OLIVIA BELOTO DA SILVA

EFEITO DA GLICOSE SOBRE RECUPERACAO DO pHi
EM CELULAS HEK-293

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés Graduacdo em Fisiologia Humana
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, para
obtencado do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Sao Paulo
2008



RESUMO

BELOTO-SILVA, O. Efeito da glicose sobre a recuperacio do pHi em
células HEK-293. 62 f. Dissertacio (Mestrado) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

Os estudos foram realizados em cultura de células HEK-293 (human embrionic
kidney cells). Por microscopia de fluorescéncia, avaliou-se a velocidade de recuperagao do
pHi (dpHi/dt). Por Western blot, avaliou-se a expressdao de SGLTs e NHEs e a translocagao
dos SGLTs foi avaliada por imunofluorescéncia. Resultados: No controle, a dpHi/dt foi de
0,169 £+ 0,020 unid pH/min (n = 6). A glicose modula dose e tempo dependentemente a
dpHi/dt. O tratamento cronico aumentou esse parametro e somente Florizina (inibidor dos
SGLTs), H-89 (inibidor da PKA) e BAPTA (quelante de Ca”* intracelular — Ca2+i) reduziram
esse efeito. O tratamento cronico induziu a internalizacdo do SGLT1, manteve o SGLT2 no
citosol e aumentou sua expressao. Conclusoes: No tratamento cronico, a internalizacdo do
SGLT1 depende da PKA, independe de Ca*'i e a permanéncia do SGLT?2 no citosol depende
tanto da PKA quanto do Ca*'i. Assim, a distribuicao celular do SGLT?2 altera a atividade dos
NHE’s.

Palavras-chave: Glicose; Transporte através da Membrana; Trocador Na*/H*; Co-

transportador Na*/Glicose; Células Epiteliais; pH intracelular.



ABSTRACT

BELOTO-SILVA, O. Effect of glucose on pHi recovery rate in HEK-293
cells. 62 p. Master thesis — Instituto de Ci€ncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

In this work we used human embryonic kidney (HEK-293 cells). The pHi recovery
rate (dpHi/dt) was evaluated through fluorescence microscopy. The expression of SGLT s and
NHEs was analysed through Western blot and translocation of SGLTs was evaluated through
Imunofluorescence. Results: In the control situation, the dpHi/dt was 0,169 + 0,020 units
pH/min (n = 6). This parameter was modulated by glucose in a concentration and time
dependent manner. Chronic treatment increased the dpHi/dt and this stimulatory effect was
inhibited by Phlorizin (SGLTs inhibitor), H-89 (PKA inhibitor) and BAPTA (intracellular
Ca* cheleator - Ca2+i). The chronic treatment induced internalization of SGLT1, increased
the expression of SGLT2 and kept it in the cytosol. Conclusions: In chronic treatment, the
internalization of SGLT1 involves a PKA-dependent and Ca”*i- independent mechanism. The
maintenance of SGLT2 in the cytosol depends on PKA and Cai. Thus, the cellular
distribution of SGLT?2 is associated with NHEs activity.

Key words: Glucose; Membrane Transport; Na*/H* exchanger; Na*/Glucose cotransporter;

Epithelial Cells; intracellular pH.



1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

As células epiteliais por serem polarizadas, possuem propriedades de transporte da
membrana plasmaética voltada para uma das faces do epitélio (membrana luminal) diferentes
das apresentadas pela membrana plasmadtica voltada para a face oposta (membrana
basolateral). Exemplos claros de células com estas propridades sdo as epiteliais do intestino
delgado e do tibulo proximal renal.

A glicose é uma molécula osmoticamente ativa que entra nestas células por
mecanismos de transporte ativos secunddrios. Basicamente, o influxo luminal de glicose é
mediado por um sistema de co-transportadores Na'/glicose, os quais contribuem para o
aumento da concentracdo de glicose intracelular acima do valor de concentracdo extracelular
desta substancia. A forca para concentrar glicose € derivada da soma de forcas geradas pela
diferenca de potencial elétrico transmembrana e pelo gradiente quimico para o Na®. Assim,
o gradiente eletroquimico do Na* €, entdio, a energia requerida para aumentar a concentracio
de glicose intracelular para valores acima do seu equilibrio difusional (DOMINGUEZ et al.,
1989; SACKTOR et al., 1989; TUNE et al., 1971; ARONSON et al., 1975; KINNE et al.,
1975). Parte da glicose é capaz de deixar as células pela membrana basolateral, por
transporte facilitado. Além disso, a atividade da Na*/K*-ATPase permite que a concentracio
intracelular de Na* permanega baixa, mantendo o gradiente eletroquimico para 0 movimento
desse ion da luz tubular para o interior da célula.

