetil-2-
metilamino-4-(3-piridilmetil) sulfato de benzotiazol
(E3040S)-Gluc

Metabdlitos de ocorréncia natural

Conjugados a GSH Leucotrieno C,, prostaglandina A,-SG, 15-deoxi-A'>"*
prostaglandina J,-SG, hidroxinonenal-SG

Conjugados a glucoronide 17B-estradiol-173 —D-gluc, glucoronosilbilirrubina, bis-
glucoronosilbilirrubina, iodeoxicolato-6-a-Gluc

Conjugados a sulfato Estrona 3-sulfato, sulfato de dehidroepiandrosterona,
sulfatolitocholate

Folatos Acido félico, L-leucovorina
Peptideos GSH, GSSH
Outros Bilirrubina

O fato da ABCC1 estar envolvida no fendtipo de resisténcia a multiplas
drogas em linhagens tumorais, aliado ao fato de que no rim sua localizagao se
da na membrana basolateral do epitélio tubular, fez com que estudos
subsequentes sobre o papel desta proteina neste 6rgao fossem praticamente
abandonados por mais de uma década. Na realidade, tudo o que se sabe até o
momento sobre sua presenga no rim € que o principal sitio de expressao da
ABCC1 é o segmento distal reto, juntamente com o ducto coletor, regides onde
foi confirmada a presenca desta proteina no citoplasma e na membrana

basolateral (PENG et al., 1999).
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1.3. Inibidores da ABCC1

Sendo a ABCC1 intimamente associada ao fendtipo de resisténcia a
multiplas drogas em linhagens de células tumorais, esta proteina € apontada
como um dos responsaveis pelo insucesso de protocolos de quimioterapia em
tratamento de tumores malignos que a super-expressam, levando esses
pacientes a apresentarem progndsticos pouco encorajadores (PAJICA et al.,
2005). E natural, portanto, a busca de moléculas capazes de inibir sua fungao,
assim como o desenvolvimento de novas drogas que nao sejam substrato para
essa proteina. A indometacina, MK571, o benzotipeno LY329146, a quinolona
difloxacina, o andlogo de dihidropiridina NIK250 e os &cidos organicos
benzobromarona (HOOIJBERG, 2004) e probenicida (LEITE, 2007) sao
exemplos de inibidores da ABCC1 identificados in vitro. Aprovada em estudos
de fase |, a bisbenzilbenzoquinolona CBT-1® atua como inibidor do transporte
mediado ndo so6 pela ABCC1, mas também por outros membros da
superfamilia ABC, como a ABCB1 (P-gp) e ABCC2 (BCRP) (OLDHAM, REID,
BARNETT, 2000). Atualmente esta molécula esta sendo testada em estudos de
fases Il e lll. Experimentos realizados em células embrionarias renais humanas
HEK293 transfectadas como o gene da ABCC1, mostraram que o CBT-1® inibe
o transporte de calceina mediado pela ABCC1 de maneira semelhante ao
MK571 (ROBEY et al., 2008).

A figura 3 mostra a estrutura dos inibidores da ABCC1 usados no

presente trabalho.
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Figura 3: Estrutura de alguns inibidores do transportador ABCC1. 1 —
indometacina; 2- MK571; 3- L-S-BSO. Retiradas de GEKELER et al., 1995;
HAMILTON, WU, BATIST, 2007; LUCIO et al., 2008.

A indometacina é um antiinflamatério ndo esteroidal ndo especifico
(inibindo ambas as isoformas da ciclooxigenase). Desenvolvida em laboratorio,
comecgou a ser utilizada na década de 60 no tratamento da artrite reumatoide.
(ROBERTS, MORROW, 2003). Ensaios realizados em células Sf9 de ovario de
Spodoptera frugiperda (lagarta-militar) transfectadas com o gene da ABCC1
mostraram que a indometacina inibe a atividade ATPasica da ABCC1 (BAKOS
et al., 2000).

Como a ABCC1 transporta moléculas conjugadas a glutationa ou em co-
transporte com a mesma, os niveis intracelulares de GSH s&o importantes para

que a proteina consiga manter sua fungdo. A glutationa é sintetizada a partir de



12

aminoacidos, através de duas reacdes mediadas por enzimas citosodlicas: a y-
glutamil-cisteina sintetase (y-GCS) e a GSH sintetase (GRIFFITH, 1999;
RAHMAN, 2005). Na presenga de Mg*Z-ATP, a L-butionina-S-sulfoximina
(BSO) liga-se fortemente, embora ndo por ligacdo covalente, ao sitio ativo da y-
GCS, inibindo, portanto, a sintese de GSH (ANDERSON, 1998; FOJO, BATES,
2003). O BSO é tratado como um inibidor irreversivel, ja que todas as células
apresentam Mg*"?-ATP. No entanto, o BSO eventualmente se dissocia da
enzima se a exposic¢ao for descontinuada. No entanto, essa dissociagédo ocorre
muito lentamente, a uma de cerca de 1 a 3% por hora (GRIFFITH, 1999).

O MKS&71 foi inicialmente descrito como um antagonista de leucotrienos
D4 (LTD4) e C4 (LTC4) (JONES et al., 1989; GEKELER et al., 1995), por sua
capacidade de inibir o receptor de cistenil leucotrienos do tipo | (cysLT+R),
tendo sido inclusive usado em testes clinicos como uma potencial droga para o
tratamento de asma (HARRIS et al., 1995). O cysLT+1R apresenta, no entanto
uma afinidade cerca de 350 vezes maior para o LTD4 (ROVATI, CAPRA, 2007).
Mais tarde, verificou-se que era um inibidor da ABCC1 (GEKELER et al., 1995).
Dados obtidos a partir de experimentos realizados em astrécitos em cultura
mostram que em concentragdes elevadas (50uM) o MK571 inibe o efluxo de
GSH, enquanto que em concentragdes baixas (1 yM) aumenta o efluxo deste

tripeptideo (MINICH et al., 2006).

1.4. O Rim - Caracteristicas anatomo-funcionais

Os rins sdo orgaos retroperitoniais concavos localizados em ambos os
lados da parte posterior do abdémen. O rim humano pesa cerca de 125a 170 g

em um homem adulto e de 115 a 155 g em mulheres.
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O néfron é a unidade funcional do rim e cada rim apresenta cerca de um
milhdo de néfrons. Ha dois tipos principais de néfron: os corticais, que
apresentam alga de Henle curta, e os justamedulares, que apresentam alga
longa. Os componentes essenciais do néfron sdo: o corpusculo renal (formado
pela capsula de Bowman e glomérulo), o tubulo proximal, a alga de Henle (que
compreende o trecho reto do tubulo proximal, os segmentos finos e o tubulo
distal reto) e os tubulos conector e coletor, sendo que este pode se dividir em

cortical e medular (Figura 4).
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Figura 4: Esquema do néfron. Adaptado de AIRES, 1999.

O glomérulo é a parte do rim responsavel pela formac¢ao do ultrafiltrado
plasmatico. A estrutura tubular do néfron, responsavel pelo processamento do

filtrado, pode ser dividida em quatro porgdes com caracteristicas histoldgicas
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distintas: tabulos proximal, intermediario, distal e coletor (MADDOX,
BRENNER, 2004; MADSEN, TISHER, 2004).

O tdbulo proximal é formado por um trecho convoluto e um reto e é
responsavel pela reabsorcao de cerca de 70% de todo o sédio filtrado. Ao final
do tubulo proximal reto inicia-se o tubulo intermediario, composto pelos ramos
finos da algca de Henle (descendente a ascendente), sendo seguido pelo ramo
grosso ascendente, ou tubulo distal reto. A estrutura em alga, gragas ao arranjo
de diferentes transportadores e caracteristicas variaveis de permeabilidade
hidraulica ao longo de seus ramos, tem fun¢do imprescindivel na geragao e
manutengao da hiperosmolaridade medular.

Na regido onde o tubulo distal reto entra em contato com o glomérulo,
encontra-se o aparelho justaglomerular. Este é formado por: 1) componente
vascular: células modificadas da porgcdo terminal da arteriola aferente, do
trecho inicial da arteriola eferente e a regido mesangial extraglomerular; 2)
componente tubular: a macula densa, formada por células modificadas do
tubulo distal reto em contato com o componente vascular. O aparelho
justaglomerular apresenta grande importancia na regulagdo do volume
extracelular, sendo responsavel pela regulagdo da resisténcia das arteriolas
glomerulares e da taxa de filtragdo, bem como pela sintese e secrecao de

renina (MADSEN, TISHER, 2004).

1.5. Mecanismos de Concentragao Urinaria

A tonicidade de fluidos corporais € controlada principalmente pela
regulacdo da excregdo de agua pelos rins. Diante do grande numero de

fungdes desempenhadas simultaneamente pelo rim, como regulacédo do
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volume extracelular, balango acido-base e regulacdo de eletrdlitos, é
importante que o controle da excrecdo de agua seja realizado de maneira
independente, de modo a ndo comprometer outras funcbes. Os trechos
tubulares envolvidos neste controle sdo a alga de Henle e o ducto coletor
(FENTON, KNEPPER, 2007).

Como dito acima, a alca de Henle &€ composta de ramos finos,
ascendente e descendente, e de um ramo grosso ascendente (tubulo distal
reto). Os ramos finos apresentam importante contribuicdo para os mecanismos
de concentragdo e diluicdo urinarios gragas as suas respectivas capacidades
de transporte passivo de agua e solutos.

O ramo fino descendente comega ao final do segmento S3 to tubulo
proximal. O epitélio do ramo descendente apresenta baixa atividade
(Na"+K")ATPasica, baixa permeabilidade a solutos de forma geral e uma
abundancia de aquaporinas. Desta forma, quando o fluido tubular presente
neste trecho do néfron é posto em contato com o intersticio medular
hipertdnico, ocorre a concentragdo do primeiro, gracas a saida de agua
impulsionada pelo gradiente osmotico.

