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RESUMO

Estradiol (E2) e progesterona (P4) sdo os principais hormonios esteroides envolvidos no
controle das funcdes reprodutivas em fémeas. Receptores para estes hormoénios tém sido
encontrados no cérebro, sistema cardiovascular e tGbulos renais. Entre outros efeitos, E2 e P4
podem modular a reabsorcéo de sodio ao longo do nefro, alterando o balanco hidroeletrolitico.
O permutador Na*/H* isoforma 3 (NHE3) consiste na via principal para a reabsorcdo de Na* e
de bicarbonato nos tibulos proximais (TP), dependendo do gradiente de Na* gerado pela bomba
de Na*/K*-ATPase (NKA). Nosso trabalho objetivou avaliar amodulagéo do permutador NHE3
durante as diferentes fases do ciclo estral (CE) e os efeitos diretos de E2 e P4 em rins de ratas
ovariectomizadas (OVX), analisando a funcdo renal, a expressdo da NKA e o possivel
envolvimento da via de sinalizacdo NKA-Src-Ras-Raf-Erk 1/2. Para tanto, ratas Wistar (180 a
2509g) tiveram seu CE avaliado durante 15 dias para serem submetidas a cirurgia de
ovariectomia (OVX) ou grupo falso operado, onde o animal mantinha-se ciclico, e uma das
diferentes fases do ciclo, proestro (PRO), estro (EST), metaestro (MET) ou diestro (DIE), era
estudada. Inicialmente, os animais foram submetidos a gaiolas metabolicas (GM) durantes as
fases do CE de interesse e, em seguida, utilizamos a técnica de Microperfusdo Estacionaria
(ME), a qual permite a medida da secre¢do de H" em TP, representando uma medida indireta
da funcéo do permutador NHE3. Através desta técnica, TP foram puncionados e perfundidos
com solucdo controle para comparar as diferentes fases do ciclo estral com o grupo OVX.
Posteriormente, os rins foram armazenados para avaliacdo da expressdo proteica pela técnica
de Western Blot (WB). Os resultados mostraram diferencas na atividade secretéria de H,
sugerindo uma modulacgéo diferencial do permutador de acordo com a fase. Os resultados de
expressdo proteica revelaram menor expressao do permutador NHE3 no grupo DIE,
comparativamente aos demais grupos. Na segunda etapa da pesquisa, foi investigado o efeito
intratubular de E2 e P4, em diferentes concentracdes, sobre a atividade secretéria de H* de
fémeas OVX, cujos resultados sugeriram que E2 ou P4 promovem aumento da atividade
secretéria de H* comparativamente ao grupo OVX. Posteriormente, fémeas OVX foram
tratadas com E2 ou P4 durante 10 dias e foram submetidas aos experimentos de GM, ME e
tiveram seus rins armazenados para WB. Os experimentos de ME revelaram aumento da
atividade secretdria de H* apenas no grupo tratado com E2. Os resultados de WB, por sua vez,
mostram uma regulagdo cortical da bomba NKA, a qual se encontra diminuida no grupo OV X.
Nossos achados indicam que o permutador NHE3 é modulado durante as diferentes fases do

CE e que tanto E2 quanto P4 regulam positivamente o trocador NHE3 em TP de ratas quando



administrados agudamente por via intraluminal. O tratamento com E2 ¢é capaz de estimular o
permutador NHE3, bem como a NKA cortical, com possivel envolvimento da via NKA-Src-
Ras-Raf-Erk 1/2. Contudo, novas etapas da investigacdo necessitam ser realizadas a fim de

melhor caracterizar os mecanismos pelos quais E2 e P4 regulam a atividade do NHE3.

Palavras-chave: Rim. Hormdnios sexuais. Ciclo estral. NHES3.



ABSTRACT

Estradiol (E2) and progesterone (P4) are the major steroid hormones involved in the control of
reproductive functions in females. Receptors for these hormones are in the brain, cardiovascular
system and renal tubules. Among other effects, E2 and P4 can modulate sodium reabsorption
throughout the nephron, altering the hydro electrolytic balance. The Na*/H* isoform 3 (NHE3)
exchanger consists of the main pathway for Na* and bicarbonate reabsorption in the proximal
tubules (PT), depending on the Na* gradient generated by the Na*/K*-ATPase pump (NKA).
Our objective was to evaluate the modulation of the NHE3 exchanger during the different
phases of the estrous cycle (EC) and the direct effects of E2 and P4 on the ovariectomized rats
(OVX), analyzing NKA expression and the possible involvement of the NKA Src-Ras-Raf-Erk
1/2 signaling pathway. For this, Wistar rats (180-250g) had their EC evaluated for 15 days to
undergo ovariectomy surgery (OVX) or false operated group, where the animal remained cyclic
for studied of one the different phases of the cycle, proestrus (PRO), estrus (EST), metaestrus
(MET) or diestrus (DIE). Initially, the animals stayed to metabolic cages (MC) during the
phases of EC of interest and then we used the technique of Stationary Microperfusion (SM),
which allows the measurement of H* secretion in PT, representing an indirect measure of the
NHE3 exchanger function. Through this technique, PT were punctured and perfused with
control solution to compare the different phases of the estrous cycle with the OVX group.
Subsequently, the kidneys were stored for evaluation of protein expression by Western blot
(WB) analyses. The results showed differences in the secretory activity of H*, suggesting a
differential modulation of the exchanger according to the phase. The results of protein
expression revealed lower NHE3 exchanger expression in the DIE group, compared to the other
groups. In the second phase of the research, we investigated the intratubular effect of E2 and
P4, in different concentrations, whose results suggested that E2 or P4 promoted increased
secretory activity of H* compared to the OV X group. Afterwards, we treated OV X females with
E2 and P4 for 10 days and submitted to MC, SM and had their kidneys stored for WB. The SM
experiments revealed increased secretory H* activity only in the E2-treated group. The WB
results showed a cortical regulation of the NKA pump, which was decreased in the OV X group.
Our findings indicated that the NHE3 exchanger undergoes modulation during the different
phases of the EC. Both E2 and P4 positively regulate the NHE3 exchanger in rat PT when
acutely administered intraluminally. Treatment with E2 seems able to stimulate NHE3
exchanger as well as cortical NKA, with possible involvement of the NKA-Src-Ras-Raf-Erk



1/2 pathway. However, we need to be performed new research steps in order to better
characterize the mechanisms by which E2 and P4 regulate NHE3 activity.
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