A captacdo de glicose nos diferentes tipos celulares pode ser modulada de acordo
com as necessidades metabdlicas. Estas respostas dependem da estimulacio de
transportadores preexistentes na membrana ou da insercdo de novos transportadores de
glicose na membrana plasmatica (BERNE et al., 1998). Em condi¢cdes normais, a
concentracdo de glicose no plasma (glicemia) é de 4 a 5 mM (70-100 mg/dl). Estes valores
sao finamente ajustados por mecanismos regulados pelo hormdnio insulina, entre outros.

Por possuir um didmetro molecular de aproximadamente 0.7 nm e por ndo se ligar as
proteinas plasmdticas, a glicose, nos rins, € livremente filtrada através da barreira de
filtracdo na parede do capilar glomerular, aparecendo no Espaco de Bowman com a mesma
concentracdo encontrada no plasma. O fato de normalmente quase ndo aparecer glicose na

urina em condi¢cdes normais indica que esta molécula € intensamente reabsorvida pelos



tubulos renais. Cerca de 98% da glicose filtrada € reabsorvida no tibulo proximal,
principalmente em sua por¢do inicial (segmento S1). Entretanto, quando sua reabsor¢ao
proximal € dificultada (por expansao de volume ou diuréticos), os segmentos mais distais do
néfron sdo capazes de reabsorver quase toda a glicose remanescente do tibulo proximal.

Provavelmente, os locais de reabsor¢do mais tardia de glicose sdo a al¢a de Henle e o ducto

coletor (AIRES et al., 2008).

1.2 Transportadores de Glicose no Rim

Morfologicamente, o tibulo proximal € dividido em trés segmentos: 1,2 e 3 (S1, S2
e S3) e nesta por¢do do néfron, a reabsor¢do de glicose ocorre por co-transportadores
denominados “Sodium Glucose Transporters” (SGLTs), localizados na membrana apical da
célula tubular.

Os SGLTs, sdo proteinas integrais de membrana, compostas por Unica subunidade,
com cerca de 14 segmentos transmembranicos (AIRES et al., 2008; HIRAYAMA et al.,
2007; ZHAO et al., 2007). No S1, a glicose interage com a isoforma 2 ou SGLT2, que
possui alta capacidade de transporte e cuja estequiometria é de 1:1 (1 Na':1 Glicose). Esta
estequiometria permite o aumento da concentracao de glicose intracelular para valores acima
dos encontrados no intersticio (TUNE et al., 1971). No S3, a entrada de glicose na célula
ocorre preferencialmente pelo SGLTI, com menor capacidade de transporte e
estequiometria de 2:1 (2 Na™:1 Glicose). Neste segmento do tibulo proximal, a concentracdo
de glicose luminal € baixa e o aumento da sua concentragcdo intracelular é eficientemente
gerado pela estequiometria do SGLT1, que dobra a forca movente para o transporte, ou seja,
o gradiente eletroquimico do Na* (PESSIN, et al., 1992). Em vista disso, o transporte tubular
luminal de glicose € chamado de processo ativo secundério (Figura 1).

Na figura 1 observar-se que a saida de glicose da célula, em direcdo ao intersticio,
acontece por difusdo facilitada, ou seja, através de transportadores de glicose (GLUT’s),
localizados na membrana basolateral. No S1 existe a isoforma 2, também conhecido como

GLUT2 e no S3 aisoforma 1, ou GLUT1 (WOOD et al., 2003; BAINES et al., 2002).



Tubulo proximal inicial (S1)

Tabulo proximal final (S3)

Figura 1. Esquema do transporte de glicose no néfron. Mecanismos de transporte de glicose no tibulo
proximal inicial (Segmento 1 — S1) e mecanismos de transporte de glicose no tibulo proximal
final (Segmento 3 — S3).

Fonte: Aires, M. M. et al., 2008, com permissao.