Ausente em néfrons de alga curta, o segmento fino ascendente segue o
ramo descendente. O epitélio deste trecho € bastante uniforme e, assim como
0 ramo que o precede, ndo apresenta grande quantidade de mitocondrias e,
portanto, também possui uma baixa atividade (Na'+K")ATPasica (KONDO et
al., 1992). Ao contrario do ramo descendente, no entanto, € impermeavel a
agua, apresentando uma permeabilidade moderada a uréia e alta ao cloreto de
sédio (LAYTON et al., 2004). O resultado é que, conforme o fluido sobe em

direcdo ao cortex, sua tonicidade decresce com a saida de cloreto de so6dio em
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direcdo ao intersticio. Este trecho apresenta a maior permeabilidade ao cloreto
de todo o néfron (KONDO et al, 1992). Uma grande parte desta
permeabilidade se da por via transcelular, gragcas aos canais de cloreto CIC-K,
presentes na membrana basolateral deste segmento (UCHIDA et al., 1993).
Em condi¢cdes de desidratagdo, essa proteina tem sua transcricdo estimulada,
contribuindo para aumento da osmolaridade medular e proporcionando uma
maior capacidade de concentragdo urinaria no ducto coletor. Estudos com
animais knock-out verificaram que a falta deste transportador de cloreto impede
que sejam atingidos niveis maximos de concentragédo urinaria (MATSUMURA
et al., 1999; AKIZUKI et al., 2000; UCHIDA, MARUMO, 2000; LIU et al., 2001).
Ainda ndo ha descricdo de qualquer doenga associada a perda isolada de
funcdo do canal CIC-Ka em humanos. Deficiéncias combinadas nos canais
CIC-Ka e CIC-Kb levam a uma condi¢ao similar a da sindrome de Bartter pré-
natal. A sindrome de Bartter do tipo Il também esta associada a mutagcdes no
canal CIC-Kb. Possiveis inibidores especificos de sua atividade s&o candidatos
a pesquisas visando o desenvolvimento de diuréticos e anti-hipertensivos
(SILE, VANOYE, GEORGE, 2006; KRAMER et al., 2008).

Comecgando logo apds o ramo fino ascendente, o tubulo distal reto (ramo
grosso ascendente da alca de Henle) € responsavel pela reabsorgdo de
aproximadamente 25% do sodio filtrado no glomérulo. Sendo relativamente
impermeavel a agua, a reabsorgéo de sodio contribui para a gradual diluigao do
fluido tubular, desempenhando papel critico ndo s6 na geragao de urina diluida,
mas também na génese de um intersticio medular hipertbnico para a

concentracao de urina.
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O tubulo distal reto pode ser dividido morfolégica e fisiologicamente em
medular e cortical. O trecho medular apresenta células com mitocondrias
orientadas em palicada, dobras basais pronunciadas e uma alta taxa de
transporte de cloreto de sodio (900 pmol/mm/min). O gradiente gerado entre o
lumen e o fluido peritubular, no entanto, é baixo (60 mM). Este trecho &
primariamente responsavel pelo estabelecimento de um intersticio medular
hiperténico, sendo crucial no mecanismo de concentragdo urinaria. Por sua
vez, o trecho cortical apresenta células com mitocdndrias sem organizagao
aparente, dobras basais muito menos pronunciadas e uma taxa de transporte
de cloreto de sodio quase dez vezes menor. O gradiente gerado entre aluz e o
fluido peritubular €, no entanto, duas vezes maior. Apesar das diferencas
funcionais, os mecanismos de transporte envolvidos s&o similares (MOE et al.,
2004). O tubulo distal reto é o sitio primario da diluigdo urinaria.

A reabsorcdo de sédio no tubulo distal reto ocorre através da acao
orquestrada da (Na'+K')ATPase, mecanismo ativo primario de transporte
idbnico presente na membrana basolateral, com o mecanismo ativo secundario,
representado pelo transportador triplice Na*/K*/2CI, sensivel a furosemida,
localizado na membrana luminal (Figura 5). O transporte de sal através desse
epitélio, que € impermeavel a agua, gera um gradiente quimico importante de
NaCl, o que causa um retorno de sal por via paracelular. Como a
permeabilidade relativa do Na* é maior que a do CI', ocorre a formacéo de um
potencial transepitelial limen positivo, caracteristico desse segmento tubular e
responsavel pela reabsorgdo de cations divalentes contra gradiente quimico,
que se da através da paracelina, proteina de membrana que forma um canal

seletivo no espago paracelular. A recirculagdo de ions potassio através dos
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canais ROMK é outro mecanismo de grande importancia na geragdo desse
potencial elétrico lumen positivo. Por outro lado, como a afinidade do
transportador triplice ao K* é baixa, a recirculacdo deste ion é necessaria para
a manutengdo de sua funcionalidade (HUANG, OSSWALD, VALLON, 2000). A
capacidade de reabsorver soluto desacompanhado de agua faz com que, ao
final deste segmento do néfron, o fluido tubular seja hipotdnico em relagao ao

plasma.

Apical Basolateral
Na* J
BE® \\"- OO0
Canal de Kt 3Na*®
- phl
K* Canal de Kt =————=
K —
2cF —{HH>  Canal de CF ——
Ma! e
S g

Figura 5: Mecanismo de reabsor¢ao de sédio no tubulo distal reto.
Adaptado de HUANG, OSSWALD, VALLON, 2000.

Na alca de Henle e no intersticio a seu redor ocorre o processo de
formagdo de uma medula hiperténica (Figura 6), gragcas a um mecanismo de
multiplicagdo em contracorrente. O conceito matematico de contracorrente
envolve pequenas diferengas individuais que sdo multiplicadas ao longo de um
sistema em alga por um fluxo contracorrente, gerando um gradiente axial

muitas vezes maior que a diferenca transversal entre os membros da alca. O
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fluido tubular equilibra-se com o intersticio, deixando esta regido do néfron em

um estado hipertonico.
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Figura 6: Desenho esquematico do mecanismo de contracorrente. Retirado de
AIRES, 1999.

1.6. Reabsorcao de agua no ducto coletor: importancia da Aquaporina 2

A descoberta das aquaporinas foi a tdo esperada resposta a antiga
pergunta “como uma molécula polarizada como a agua é capaz de atravessar
membranas biolégicas”, além de ser o primeiro passo para a compreensao de
disturbios no balango hidrico, como o diabetes insipidus.

O primeiro desta classe de transportadores a ser descoberto, em 1988,
foi a aquaporina 1 (AQP1) (DENKER et al., 1988). Isolada a partir de eritrocitos

humanos e posteriormente identificada como um canal para agua em estudos
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realizados em odcitos de Xenopus, através da injecao de RNAm, a AQP1 foi, a
principio, chamada de CHIP28 e a descoberta rendeu a Peter Agre o prémio
Nobel de quimica no ano de 2003. Neste ano o prémio foi dividido com
Roderick MacKinnon. A segunda aquaporina a ser identificada, através de
ensaios de PCR, foi a aquaporina 2 (AQP2).

Atualmente, as aquaporinas compreendem uma grande familia de
proteinas, responsaveis por facilitar a passagem de agua e glicerol através de
membranas biologicas (BUCK et al., 2007). De 10 isoformas conhecidas, pelo
menos 7 estdo presentes no rim humano (Figura 7), sendo a AQP1
responsavel pela reabsor¢gdo de agua no tubulo proximal e no ramo fino
descendente da alga de Henle, e consequentemente, a maior responsavel pela
reabsorgédo proximal de agua. A AQP2, por sua vez, € encontrada nas células
principais do ducto coletor (HARRIS, STRANGE, ZEIDEL, 1991; HASEGAWA
et al., 2007; TAKATA et al., 2008), onde sua expressao é regulada pela
vasopressina ou hormdnio anti-diurético (ADH), um horménio composto de
apenas nove aminoacidos e sintetizado no hipotalamo (HOLMES, LANDRY,

GRANTON, 2003; TRESCHAN, PETERS, 2006).
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Figura 7: Expressao de aquaporinas ao longo do néfron. Adaptada de
NIELSEN, 2002.

A AQP2 ¢é abundante na membrana apical e em vesiculas
citoplasmaticas de células principais do ducto coletor. A AQP2, no entanto ja foi
encontrada também em membrana basolateral, principalmente no ducto coletor
medular. Diversos estudos ja mostraram que este é o principal alvo da
vasopressina na regulagao da permeabilidade do ducto coletor a agua. Assim
como a grande maioria dos membros desta familia, a AQP2 se apresenta
organizada sob a forma de tetramero (NIELSEN et al., 2002).

A vasopressina regula a reabsor¢cao de agua nas células principais do
ducto coletor através de dois mecanismos distintos, ambos envolvendo AQP2.
Em um efeito rapido, por acdo de seu receptor V2, através de um mecanismo
envolvendo a ativagcdo de uma proteina cinase A (PKA), a vasopressina
aumenta a permeabilidade do ducto coletor a agua, promovendo a mobilizagéao

de AQP2 armazenadas em vesiculas, que sao, entdo, expressas na membrana
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apical. Ja o efeito de longo prazo envolve a regulagdo do promotor do gene da
AQP2 e consequente aumento ou reducdo da quantidade de transportadores
disponiveis para mobilizagdo nas células (NIELSEN et al., 1999).

Desta forma, em situagdes de antidiurese ocorre grande absorgdo de
agua na porc¢ao final do ducto coletor, regulada pela vasopressina. Na auséncia
de vasopressina, a permeabilidade do ducto coletor a agua é relativamente
baixa, ja que ha uma pequena quantidade de AQP2 na membrana. Entretanto,
na presenca deste horménio, a quantidade de transportadores na membrana
apical das células principais deste segmento aumenta consideravelmente,
elevando a permeabilidade a agua. A agua, neste caso, é reabsorvida a favor
do gradiente osmoético gerado pelo intersticio medular hiperténico (BERL,

VERBALIS, 2004).

1.7. Alinhagem celular Ma104

De acordo com o American Tissue Culture Collection (ATCC), as células
Ma104 foram originalmente descritas como provenientes de rim de embrido de
macaco Rhesus. Estudos posteriores mostraram que, de fato, elas séao
originarias do rim de embrido de macaco verde africano (WHITAKER,
HAYWARD, 1985). Essas células possuem morfologia epitelial e sua
resisténcia transepitelial varia de acordo com a idade da cultura (CIARLET,
CRAWFORD, ESTES, 2001; MITCHELL, BALL, 2004).

Resultados anteriores de nosso laboratério mostraram que essa
linhagem celular expressa tanto a ABCC1 quanto a ABCB1 (CAPELLA et al.,
1999; CAPELLA et al.,, 2001; VALENTE et al., 2007). Como as duas unicas

regides tubulares que expressam simultaneamente essas duas proteinas sao o
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tubulo distal reto e o ducto coletor, existe a possibilidade da linhagem Ma104
ser proveniente de uma dessas duas regides do néfron. A alta resisténcia
dessa linhagem a hiperosmolaridade (dados n&o publicados), bem como a alta
expressédo da ABCC1, em comparagao com outras duas linhagens celulares de
ducto coletor (MDCK-C7 e MDCK-C11, dados ndo publicados) também sugere
que as células Ma104 sejam provenientes de uma dessas regides. Neste
trabalho, portanto, utilizamos a linhagem Ma104 para estudar os efeitos da
hiperosmolaridade na expresséao e atividade da proteina ABCC1 e iniciamos a

tentativa de caracterizagédo desta linhagem celular.
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“The major reason for setting a goal

is for what it makes of you to acomplish it.
What it makes of you will always be the
far greater value than what you get.”

Jim Rohn
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2. JUSTIFICATIVA

Estando a porgdo final do néfron envolvida nos mecanismos de
concentragdo e diluicdo da urina, é de se esperar que a proteina ABCC1,
expressa somente nos segmentos finais, também tenha um papel nesses
mecanismos. Estudos sugerem que o tubulo distal reto é altamente sensivel a
deplecdo de glutationa (TORRES, RODRIGUEZ, ELIAS, 1987), um dos
principais substratos endégenos dessa proteina, e que algumas drogas anti-
cancerigenas podem induzir poliuria em animais knock-out para esta proteina
(WIJNHOLDS et al., 1998). Uma possibilidade ndo explorada € que a ABCC1
tenha um papel protetor contra a hiperosmolaridade em si ou contra danos
oxidativos provocados por altas concentragdes de NaCl ou de uréia, comuns

nessa regiao do néfron.



OBJETIVOS

“The most important thing about
having goals is having one.”

Albert F. Geoffrey
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

Estudar possiveis alteragdes na expressado ou atividade da ABCC1 em
células Ma104 submetidas a hiperosmolaridade gerada por altas

concentracdes de uréia, NaCl ou manitol.

3.2.0bjetivos especificos

e Investigar o impacto do aumento da osmolaridade por uréia, sodio,
cloreto ou manitol na expressao e atividade da ABCC1 em células
embrionarias de epitélio renal.

e Investigar o papel da ABCC1 na sobrevida destas células quando
submetidas as condi¢des acima.

e Investigar a expressdao da aquaporina-2, caracteristica de células
principais do ducto coletor, nas células Ma104.

¢ Iniciar a determinagao da regido do néfron da qual as células Ma104 sao
derivadas através do uso de marcadores celulares caracteristicos, tais

como aquaporina 2 e PNA.



MATERIAIS E METODOS

“Method is not less requisitive in conversation
than in writing, provided a man
would talk to make himself understood.”

Joseph Addison
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Reagentes e equipamentos

Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), soro fetal bovino,
tripsina-EDTA, penicilina e estreptomicina foram obtidos da Invitrogen do Brasil
(Sao Paulo, Brasil). FACS™ Lysing Solution e tubos Falcon foram comprados
da BD Biosciences (San Jose, California, EUA).

O anticorpo policlonal primario contra MRP-1, A23 (coelho) e o anticorpo
policlonal anti P-gP, C219 (camundongo) foram comprados da AXXORA
(Bioagency, Sao Paulo, Brasil); os anticorpos secundarios fluorescentes: Alexa
488 (camundongo e coelho), padrédo de peso molecular Full-Range Rainbow,
MK571 e membrana de nitrocelulose Immobilon-P Millipore foram comprados
da Invitrogen (S&o Paulo, Brasil). O anticorpo policlonal contra aquaporina 2
(H-40, coelho) foi adquirido junto a Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz,
California, USA).

O kit para montagem, corrida e transferéncias de eletroforese, Mini-
PROTEAN Ill foi comprado de Bio Rad (Hercules, California, USA). As
membranas de nitrocelulose Immobilon-P foram compradas da Millipore
(Billerica, Massachussets, USA).

Azul de Tiazol (MTT), trizma base, HEPES, dodecil sulfato de sddio
(SDS), B-mercaptoetanol, azul de bromofenol, ouabaina e bicarbonato de sddio
foram adquiridos junto a Sigma (St Louis, Missouri, USA).

Cloretos de sdédio e potassio, fosfato de potassio monobasico, fosfato de
sédio dibasico, manitol e hidréxido de sédio foram comprados de Reagen

Quimibras Industrias Quimicas S.A. (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). A



30

uréia foi comprada de Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sdo Paulo, SP, Brasil). O
cloreto de colina foi adquirido junto a Merck (Frankfurt, Darmstadt, Alemanha).
A DL-butionina-sulfoximina (BSO) foi comprada de Flucka Biochemika (Buchs,

Suiga).

A linhagem celular Ma104 foi obtida junto ao Rio de Janeiro Cell Bank

(RJCB).

4.2. Solugoes

Ao meio de cultura de células (DMEM, baixa glicose) foram adicionados
penicilina (100 unidades/mL), estreptomicinina (100 pg/mL), HEPES (3 g/L) e
bicarbonato de sddio (0,4 g/L) e o pH foi ajustado para 7,4 com o uso de uma
solugdo de NaOH 1N. O meio foi preparado em agua ultra pura (miliQ), sendo
posteriormente filtrado através de membranas de 0,2 um. Soro fetal bovino foi
adicionado em concentragao final de 10% na hora do uso.

A solugao salina com tampéo fosfato PBS (NaCl 137 mM; Na,PO, 8,1
mM; KH,PO4 1,5 mM; KCI 2,7 mM) foi preparada em agua MiliQ e esterilizada
em autoclave.

A solugao de solubilizagdo de células foi preparada em agua deionizada
(EDTA 10mM; Deoxicolato 0,01 g%; Hepes-tris 20 mM pH 7,0; Sacarose 250

mM).

4.3. Cultura de Células

As células Ma104 foram cultivadas em DMEM suplementado com soro

fetal bovino 10% em presenca de penicilina e estreptominicina a 37°C. Antes
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da adigado ao meio, o soro foi submetido uma temperatura de 56°C durante 30
minutos para inativagao de proteinas do sistema complemento.

As passagens foram realizadas a cada dois ou trés dias ou assim que as
células atingissem a confluéncia. Para os procedimentos de subcultivo, o meio
de cultura foi retirado e as células lavadas duas vezes com 5 mL de PBS estéril
para retirada de proteinas e células mortas. Em seguida fez-se adigdo de 1 mL
de tripsina 0,5g/L (diluida em PBS). As células eram entdo incubadas em
estufa por cerca de 10 minutos, tempo suficiente para que as células se
soltassem da garrafa. O processo era entdo interrompido com adicdo de um
volume equivalente de meio de cultura com soro. Apds dissociagdo mecanica
de quaisquer grumos de células remanescentes, aproximadamente 3/4 da
suspensao de células era transferida para um tubo do tipo Falcon, enquanto o
restante era usado na manutengao da garrafa de cultura.

As células eram, entdo, contadas em microscépio invertido, com o uso
de uma camara de Neubauer para que a quantidade apropriada de células
fosse destinada a cultura em placas, de acordo com o experimento planejado.
As placas eram incubadas no interior de uma cuba umidificada (Fanem) na

estufa de cultura.

4.4. Medida da atividade ATPasica

A medida da atividade ATPasica foi realizada com o objetivo de avaliar a
atividade de transporte exibida pela ABCC1, ja que sua atividade depende da

hidrélise de ATP.
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Para estes experimentos as células Ma104 foram cultivadas em placas
de 6 pocos a uma densidade de 5 x 10° células por poco e incubadas a 37°C
em DMEM suplementado com SFB 10%.

Ap6s uma incubacgao de 24 horas para garantir a adesao das células, o
meio de cada pogo foi trocado e foram feitos acréscimos graduais a
osmolaridade do meio (60 mOsm por adigdo), durante o curso de 3 dias, com o
uso de solugdes de NaCl, uréia e manitol com o intuito de adaptar as células ao
meio de cultura hiperosmolar. Ao fim do quarto dia de cultura os pocgos
apresentavam as concentragdes' de 100 mM de NaCl, 200 mM de uréia e
manitol e 50/ 100 mM de NaCl/ uréia. Essas concentracbes elevavam a
osmolaridade do meio em aproximadamente 150 mM (experimentos prévios
mostraram que cada 50 mM de NaCl ou 100 mM de uréia aumentavam a
osmolaridade do meio em 75 mOsm/L).

Ao fim de um total de 96 horas de incubacdo, o meio de cultura foi
retirado e apds lavagem com solugédo de PBS acrescida do devido osmdlito, de
modo a evitar um choque osmético, as células foram raspadas enquanto na
solugdo modificada de PBS, recolhidas em microtubos e centrifugadas a 510 g
durante 5 minutos.