1.3 Trocador Na*/H*

A extrusdo celular de H" em troca por Na* é um dos meios mais efetivos de
eliminacdo do excesso de dacidos de células metabolicamente ativas. Esse processo
considerado eletroneutro é mediado por uma familia de trocadores Na'/H® ou NHEs
(ORLOWSKI et al., 1992). Quando o pHi encontra-se préximo do valor neutro (pH = 7,0), o
trocador apresenta baixa afinidade pelo H" intracelular, funcionando em ritmo basal, apenas
para manutengdo do pHi. No entanto, com aumento da concentragdo de H" intracelular, o
trocador € ativado, atingindo sua taxa maxima de transporte (AIRES et al., 2008).

Virias isoformas do trocador Na*/H" j4 foram clonadas (NHE; — NHEo) (SARDET et
al., 1989; TSE et al., 1992; TSE et al., 1993; ORLOWSKI et al., 1992; WANG et al., 1993;



KLANKE et al.,, 1995; NUMATA et al.,, 2001; GOYAL et al., 2003). Essas diversas
isoformas de NHE possuem similaridades quanto a por¢cao N-terminal (10 a 12 segmentos
transmembranicos) e a por¢ao C-terminal (Figura 2).

A porcao C-terminal dos NHEs € importante na modulacdo do transporte idnico por
interagir com diversos agentes (fatores de crescimento, hormonios e alteragdes osmdticas).
Além disso, este dominio possui sitios de fosforilacdo para vdrias proteinas quinases, tais
como proteina quinase C (PKC) e proteina quinase A (PKA). A PKC fosforila praticamente
todas as isoformas do trocador Na'/H*, enquanto a PKA, parece fosforilar apenas as
isoformas NHE1 ¢ NHE3 (WAKABAYASHI et al., 1992; SALAMANCA et al., 2005).
Além disso, o NHEI apresenta 2 sitios de ligacdo para o complexo célcio-calmodulina
(WAKABAYASHI et al., 1994; BERTRAND et al., 1994; IKEDA et al., 1994). Segundo
Wakabayashi et al. (1994), o sitio de alta afinidade (sitio A), quando ligado a este complexo,
¢ estimulador do trocador. Por outro lado, o sitio de baixa afinidade (sitio B) somente liga-se
ao complexo cdlcio-calmodulina quando o célcio citos6lico encontra-se em alta
concentracdo, podendo nesta condi¢ao, inibir o trocador.

Atualmente, sabe-se que a PKC faz parte de uma grande familia de proteinas, com
varias isoformas que apresentam caracteristicas enzimoldgicas sutilmente individuais. A
familia PKC é atualmente classificada em 4 grupos (SALAMANCA et al.,, 2005): 1)
convencionais (cPKCs) alfa beta e gama (a, B e v, repestivamente) as quais sdo ativadas por
Ca”*, fosfatidilserina (PS) e diacilglicerol (DAG) ou éster de forbol; 2) novas (nPKCs) delta,
epsilon, eta e teta (0, €, M ¢ 0, respectivamente) as quais sdo ativadas por PS ¢ DAG ou éster
de forbol, mas sdo independentes de Ca®™; 3) atipicas (aPKCs) zeta, lambda e iota ( , A e T,
respectivamente) as quais sdo independentes de Ca®* e insensiveis a0 DAG ou éster de forbol,
mas sdo ativadas por PS.

No rim, as diferentes isoformas de PKC estdo relacionadas com o controle
hemodinamico e de varios mecanismos de transporte. Dados da literatura mostram que
células do tibulo proximal de rim de rato expressam as isoformas de PKC a, BI, BIL J, e e {
(KANG et al., 1999), sendo que as isoformas o e BI encontram-se predominantemente na
membrana basolateral (PTAFF et al., 1999). Por outro lado, em células de tibulos proximais
de rins de camundongos somente a isoforma € foi encontrada (REDLING et al., 2004).
Adicionalmente, outros estudos em células de tibulo proximal de rins de ratos demonstram
alteracdes nos niveis de expressdo das PKCs a, BI e €, em resposta a altas concentra¢des de

glicose (KANG et al., 1999; HSIEH et al., 2006).



Contudo, o trocador Na*/H" ndo participa apenas da regulacdo do pHi, mas também
do volume e divisdo celular (NOEL et al., 1995). Entretanto, sabe-se que a regulagio do pH; é
feita principalmente pela isoforma 1 do trocador Na*/H" (NHE1), cuja distribui¢do é ubiqua
em células de vertebrados, além de ser a isoforma mais sensivel ao amiloride bem como seus
andlogos (WAKABAYASHI et al., 1997).