Apos o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 100 uL
de uma solugao de solubilizagdo (EDTA 10 mM; Deoxicolato 0,01 g%; Hepes-
Tris 20 mM pH 7,0; Sacarose 205 mM e agua deionizada) e homogeneizado
através da passagem pela agulha de uma seringa de insulina (12,7 mm -
comprimento, 0,165 mm — didmetro interno). Os homogenatos eram incubados

nesta solugdo em temperatura ambiente por pelo menos 30 minutos (e ndo

! Estes valores referem-se apenas aos osmolitos adicionados ao meio de cultura, ndo levando
em conta as concentragdes de sédio e cloreto presentes na mistura de DMEM.
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mais do que 1 hora) antes de serem usados no experimento. A dosagem da
concentragdo de proteina foi realizada segundo o método colorimétrico de
Lowry (LOWRY et al., 1951), usando albumina de soro bovino como padrao.

A metodologia empregada foi adaptada do método descrito por
Grubmeyer e Penefsky em 1981 (GRUBMEYER, PENFSKY, 1981). A reacgéo
foi iniciada com a adigcdo ao meio do homogenato obtido através das células
em cultivo. A reacédo foi realizada em tubo de ensaio, usando um meio
composto de: MgCl, 4 mM,; [y-SZPi]ATP 3000 cpm/nmol; Tris-HCI pH 7,0 100
mM; ATP-Na* 3 mM, pH 7,0; EGTA 1 mM; KCI 20 mM; ouabaina 1mM e azida
sbédica 2 mM. O homogenato de proteina foi diluido de tal forma que a adigéo
de 10 pL ao meio reacional levariam a uma concentracao final de 0,3 mg/mL.
Apos 20 minutos de incubacgao a 37°C, a reacéao foi interrompida com a adigao
de 0,5 mL de carvdo ativado (0,25 mg/mL) com HCI 0,1 N. Assim, o [y->2Pi]ATP
nao hidrolisado é retirado do meio pelo adsor¢ao ao carvao. Os microtubos
contendo o meio reacional e o carvao foram, entdo, centrifugados durante 10
minutos a 1900 rpm. Foram retiradas aliquotas do sobrenadante contendo o Pi
marcado com radioisétopo e as aliquotas foram transferidas para tiras de papel
de filtro que, apos serem secas, foram colocadas em frascos de vidro contendo
solugao de cintilagado (200 mg/L de POPOP em tolueno). A radiagéo foi medida
usando um contador de cintilagdo liquida Packard Tricarb A2100 TR (lllinois,
USA).

O calculo da atividade foi realizado através da diferenca de *Pi
resultante da hidrélise do ATP marcado com radioisétopo pelas ATPases na
presenca e auséncia de indometacina 100 mM, usada como inibidor da

atividade da ABCC1 (BAKOS et al., 2000; LEITE et al., 2007).
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4.5. Medida da Viabilidade Celular

Para a avaliagao da viabilidade celular, utilizamos um ensaio que se
baseia na reducdo de um sal de tetrazdlio (3-(4-,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio — MTT) e consequente formagao de cristais de formazana no
interior de mitocéndrias de células viaveis (MOSMANN, 1983).

Tanto a densidade do plagueamento como a concentracao de MTT a ser
empregada foram determinadas inicialmente através de experimentos
especificos nos quais as células foram semeadas em uma placa de 96 pocgos
em densidades de 1 X 10% 2 x 10* e 5 x 10* células por poco e utilizadas
concentragdes de MTT de 5 e 10 mg/mL. Assim foi verificado que as condi¢des
ideais para o ensaio incluiam o plaqueamento de 2 x 10* células por poco € o
uso de uma solugado de MTT a 10 mg/mL diluida em PBS estéril.

Apos as etapas de tripsinizagdo e contagem a suspensao de células foi
diluida para uma concentragdo de 2 x 10° células. Com o auxilio de um suporte
plastico (esterilizado por radiagéo ultravioleta) e uma pipeta multicanal, a cada
poco foram adicionados 100 L de DMEM? com SFB 10% e em seguida outros
100 uL da suspensdo de células. Para cada experimento foram usadas 3
placas de 96 pocos, a fim de se testar diferentes tempos de incubacéo.

Apés as primeiras 24 horas de incubacado foram adicionados 2 mM de
BSO (inibidor da sintese de GSH) nos pogos onde se fez necessario, de modo

a garantir que o BSO tivesse tempo de agir, esgotando as reservas celulares

% Nos pocos onde foram adicionados BSO, uma quantidade menor de meio foi adicionada a
principio, de modo a nao afetar a concentracao final das substancias supracitadas.
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de glutationa. Ao fim de 48 horas de incubagdo o meio da placa foi trocado,
ocasiao em que foram adicionados BSO e os osmodlitos a serem estudados,
elevando entdo a osmolaridade do meio. Vale salientar, que para a realizagcao
dos ensaios de viabilidade (e também de localizagdo), ao contrario dos
experimentos de medida de atividade ATPasica, as células n&o foram
adaptadas ao meio hiperosmolar, sendo submetidas a um choque osmdtico.
Seguiram-se, entéo, incubagdes por 24, 48 ou 72 horas em estufa, ao final das
quais a respectiva placa era retirada da estufa e eram adicionados ao meio 20
ML de MTT. As placas foram incubadas a 37°C e protegidas da luz durante 3
horas, para permitir a formacédo dos cristais, responsaveis pela cor violacea
caracteristica do teste. O meio foi, entédo, retirado e os cristais de formazana
formados foram dissolvidos juntamente com as membranas celulares em 100
ML de dimetil sulféxido (DMSO). A densidade 6tica de cada pogo foi medida em
leitor de ELISA (Benchmark, BioRad), a 595 nm, usando o filtro de 655 como

referéncia. Todos os pontos foram avaliados em triplicata.

4.6.Imunofluorescéncia

Experimentos de imunofluorescéncia foram utilizados para avaliar a
expressao e localizagao das proteinas ABCC1, aquaporina-2 e da subunidade
alfa da Na'-K"-ATPase.

Para estes experimentos, as células foram cultivadas sobre laminulas
redondas em placas de 24 pocos a uma densidade de 1 x 10° células por poco
e incubadas em estufa a 37°C durante 48 horas, em DMEM suplementado com
SFB 10 %. Ao fim do periodo inicial de incubagao, o meio dos pogos foi trocado

e diferentes osmolitos (cloreto de sodio 175 mM, uréia 350 mM, cloreto de
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sodio/ uréia 150 mM/ 50 mM, cloreto de colina 175 mM, cloreto de colina/ uréia
150 mM/ 50mM e manitol 350mM), foram adicionados ao meio de cultura,
elevando a osmolaridade do meio em aproximadamente 260 mOsm. As placas
foram, entdo, retornadas a estufa por mais 48 horas.

Ao fim da incubagao, o meio foi retirado dos pogos, as laminulas foram
lavadas trés vezes com PBS e fixadas com 100 pL da solugao de fixacdo FACS
Lysing solution durante 20 minutos e durante trés minutos com uma mistura 1:1
de metanol e acetona. As células fixadas foram, entdo, novamente lavadas
com PBS (3X) e incubadas por 30 minutos com uma solugéo de bloqueio (SFB
10% em PBS). As laminulas foram incubadas durante a noite com 100 pL de
uma solucao 1:50 em PBS + SFB 2% contendo os anticorpos primarios para as
proteinas estudadas. No dia seguinte, as laminulas foram lavadas 3 vezes com
PBS e submetidas a uma hora de incubagdo com anticorpo secundario
conjugado a fluorocromo (Alexa 546). Apos nova lavagem com PBS e agua
deionizada, as laminulas foram por fim retiradas das placas, montadas em uma
l&mina limpa sobre uma gota de glicerol e fechadas com esmalte base.

As laminas foram, entdo, observadas em um microscépio de
fluorescéncia (Axiovert, Zeiss) com objetiva de imersao e fotografadas por uma
camera digital (Zeiss AxioCam). Todos os experimentos foram acompanhados

de respectivo controle para o anticorpo secundario.

4.7. Western Blotting

Para verificar a presenga de ABCC1, AQP2 e (Na'+K")ATPase nas

células Ma104, bem como as alteragdbes na expressdao dessas proteinas
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causadas pelo aumento da osmolaridade, foi empregada a técnica de western
blotting.

Para verificar a expressdo de ABCC1 e da subunidade alfa da
(Na*+K")ATPase, as células Ma104 foram cultivadas em placas de 6 pogos e
incubadas a 37°C em DMEM + SFB 10% durante 48 horas. Apds este tempo o
meio foi trocado e osmdlitos foram adicionados aos respectivos pogos para
uma concentracao final de 175 mM de NaCl e cloreto de colina, 350 mM de
uréia e manitol e 150/ 50 mM de cloreto de sodio/ uréia. As placas foram entao
incubadas durante outras 48 horas.

Nos experimentos realizados para aquaporina 2 também foram
empregadas as linhagens MDCK-C7 (como controle positivo) e MCF7. Os
demais procedimentos foram iguais.

Apo6s o fim da incubagéao, os pocgos foram lavados com PBS e as células
raspadas, centrifugadas e ressuspendidas em 50 pyL de tamp&o de amostra
sem azul de bromofenol e homogeneizadas através da passagem pela agulha
de uma seringa de insulina (12,7 mm - comprimento, 0,165 mm — diametro
interno). A dosagem da proteina foi realizada de acordo com o método de
Lowry (LOWRY et al.,, 1951). Depois de retirada a aliquota para dosagem
protéica, o tampéo da amostra foi complementado com B-mercaptoetanol, DTT
e azul de bromofenol.

As corridas foram realizadas em gel desnaturante de acrilamida/ bis-
acrilamida 7%, aplicando-se 50 ug de cada amostra. Foi utilizado o padrao de
peso molecular Full-range Rainbow da Invitrogen e o kit Mini-PROTEAN Bio-
Rad foi empregado para a corrida e transferéncia. A corrida foi iniciada a

voltagem constante de 40 mV, até que as amostras atingissem o final do
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stacking gel. A voltagem foi entdo aumentada para 120 mV para o restante da
corrida. Esta etapa foi realizada a temperatura ambiente e durou cerca de 80 a
90 minutos.

Ao final da corrida, as amostras ja separadas foram transferidas do gel
para uma membrana de nitrocelulose. O aparato de transferéncia foi submetido
a uma corrente constante de 350 mA durante 2 horas a uma temperatura de
-20 °C.

Ao fim da etapa de transferéncia foi realizada a revelagdo usando o kit
de fosfatase alcalina Western Breeze (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). As
membranas foram entdo incubadas com uma solugdo de bloqueio durante 30
minutos a temperatura ambiente e em seguida incubadas por duas horas com
a solucao apropriada de anticorpo primario diluido 1:500 durante duas horas
(A23 para ABCC1, C219 para a P-gP, C464.6 para a (Na'+K')ATPase
(subunidade alfa) e H-40 para a AQP2. As membranas foram, ent&o, lavadas
com a solugcdo de lavagem de anticorpo fornecida pelo kit (3x durante 5
minutos). Em seguida procedeu-se a incubagdo com as solugdes de anticorpos
secundarios durante uma hora. Os anticorpos, fornecidos com o kit de
revelagdo, sdo conjugados a fosfatase alcalina. Apds novas lavagens com
solugdo de lavagem de anticorpo e agua deionizada, as membranas foram

incubadas em solugédo de cromdgeno até que a visualizagao fosse possivel.

4.8. Analise estatistica

Os experimentos foram analisados através do teste de analise de

variancia (one-way ANOVA), usando intervalo de confianga de 95%. A
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magnitude das diferengas foi verificada com os pds-testes de Dunnet e

Bonferroni. Para cada experimento foi realizado um minimo de trés ensaios.



RESULTADOS

“Wisdom is not acquired
save as the result of investigation.”

Sara Teasdale
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5. RESULTADOS

5.1. Modulagao da atividade ATPasica da ABCC1 por diferentes

osmolitos em células previamente adaptadas

Para avaliar a influéncia de diferentes osmolitos sobre o transportador
ABCCH1, foi realizada a medicao da atividade ATPasica. Os osmolitos foram
adicionados as células em cultura de modo progressivo ao longo do
experimento.

Os dados obtidos (Figura 8) mostram que a elevagdo da osmolaridade
reduziu a atividade ATPasica exibida pela ABCC1 e que essa reducdo nao
dependeu da natureza do osmodlito adicionado ao meio. Como as células
cresciam e estavam viaveis nesses meios, a reducao da atividade nao esta

relacionada a morte celular.
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Figura 8: Efeito da elevagao da osmolaridade sobre a atividade ATPasica
da ABCC1 medida por sensibilidade a indometacina. As células Ma104
foram incubadas durante 96 horas em estufa a 37°C, tendo a osmolaridade do
meio gradualmente elevada pela adigdo de NaCl, Uréia, NaCl + Uréia e
Manitol, levando a um aumento final da osmolaridade da ordem de 150
mOsm/L em cada caso. Os resultados sdo expressos como média + EPM
(n=5). a — diferente em relagao ao controle (p<0,01).
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5.2. Efeito da hiperosmolaridade na sobrevida das células
embrionarias Ma104

O resultado apresentado na Figura 8 sugere que a inibicdo da ABCC1 é
uma adaptagdo a hiperosmolaridade, mas ndo sabemos se essa adaptacéo
esta relacionada a sobrevivéncia celular ou se sdo dois fenébmenos distintos.
Nosso proximo passo, entdo, foi verificar o efeito do aumento da osmolaridade
na sobrevida das células Ma104. De inicio, estudamos apenas o aumento de
osmolaridade causada pelo NaCl. Para esse experimento, incubamos as
células por 24, 48 e 72 h com diferentes concentracdes de NaCl e avaliamos a
sobrevivéncia celular pelo ensaio de MTT. Como pode ser visto na Figura 9, as
células resistiram bem a concentragcoes de NaCl até 100 mM, por até 48 h.
Para concentragdes maiores, a queda de viabilidade foi praticamente linear.
Células incubadas com 150 mM de cloreto de sédio ja apresentam cerca de
50% da densidade o6tica (D.O.) observada nos controles ao fim do experimento.
Em 72 h de incubagdo ocorreu uma ou inflexdo na curva, sugerindo a
existéncia de duas populacbes com sensibilidades diferentes. No entanto,
como nesse tempo de incubagdo o meio ja se apresentava mais acido, e
mesmo o controle apresentava uma D.O. menor do que em 48h. Sendo assim,

optamos por nao utilizar esse tempo de incubacao nos préximos experimentos.
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Figura 9: Efeito da elevagao da concentragcao de NaCl sobre a sobrevida
das células Ma104. Ap6s uma incubacgao inicial de 24 horas em meio normal,
as células Ma104 foram incubadas em DMEM acrescido de diferentes
concentragdes de NaCl por 24, 48 e 72 horas em estufa a 37°C. Os resultados
sdo expressos como média £ EPM (n=3).

Para avaliarmos se o efeito observado seria do NaCl ou da
hiperosmolaridade, foi feita uma comparagdo entre a viabilidade de células
incubadas com NaCl e diversos osmolitos por 48 h. Os osmolitos foram
adicionados ao meio inicial (com osmolaridade aproximada de 300 mOsm/L) de
forma a obtermos uma osmolaridade final de cerca de 560 mOsm/L (ou seja,
um aumento de osmolaridade préximo a 260 mOsm/L). Na Figura 10 pode ser
visto que somente quando as células foram incubadas com cloreto de colina foi
observado efeito semelhante ao do NaCl. As células foram muito mais
resistentes a incubagdo com uréia, apesar de também terem sua viabilidade

reduzida. Com relacdo ao manitol, apesar de observamos uma reducdo na

D.0O., n&o houve diferencga significativa em relagdo ao controle.
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Figura 10: Efeito de diferentes osmoélitos sobre a sobrevida das células
Ma104. Apdés uma incubacgao inicial por 48 horas em meio isosmotico a 37°C,
as células Ma104 foram submetidas a incubagao por 48 horas, igualmente a
37°C, em meio com osmolaridade elevada pela adigao de diferentes osmalitos,
de forma a gerar um aumento da osmolaridade da ordem de 260 mOsm. Os
resultados sdo expressos como meédia £+ EPM (n=3). a — diferente em relagéo
ao controle (p<0,01); b — diferente em relagdo ao NaCl (p<0,01).

Como os resultados com NaCl e cloreto de colina foram muito
semelhantes, parece-nos razoavel aceitar que o aumento na concentracao de
ions CI" é toxico para as células, e ndo necessariamente a hiperosmolaridade.
Dados anteriores (ZHANG, TIAN, COHEN, 2000) sugeriram que a uréia
desempenha um papel de protecdo contra os danos causados pelo NaCl.
Porém, outros estudos sugerem o inverso (NEUHOFER et al.,, 1998;
NEUHOFER et al., 2005). Como a hiperosmolaridade medular € gerada
basicamente por esses dois osmalitos, resolvemos avaliar a viabilidade das

células Ma104 submetidas ao estresse osmotico com NaCl+Uréia. Para isso,

incubamos as células com NaCl 175 mM e com Uréia 50 mM + NaCl 150 mM,
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de forma a manter a mesma osmolaridade final. Como comparagao, incubamos
também as células com NaCl 150 mM. Na Figura 11 podemos ver que a D.O.
das células incubadas com NaCl+Uréia foi maior do que a da incubagdo com

NaCl somente.
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Figura 11: Efeito da uréia sobre o declinio de sobrevida das células Ma104
promovido pela alta concentragao de sédio. Apds uma incubacgao inicial por
48 horas em meio isosmotico a 37°C, as células Ma104 foram submetidas a
incubagdo por 48 horas, igualmente a 37°C, em meio com osmolaridade
elevada pela adi¢cado de diferentes concentracbes de NaCl e Uréia de forma a
atingir um aumento maximo de osmolaridade da ordem de 260 mOsm/L. Os
resultados sdo expressos como meédia £+ EPM (n=3). a — diferente em relagéo
ao controle (p<0,001); b — diferente em relagcdo ao controle (p<0,05); ¢ —
diferente em relagcdo ao NaCl 150 mM (p<0,001).

Para verificar se o efeito protetor da uréia era dependente do ion Na* ou
CI', fizemos o mesmo tratamento utilizando cloreto de colina. Neste caso, néo

foi possivel observar nenhum efeito protetor (Figura 12), sugerindo que a

protegéo observada na Figura 11 esté relacionada ao ion Na®.
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Figura 12: Efeito da uréia sobre o declinio de sobrevida das células Ma104
promovido pela alta concentragdo de cloreto de colina (Col). Apés uma
incubacéo inicial por 48 horas em meio isosmoético a 37°C, as células Ma104
foram submetidas a incubacgéo por 48 horas, igualmente a 37°C, em meio com
osmolaridade elevada pela adicdo de diferentes concentragdes de cloreto de
colina e Uréia, de forma a gerar um aumento maximo de osmolaridade da
ordem de 260 mOsm. Os resultados sdo expressos como media £+ EPM (n=3).
a - diferente em relagéo ao controle (p<0,001).

De posse destes resultados, iniciamos a verificagdo do envolvimento da
ABCC1 na resisténcia das células Ma104 a hiperosmolaridade. Para isso,
escolhemos inicialmente dois inibidores largamente utilizados na literatura, o
MK571 e a butionina-sulfoximina (BSO). Como a proteina ABCC1 transporta
GSH, GSSG, ou substratos conjugados a GSH ou em co-transporte com GSH,
a auséncia deste tripeptideo, seja pelo efluxo aumentado, seja pela inibicao de
sua sintese, impede o funcionamento da bomba em qualquer situacao.