No rim, o NHEI encontra-se preferencialmente na membrana basolateral de todas as
células dos multiplos segmentos do néfron (NOEL et al., 1995; BIEMESDERFER et al.,
1992). No entanto, as células do tdbulo proximal expressam além do NHE1 na membrana
basolateral, o NHE3 na membrana luminal. O NHE3 é menos sensivel ao amiloride e
apresenta particular relevancia, pois secreta H para a luz tubular e reabsorve Na* para o meio
intracelular (AZARANI et al., 1995; D’SOUZA et al., 1998; MOE et al., 1997). Com isso o
NHE3 contribui para a manutencio dos niveis adequados de Na*, do volume intravascular,
além de participar na manutencdo do equilibrio 4cido-base (SCHULTHEIS et al., 1998;
GEKLE et al., 2004).

Extracelular

Membrana

Intracelular

Figura 2. Estrutura da isoforma 1 do trocador Na*/H* (NHE1). Por¢do N-terminal (NH2) e porgdo C-
terminal (COOH).
Fonte: Aires, M. M. et al., 2008, com permissao.



1.4 Efeito da hiperglicemia sobre os mecanismos de transporte de Na*

A manutengdo dos niveis plasméticos de glicose préoximos a 100 mg/dl €
fundamental para a homeostase. Entretanto, a hiperglicemia (glicose plasmatica 2200 mg/dl)
induz alteragdes metabdlicas, entre as quais estd a acidose metabdlica. Nas células do tibulo
proximal renal, a hiperglicemia induz também a saturacdo dos transportadores de glicose
(SGLT1 e SGLT?2), caracterizando o transporte maximo de glicose ou Tm de glicose, o que
resulta em glicosuria (perda de glicose na urina) acompanhada de diurese osmoética. Em
casos mais graves, a glicosdria cronica leva a perda de potédssio, queda do volume
plasmatico e conseqiientemente, queda da pressdo arterial NORMAN et al., 1997).

Por outro lado, Harris et al. (1986) sugerem um efeito coordenado entre SGLTs e os
trocadores Na'/H*. Ambiihl et al. (1998) observaram que, em ratos a recuperagido do pHi é
modificada diante de varia¢des na concentracdo plasmatica de glicose. Nascimento-Gomes
et al. (1997), estudando ratos diabéticos, observaram que a velocidade de acidificagao
tubular renal é modificada, sendo este efeito dependente do grau hiperglicémico do animal.
Posteriormente, 0 mesmo grupo observou que animais diabéticos apresentaram aumento da
producdo de radicais livres e oxidacdo. Esta resposta, entretanto, foi abolida pelo anti-
oxidante (D-alfa-tocoferol) NASCIMENTO-GOMES et al., 2005).

Baines et al. (2002) observaram em tibulos proximais de ratos com diabetes induzida
por estreptozotocina, um aumento da expressdo de eNOS (Endothelial Nitric Oxide Syntase)
e conseqiientemente de 6xido nitrico (NO). Os mesmos autores, entretanto, sugerem que O
aumento de NO em condi¢des hiperglicémicas pode modular a atividade do NHE3 na
membrana luminal de células do tibulo proximal. Schann et al. (2003) demonstraram que na
hiperglicemia, a alteracdo de radicais livres e estado de oxidagdo ativam a via do
diacilglicerol e proteina quinase C (DAG-PKC). Esses autores também demonstraram que a
inibicdlo dessa via previne complicacdes vasculares no Diabetes mellitus,
independentemente do controle glicémico. Hu et al. (2006), observaram que, em células
Caco-2, derivadas de adenocarcinoma de cdlon humano, a p38 mitogen-acticated protein
quinase (MAPK-p38) participa de eventos intracelulares responsdveis pela modulagdao do

transporte de Na" mediado pelo NHE3 e SGLT].



2 CONCLUSOES

Em conclusao, nossos resultados indicam que no tratamento cronico, a internalizacao
do SGLTTI estd associada com a atividade da PKA, mas € independente de cdlcio citosélico
e a permanéncia do SGLT2 no citosol depende tanto da atividade da PKA quanto do célcio
(Figura 18 A e B). Assim, podemos afirmar que a distribui¢do celular do SGLT2 contribui

para alteracdes na atividade dos NHE’s.
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Figura 18: Vias de sinalizagdo propostas para o efeito do tratamento crdnico com glicose sobre a

modulagdo da localizagio do SGLT1 (A) ou SGLT2 (B) e atividade dos NHE’s.
E=Extracelular, M=Membrana, I=Intracelular.
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