O préximo passo foi, entdo, verificar o efeito desses dois inibidores nas

células Ma104 controle, para avaliar uma possivel toxicidade associada ao

tratamento. Como pode ser visto na Figura 13, o MK571 foi toxico para as
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células, nas duas concentracgdes utilizadas. Ja o efeito do BSO foi bem menor,
comparativamente, apesar de também ter diminuido significativamente a
viabilidade celular. Por essa razao, utilizamos somente o BSO para estudar o
efeito da inibicdo da ABCC1 na viabilidade de células submetidas a

hiperosmolaridade.
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Figura 13: Efeito de inibidores da ABCC1 na viabilidade das células
Ma104. As células foram repicadas em uma concentracdo de 2x10* cel/poco e,
apo6s incubagao por 24h para atingir completa adeséo, foram adicionados ao
meio de cultura MK571 (50 pM ou 1 pM) ou BSO (1mM). As ceélulas
permaneceram por 72h nesse meio. Os resultados sao expressos como média
+ EPM (n=3). a - diferente em relagdo ao controle (p<0,01).

Para o estudo do efeito do BSO na viabilidade de células submetidas a
hiperosmolaridade gerada por diferentes osmdlitos, as células Ma104 foram
submetidas ao tratamento com BSO durante 24 horas antes do aumento da

osmolaridade e durante a incubacdo subsequente. Ao estudarmos o efeito do

BSO na hiperosmolaridade gerada por diferentes osmdlitos, notamos que a
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sensibilizagdo ocorreu somente para a incubagdo com NaCl ou cloreto de
colina, mas nao foi significativa para uréia ou manitol (Figura 14). Os resultados
obtidos sugerem, mais uma vez, que os efeitos observados ndo séo devido a
hiperosmolaridade em si, mas ao aumento da concentragdo de NaCl no meio.
Aparentemente, a diminuigdo da sintese de GSH sensibiliza as células Ma104
ao NaCl e ao cloreto de colina, ainda que nao altere a viabilidade das células

tratadas com uréia ou manitol.
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Figura 14: Efeito do BSO sobre o declinio de sobrevida das células Ma104
promovido pela alta concentragcao de cloreto de sédio. Apdés uma
incubacao inicial por 24 horas a 37°C, foi adicionado BSO ao meio de cultura,
em concentragao final de 1mM, e apds nova incubacédo por 24 horas, foi
adicionado aos pocgos cloretos de sddio e colina nas concentracao finais de 175
mM e manitol e uréia 350 mM elevando a osmolaridade do meio em cerca
de260 mOsm/L, seguindo incubacédo de 48 horas a 37°C. Os resultados séo
expressos como média + EPM (n=3).
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5.3.Efeito da hiperosmolaridade na expressao e localizagcao da ABCC1

Para verificar o efeito do aumento da osmolaridade do meio de cultura,
bem como do aumento da concentragdo de osmdlitos especificos na expressao
e localizacdo da ABCC1, foram realizados, conforme descritos na sec¢ao de
“‘Materiais e Métodos”, experimentos de imunofluorescéncia e “western
blotting”. Durante a realizagdo dos experimentos de “western blotting”,
verificamos que a actina (usada como controle) parecia acompanhar as
variagbes da ABCC1, como mostrado na Figura 15. Por essa razao, optamos
por nao fazer densitometria dos “blottings” e estamos estudando a

possibilidade de uso de GAPDH ou outra proteina para usar como controle.

ABCC1

Actina

Figura 15: Efeito de diferentes osmdlitos sobre a expressao da ABCC1
nas células Ma104. Apds incubagao inicial por 24 horas a 37°C, diferentes
osmolitos foram adicionados ao meio para aumentar a osmolaridade em cerca
de 260 mOsm/L. Seguiu-se nova incubagéo de 48 horas a 37°C. Da esquerda
para a direita: 1)Controle, 2)NaCl (175 mM), 3)Uréia (350 mM), 4)NaCl/ Uréia
(150/ 50 mM), 5)Cloreto de Colina (175 mM) e 6)Manitol (350mM). Figura
representativa de 3 experimentos independentes.

Para verificar a localizagcado da proteina, fizemos uma imunomarcagao com
anticorpo especifico contra a ABCC1. Na Figura 16 podemos observar que a

marcagao nas células do controle (Figura 16-A) €& ténue, localizada
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preferencialmente na membrana celular. Esse padrao se repete para as células
incubadas com NaCl (Figura 16-B). Ja as células incubadas com uréia,
uréia+NaCl ou cloreto de colina (Figuras 16 - C, D e E) apresentam uma

marcacao mais forte na membrana basolateral.

Figura 16: Efeito de diferentes osmaélitos sobre a expressao e localizagao
da ABCC1 nas células Ma104. Apds incubacgao inicial por 48 horas a 37°C,
diferentes osmoalitos foram adicionados ao meio para aumentar a osmolaridade
em cerca de 260 mOsm/L. Seguiu-se nova incubagao de 48 horas a 37°C. A
(controle); B (NaCl); C (Uréia); D (NaCl + Uréia); E (cloreto de Colina); F
(controle com omissdo do anticorpo primario). Barra de calibragdo — 30 pM.
Figura representativa de 3 experimentos independentes.
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5.4_Estudo de caracterizagao das células Ma104

A linhagem Ma104 é proveniente de rim de macaco e tem caracteristicas
de células epiteliais. Sua utilizagdo em pesquisa tem sido quase que restrita ao
estudo de infecgbes virais, por ser suscetivel a diversos virus humanos e
animais (CHEMELLO et al., 2002; KHADRE, YOUSEF, 2002; SUGIYAMA et
al.,, 2004; SIMS et al., 2008). Nosso laboratério vem estudando algumas
particularidades dessas células, como a resisténcia a ouabaina e a expressao
e modulagdo das proteinas ABCB1 e ABCC1 (CAPELLA et al., 1999;
CAPELLA et al., 2001) e, no presente trabalho, sua resposta a
hiperosmolaridade. No entanto, até hoje, nenhum esforgo foi feito para a
caracterizagao dessa linhagem. Como os resultados obtidos até aqui sugerem
que estas células sejam de tubulo distal reto ou de ducto coletor, resolvemos
iniciar sua caracterizagdao. Como primeiro passo, avaliamos a marcacao para
aglutinina de amendoim (peanut agglutinin ou PNA). Para comparagéo,
utilizamos a linhagem MDCK-C11, que possui caracteristicas de células
intercalares de ducto coletor (FERNANDEZ, OLIVEIRA-SOUZA, MALNIC,
2000; TARARTHUCH, FERNANDEZ, MALNIC, 2007). Como pode ser visto na
Figura 17, as células Ma104 n&o tém marcacao significativa para PNA,

sugerindo que essas células nao sio intercalares.
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Figura 17: Marcacao das células MDCK-C11 e Ma104 para PNA. As células
MDCK-C11 (A), e Ma104 (B) foram incubadas durante 30 min com PNA (100
MM), fixadas e observadas em microscopio de fluorescéncia.

O proximo passo foi verificar a expressdo de aquaporina 2 (AQP2),
caracteristica de células principais de ducto coletor. Para nossa surpresa, a
linhagem Ma104 teve uma forte marcacdo para AQP2, no entanto, essa
marcacgao era nuclear (Figura 18-B). A linhagem MDCK-C7, com caracteristicas
de ducto coletor, teve marcagédo difusa citoplasmatica (Figura 18-A), como

esperado, ja que as células estavam em meio sem adigao de vasopressina.
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Figura 18: Marcacao das células MDCK-C7 e Ma104 com anticorpo anti-
AQP2. As células MDCK-C7 (A), e Ma104 (B) foram fixadas, incubadas com
anticorpo contra aquaporina 2 e observadas em microscoépio de fluorescéncia.
Devido a este resultado inesperado, pensamos na possibilidade do
anticorpo utilizado ter marcacao inespecifica para alguma proteina nuclear, que
s existisse nas células Ma104. Foi feito, entdo, um “western blotting”, para
verificar possivel marcacido cruzada do anticorpo contra AQP2, usando como
controle as células MDCK-C7. No entanto, como pode ser visto na Figura 19, a
marcagao foi semelhante nas duas linhagens celulares, apesar do peso
molecular ser equivalente a aproximadamente o dobro do descrito para AQP2
(29 KDa). Alguns pesquisadores tém observado que a AQP2 pode aparecer na
forma de tetrdmero ou dimero (KAMSTEEG et al., 1999; SHINBO et al., 1999),
e este Ultimo teria peso molecular proximo ao observado em nossos

experimentos.
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Figura 19: Expressdo da AQP2 nas linhagens Ma104 e MDCK-C7. As
células foram incubadas durante 48 horas a 37°C, removidas da placa e
processadas para western blotting de acordo com o que foi descrito em
Materiais e Métodos. Da direita para a esquerda 1)MDCK-C7 e 2)Ma104.

O passo seguinte foi, entdo, verificar se a expressdo da aquaporina 2
era de alguma forma afetada pela adigdo de osmdlitos ao meio de cultura.
Como mostrado na Figura 20, a adigdo de cloreto de sédio exacerba a
marcacao nuclear e citoplasmatica de AQP2 (Fig.20-B). No entanto, a adigéo
de cloreto de s6dio em conjunto com a uréia parece aumentar a fluorescéncia
citoplasmatica (Fig.20-D), embora ndo mostre diferenga aparente no nucleo. A

adicdo de uréia sozinha (Fig.20-C) nao parece afetar a localizagao da

aquaporina 2.
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Figura 20: Efeito de diferentes osmaélitos sobre a expressao e localizagao
da Aquaporina 2 nas células Ma104. Apds incubacéo inicial por 48 horas a
37°C, diferentes osmolitos foram adicionados ao meio para aumentar a
osmolaridade em cerca de 260 mOsm/L. Seguiu-se nova incubacédo de 48
horas a 37°C. A (controle); B (NaCl); C (Uréia); D (NaCl + Uréia);. Figura
representativa de 3 experimentos independentes.
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“Freedom and order are not
incompatible...truth is strenght...
free discussion is the very life of truth.”

Thomas Henry Huxley
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6. DISCUSSAO

Gragas a capacidade de transportar glutationa, leucotrieno 4 (LCT4) e
prostaglandinas, a proteina ABCC1 exerce importante fungdo nos processos
inflamatérios e no estresse oxidativo, (LAUPEZE et al., 2001a; COLE,
DEELEY, 2006). Seu papel fisioldgico tem sido estudado em diversos érgaos e
sistemas e, talvez, um dos resultados mais importantes seja a recente
descoberta de que a sua presenca no endotélio € essencial para a resposta
hipertensiva a angiotensina Il (WIDDER et al., 2007).

No rim, esta proteina ndo deve apresentar uma fungao secretora, ja que
esta localizada na membrana basolateral de células do tubulo distal reto e do
ducto coletor (PENG et al., 1999). Este achado nao estimulou a realizacdo de
estudos posteriores sobre sua importancia nesse 6rgao. No entanto, diversas
evidéncias apontam para um papel da ABCC1 nos mecanismos de
concentracao urinaria. Sabe-se, por exemplo, que o tubulo distal reto apresenta
sensibilidade especial a deplecao de GSH provocada por dietil-maleato (DEM,
um substrato para a enzima GSH-S-transferase, que catalisa a formagcao do
conjugado GSH-DEM e diminui o estoque de GSH intracelular). Animais
tratados com DEM apresentam severa deficiéncia na concentragao urinaria
(TORRES, RODRIGUEZ, ELIAS, 1987a; TORRES, RODRIGUEZ, ELIAS,
1987b). Além disto, foi visto que a deplegdo de GSH também provoca acidose
em ratos, com aumento da fragcdo de bicarbonato excretada (RODRIGUEZ,
TORRES, ELIAS, 1991).

Ao lado dos efeitos da deplegdo da glutationa, sabe-se que a ABCC1
transporta conjugados de acido etacrinico (CIACCIO et al., 1996; ZAMAN et al.,

1996), um inibidor do transportador triplice presente no tubulo distal reto, razao
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pela qual é utilizado como diurético (JACKSON, 2003). Por outro lado, a
furosemida, outro diurético de alga, inibe a atividade ATPasica desta proteina
(BAKOS et al., 2000).

A partir dos dados presentes na literatura, decidimos estudar o papel
desempenhado pela ABCC1 no epitélio renal. Utilizamos como modelo as
células Ma104, que apresentam forte expressao desta proteina, além de serem
resistentes a hiperosmolaridade.

Com o intuito de verificar se a atividade da ABCC1 seria influenciada pelo
aumento da osmolaridade do meio, verificamos inicialmente as possiveis
alteracbes na atividade de transporte por meio da medida de sua atividade
ATPasica. Dessa forma, verificamos que as células adaptadas a
hiperosmolaridade fisiolégica da medula renal apresentam um decréscimo da
atividade ATPasica da ordem de 40 a 60%, independentemente do osmdlito
utilizado (Figura 8). A redugéo da atividade parece estar de acordo com a idéia
corrente de que a inibigdo da ABCC1 aumentaria as reservas internas de
glutationa, protegendo as células de eventuais danos oxidativos (LABERGE et
al., 2007). Por outro lado, essa reducdo da atividade da ABCC1 pode explicar
um dos mecanismos responsaveis pelo processo de regulagdo do volume
celular frente a choques hiperosméticos. E sabido que nessas condi¢des ocorre
um acumulo de osmolitos organicos intracelulares que permite as células
manter seu volume celular constante em meio hiperosmoético (MONTROSE-
RAFIDAZEH, GUGGINO, 1990; KANEKO et al., 1997; SCHAFER et al., 2007).
Assim sendo, a ABCC1 pode desempenhar importante papel nesse processo.

O proximo passo realizado foi o estudo do papel da ABCC1 na

sobrevivéncia celular a hiperosmolaridade. No entanto, para isto
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necessitavamos, inicialmente, otimizar as condigdes experimentais. Desta
forma, avaliou-se a resposta das células Ma104 a hiperosmolaridade causada
por NaCl. A curva de sédio (Figura 9) mostrou que, como era de se esperar, a
viabilidade celular é dose e tempo dependentes. Mais ainda, para
concentragbes de NaCl acima de 125 mM, ndo notamos diferenca de
sensibilidade entre 24, 48 e 72h, sugerindo que existe uma sub-populagédo na
linhagem de células Ma104 mais resistente ao NaCl. Sendo assim, nos
experimentos subsequentes, foi utilizada a concentracdo de 175 mM de NaCl,
0 que eleva a concentragdo do meio em aproximadamente 260 mOsm/L, bem
como concentragdes de uréia, manitol e cloreto de colina necessarias para
obter o mesmo efeito. Além disto, as células foram incubadas por 48 h, periodo
suficiente para que ocorram alteragdes na sintese ou localizagao de proteinas
e, também, por impedir que se reduza o conteudo de nutrientes e ocorre
acidificacao do meio devido ao metabolismo celular, o que pode ocorrer em
periodos mais longos de cultura, como o de 72 horas.

A analise do efeito de outros osmolitos permitiu verificar que a diferenca
de viabilidade é semelhante quando a hiperosmolaridade € obtida tanto com
NaCl como com cloreto de colina (Figura 10) e que a diminuigdo da viabilidade
celular provocada pela uréia era significativamente menor. As células tratadas
com manitol foram as unicas a ndo apresentar uma diferenca significativa em
relacdo ao controle. Esses resultados sugerem que, apesar de todos os
osmolitos terem inibido a atividade ATPasica da ABCC1 de forma semelhante,
a sobrevivéncia celular a hiperosmolaridade depende de outros fatores. Na
verdade, essa relagao ja era esperada, pois varios sdo os estudos mostrando o

papel de diversas proteinas, como as proteinas de choque térmico, na
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manutengdo da viabilidade celular frente a hiperosmolaridade (SCHLIESS,
WIESE, HAUSSINGER, 1999; SANTOS et al., 2003; LEE, LEE, SEO, 2005).

Como a viabilidade das células tratadas com NaCl e cloreto de colina é
semelhante, é provavel que o cloreto, e ndo o sddio, esteja envolvido na
reducdo da sobrevida em tempos prolongados de incubagdo, contrariando
alguns autores que sugerem que o sodio € o principal agente citotoxico. Nestes
estudos, nos quais foi medida a atividade da (Na*+K")ATPAse, foi verificado
que esta enzima é inibida pela hiperosmolaridade gerada pelo uso de NaCl,
mas nao pelo uso de cloreto de colina (MORI, COWLEY, 2004; ABE et al.,
2006). Durante estes estudos, no entanto, amostras de tecido foram incubadas
durante segundos, em contraste com nossos resultados que foram obtidos ao
longo de dias de incubacdo, sugerindo que tempos maiores de incubagao
podem ser necessarios para a observacao de efeitos relacionados ao cloreto
de colina.

A reducao da viabilidade celular promovida pela adicdo de cloreto de
soédio foi, em parte, revertida pela presenga de uréia (Figura 11). Dados da
literatura mostram que a uréia, que pode induzir estresse oxidativo, também
ativa mecanismos capazes de contrapor seu efeito (TIAN et al., 2001; CAl,
FERRARIS, BURG, 2003). Ja o aumento da concentragdo de sodio, mesmo
sendo capaz de ativar mecanismos de protec¢do, s6 o faz quando o NaCl é
adicionado de maneira gradual (CAIl et al.,, 2002; CAl, FERRARIS, BURG,
2003). Alguns estudos mostraram que a uréia pode reverter o efeito deletério
do NaCl (ZHANG, TIAN, COHEN, 2000) em células de ducto coletor, e também

que o NaCl poderia reverter o efeito lesivo da uréia (NEUHOFER et al., 1998).
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Portanto, parece existir um fator comum na resposta celular a essas duas
substancias, que ainda nao foi elucidado.

Embora a adigéo de cloreto de colina ao meio de cultura tenha produzido
efeitos semelhantes aos de cloreto de sédio na viabilidade celular, a resposta a
adicdo de uréia foi diferente. O efeito do NaCl sobre a viabilidade foi
parcialmente abolido com a adigdo simultanea de uréia, mas o mesmo nao foi
verdade para o cloreto de colina (Figura 12). A colina e seus metabdlitos,
incluindo fosfolipidios, betaina e acetilcolina, asseguram a integridade
estrutural e fung¢des sinalizadoras das membranas celulares (ZEISEL, 2006). A
colina € um precursor para a biossintese de fosfatidilcolina (FC), um fosfolipidio
predominante (>50%) na maioria das membranas dos mamiferos (ZEISEL,
2006). Estudos realizados em ratos sugerem que a proporgéao de fosfolipideos
poli-insaturados presentes na membrana celular, suscetiveis a reagbes de
peroxidacao, afetam a resisténcia a danos causados por espécies reativas de
oxigénio

De posse das informagbes acima, e apesar dos resultados sugerirem a
necessidade de um estudo mais aprofundado sobre os efeitos celulares da
hiperosmolaridade causados pelo uso de NaCl, uréia e cloreto de colina,
voltamos ao nosso objetivo inicial, e passamos a estudar se a inibicdo da
ABCC1 poderia alterar a resposta das células Ma104 a esses osmolitos. Para
nossa surpresa, o tratamento das células com dois inibidores classicos da
ABCC1 (Figura 13) mostrou que tanto o MK571 quanto o BSO s&o capazes de
afetar a viabilidade dessas células. E possivel que o efeito do BSO seja devido
a seu proprio mecanismo de agao, alterando o potencial redox das células e,

assim, interferindo com a redugcdo do MTT. Com relagdo ao MK571, nao
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sabemos porque mesmo uma concentragéo relativamente baixa (1 uM) seria
toxica para essa linhagem. Como o efeito do BSO é bem menor que o
observado com o MK571, utilizamos o primeiro nos experimentos seguintes.

Como o BSO inibe a sintese de GSH, e por isso inibe o transporte de
diversas substancias conjugadas a glutationa (LASH, 2005), nossos resultados
nao permitem diferenciar se o efeito observado € pela falta de GSH ou pela
auséncia de transporte pela ABCC1. A adigao de BSO potencializou o efeito do
cloreto de sodio e do cloreto de colina provocando, em ambos, reducgao
semelhante de viabilidade. No entanto, o efeito obtido com outros osmolitos
nao foi influenciado pela incubacdo prévia com BSO. Estes resultados
sugerem, mais uma vez, que a citotoxicidade observada € devida ao ion cloreto
e que a glutationa, ou a ABCC1 tem papel importante na protegado contra os
danos causados por esse ion.

Nosso proximo passo foi estudar a expressao e a localizacido da ABCC1
em células Ma104 tratadas com os diferentes osmdlitos. No entanto, como a
actina nao se mostrou um bom controle para o imunoblotting, ja que parece
também ter sua expressdo alterada, fixamo-nos somente nos resultados
referentes a localizagdo da ABCC1. Dados da literatura indicam que a
organizacgéo e expressao de filamentos de actina é necessaria para a atividade
de transporte da ABCB1 (TAKESHITA et al., 1998; LUCIANI et al., 2002; FU,
ROUFOGALIS, 2007), sendo plausivel esperar que o mesmo seja verdadeiro
para a ABCC1. Assim sendo, € possivel que alteragdes na tonicidade do meio
alterem a expressao e a polimerizagdo da actina, o que poderia levar a uma

reducdo da atividade da ABCC1.
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Os ensaios de imunofluorescéncia (Figura 16) mostram que a adigao de
uréia, cloreto de sédio + uréia e cloreto de colina promovem uma elevagao da
marcagcao da ABCC1 na membrana basolateral. Este resultado é intrigante,
pois vai contra o fato de que sua atividade ATPasica se encontra reduzida em
situagdes de hiperosmolaridade, como observado na Figura 8. Considerando
que ja foi verificado que a ABCC1 aumenta a liberagdo de ATP de eritrocitos
(ABRAHAM et al., 2001), € possivel que esta proteina também atue como um
transportador de ATP nas células MA104, o que explicaria 0 aumento de sua
localizacdo na membrana acompanhado de reducdo em sua atividade
ATPasica. Também foi verificado que a redugdo da osmolaridade provoca a
liberagdo de ATP em células do tubulo distal reto (SILVA, GARVIN, 2008).
Assim sendo, € possivel que uma liberacédo similar através da ABCC1 ocorra
durante situagdes de hiperosmolaridade.

No intuito de iniciar a caracterizagcao das células Ma104, foram realizados
experimentos de fluorescéncia utilizando aglutinina de amendoim (PNA). Esta
leticina € um conhecido marcador para células B-intercalares de ducto coletor
renal (SCHUMACHER, STREHL, MINUTH, 2003). A observagado de que as
células Ma104 nao apresentam marcagao para PNA sugerem que elas ndo séo
células intercalares. Se por um lado, suas caracteristicas no que se refere a
resisténcia a osmolaridade e a expressido de ABCC1 indicam que se trata de
uma célula de origem medular, o fato de ndo ser marcada por PNA, exclui a
possibilidade de ser uma célula do tipo intercalar. Portanto, € plausivel supor
que sua origem esteja associada as células principais.

Para elucidar esta duvida verificamos a presenga de aquaporina-2,

frequentemente utilizada como marcador de células principais (LACHHEB et
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al., 2008). A analise comparativa da presenca de aquaporina-2 por
imunofluorescéncia nas células Ma104 e MDCK-C7, sendo que as células
MDCK-C7 apresentam caracteristicas proprias das células principais, mostra
que ambas expressam aquaporina-2, todavia com distribuicdo e localizagdes
diferentes (Figura 18). Curiosamente, ao contrario do esperado, a marcagao
para as células Ma104 nio se concentrou no citoplasma, e sim no nucleo. Para
eliminar qualquer duvida quanto a uma possivel marcagao inespecifica, foram
realizados experimentos de Western Blotting para as duas linhagens, usando
assim a MDCK-C7 como controle positivo. A marcagao com anticorpo revelou
resultados idénticos para ambas linhagens (Figura 19). Entretanto, o peso
molecular encontrado, de 60 kDa, ndo corresponde ao esperado, de 29 kDa
para um monémero de AQP-2 (HE et al.,, 2006). O resultado também néo
corresponde ao peso do tetramero, que é a forma funcional do canal
(KAMSTEEG et al., 1999; KAMSTEEG et al., 2000), e tampouco ao peso da
forma glicosilada do mondémero, que € de cerca de 40-50 kDa (KANNO et al.,
1995). Em estudo realizado em células de tubulo proximal de rim de porco, foi
encontrada a presenga de uma banda em torno de 60kDa, semelhante a
observada em nossos experimentos, creditada a um possivel dimero da
aquaporina-2 (SHINBO et al., 1999). Assim sendo, nossos dados sé&o
compativeis com a expressao de aquaporina-2 na forma de dimeros.

Os ensaios de imunofluorescéncia realizados para verificar a influéncia de
diferentes osmodlitos na expressao e localizacdo da aquaporina-2 indicam o
aumento de sua expressao tanto no nucleo quanto no citoplasma em resposta
a elevagdo da concentragdo de sodio (Figura 20). Considerando que os

mecanismos de apresentacdo da aquaporina-2 na membrana celular séo
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dependentes da acdo do ADH, é compreensivel que nas condi¢coes
experimentais utilizadas (auséncia de ADH) este canal ndo se apresente
expresso nas membranas celulares, ainda que presentes no interior celular.
Dados da literatura obtidos em ratos Brattleboro, (utilizados como modelo
de diabetes insipidus) submetidos a dietas hipersddicas ou hiperglicémicas
mostram aumento da expressdo de aquaporina 2 (LI et al., 2006). Outros
estudos utilizando os mesmos modelos ou modelos diferentes corroboram
esses resultados (MICHIMATA et al, 2003; CHU et al, 2007; LI et al, 2008).
Alem disto, foi demonstrada recentemente a presenca de AQP2 em “vas
deferens” de ratos, a qual ndo é regulada por ADH (STEVENS et al, 2000).
Sendo assim, apesar de, no momento, ndo sabermos o motivo pelo qual a
AQP2 é expressa no nucleo das células Ma104, é possivel que esta proteina
tenha um papel importante e ainda ndo descrito em células renais

embrionarias.



CONCLUSAO

‘Reasoning draws a conclusion, but does not
make the conclusion certain, unless the mind
discovers it by the path of experience.”

Roger Bacon
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7. CONCLUSAO

Os experimentos realizados permitiram concluir os seguintes aspectos
referentes ao comportamento fisioldgico das células Ma104:

1- A atividade ATPasica da ABCC1 é inibida pela hiperosmolaridade
independentemente do osmdlito utilizado.

2- O aumento da osmolaridade do meio de incubagao através da adicao
de cloreto de sodio ou de cloreto de colina reduz a viabilidade das células
Ma104 em cultura. Todavia, o aumento da osmolaridade do meio de incubacéao
através da adicdao de manitol ndo teve efeito deletério sobre a viabilidade
celular. Assim sendo, o efeito deletério observado com cloreto de sddio ou de
colina nao esta diretamente associado ao aumento da osmolaridade do meio.

3- A presenca de uréia aumenta a viabilidade celular das células
incubadas em meio hiperténico gerado pela adicdo de NaCl, mas nao pela
adicao de cloreto de colina, indicando a existéncia de mecanismos citotéxicos
distintos para cada um dos casos.

4- A observagao de que a inibicdo da ABCC1 reduz a viabilidade celular
das células tratadas com NaCl ou cloreto de colina permite concluir que esta
proteina possa desempenhar um papel importante na sobrevida das células

Ma104.



PERSPECTIVAS FUTURAS

“There will come a time when
you believe everything is finished.
That will be the beginning.”

Louis L’amour
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Investigar o possivel papel fisiologico da ABCC1 na resisténcia a
hiperosmolaridade, usando além das células Ma104, as células MDCK
C7 e C11 provenientes de ducto coletor.

Investigar a acao de hormdnios, como o ADH e a aldosterona sobre a
atividade e expressao da ABCCH1, ja que a ouabaina é capaz de afetar
sua expressao, reduzindo-a em concentracbes normalmente
encontradas no plasma (VALENTE et al, 2007), sugerindo a
possibilidade de regulagdo hormonal da ABCCA1.

Verificar se a inibicdo da ABCC1, como os dados obtidos com o
presente trabalho sugerem, esta relacionada a manutencédo de niveis
intracelulares de glutationa.

Confirmar os resultados obtidos com estudos em animais submetidos a
dietas secas ou dieta de alto sodio, ja que dados da literatura mostram
que diferencas na dieta afetam a expressédo de outros transportadores
ABC.

o Ratos submetidos a dietas hipersddicas apresentam reducéo da
expresséo da P-gp no tecido renal (MORALES et al., 2000; KANG
et al., 2008), ao mesmo tempo em que a mesma tem sua
expressdo aumentada no intestino (KANG et al., 2008).

o Estudos também mostram a importancia da vasopressina para a
regulagédo da expressao do transportador CFTR, que fica reduzida
em sua auséncia no cortex e na medula renais, e tem sua

expressdo elevada na regido medular quando a quantidade de
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vasopressina circulante se apresenta elevada (MORALES et al.,
2001).
A determinacdo da regido do néfron da qual as células Ma104 se
derivam, iniciada neste trabalho, devera ser completada através do uso
de outros marcadores celulares, tais como a proteina de Tamms-

Horsfall, definindo claramente sua origem.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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