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RESUMO

DAMASCENQO, R. S. Efeito da glicose sobre os mecanismos de extrusao de prétons em
células MDCK. 2010. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Este estudo investigou o efeito da glicose sobre a atividade e expressao da isoforma 1 do
trocador Na*/H" (NHE1) e da H*-ATPase do tipo vacuolar, em células MDCK (Mardin Darby
Canine Kidney), linhagem derivada de rim de cdo, que apresenta caracteristicas similares as
células principais e intercalares das por¢des distais do néfron. Por microscopia de
fluorescéncia, se avaliou a velocidade de recuperacdo do pH; (dpHi/dt) e a capacidade
tamponante (B;). A partir desses parametros, se calculou o efluxo de H" (Jy;). Por Western
blot, se avaliou a expressio de NHEI e da subunidade E da H-ATPase do tipo vacuolar.
Resultados: Na condi¢io controle o efluxo de H" foi de 6.27 = 0.51 mM/min (n = 9). O
tratamento agudo com glicose (25 mM) aumentou o efluxo de H" via NHEI, o qual foi
modulado pela PI3 cinase. Na mesma condi¢do, ndo se observou alteracdes na atividade da
H'-ATPase. O tratamento cronico com glicose (25 mM) induziu significante aumento do
efluxo de H', via NHE1 e H"-ATPase. O efeito estimulador da glicose sobre a atividade de
NHE1 e H'-ATPase foi dependente da atividade da p38 MAP cinase. Além disso, o
tratamento cronico com glicose (25 mM) induziu fosforilagao do sistema ezrin/radixin/moesin
(ERM) e Akt. Conclusoes: Nossos resultados indicam que no tratamento agudo com glicose
(25 mM), o NHE1 foi modulado pela PI3 cinase. Contudo, no tratamento cronico com glicose
(25 mM), a atividade do NHE1 foi modulada pelo sistema ERM/Akt e a atividade da H'-
ATPase foi modulada pela p38 MAP cinase.

Palavras-chave: Trocador Na*/H*. H*-ATPase. Glicose. Sistema NHE 1/ERM/PI3K/Akt.



ABSTRACT

DAMASCENQO, R. S. Effect of glucose on mechanisms of proton extrusion in MDCK
cells. 2010. 62 p. Master Thesis- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo.

This study investigated the effect of glucose on the activity and expression of Na*/H"
exchanger isoform 1 (NHE1) and vacuolar H-ATPase, in Mardin Darby Canine Kidney
(MDCK) cells from dog kidney, with similar characteristics to principal and intercalated cells
of the distal nephron. The pH; recovery rate (dpHi/dt) and the buffering capacity (B;) was
evaluated through fluorescence microscopy. From these parameters the H' efflux (Jy,) was
calculated. By Western blot, the NHE1 and H"-ATPase (E subunit) expression was evaluated.
Results: In the control situation the H efflux was 6.27 + 0.51 mM/pH units (n = 9). Acute
treatment with glucose (25 mM) increased the H' efflux via NHEI, which was modulated by
PI3 kinase. In the same condition, the H*-ATPase activity did not change. Chronic treatment
with glucose (25 mM) induced significant increase of H' efflux via NHEI and H'-ATPase.
The stimulatory effect of glucose on the NHE1 and H *-ATPase activity was dependent on
p38 MAP kinase activity. Furthermore, chronic treatment with glucose (25 mM) induced
Ezrin/radixin/moesin (ERM) and Akt phosphorylation. Conclusions: Our results indicate that
during the acute treatment with glucose (25 mM), the NHE1 was modulated by PI3 kinase.
However, during chronic treatment with glucose (25 mM), NHE1 activity was modulated by

the ERM/Akt system and of H-ATPase activity was modulated by p38 MAP Kinase.

Key words: Na'/H" exchanger. Vacuolar H-ATPase. Glucose. NHE1/ERM/Akt system.



1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

A manutencao do pH intracelular (pH;) € de fundamental importancia para o adequado
funcionamento dos processos bioquimicos celulares. Os mecanismos que contribuem para a
regulacdo do pH; sdo amplamente estudados e dependem tanto dos transportadores idnicos
localizados na membrana plasmética (Na'/H*, H-ATPase, H/K*-ATPase, CI/HCO; e Na'-
HCO73) como dos tampodes intracelulares (OBERLEITHNER et al.,1990; SALEH e
BATTLE, 1990; SCHUSTER et al., 1991).

Como muitos produtos catabdlicos sao dcidos, os individuos necessitam de
mecanismos que evitem a queda do pH;. O rim, favorecendo a excre¢do de radicais écidos,
exerce papel relevante na manutencdo do equilibrio 4cido-base do organismo. O epitélio dos
segmentos distais do néfron, incluindo o do ducto coletor, é heterogéneo, porque apresenta
diferentes tipos celulares (células principais e intercalares o e ). No ducto coletor, as células
principais sdo importantes para a reabsorcdo de Na* e 4gua e as células intercalares secretam
H*, reabsorvem K" e reabsorvem ou secretam e HCO';. Por isso, em condi¢des normais, esse
segmento do néfron € essencial para a regulacdo do pH do meio interno e conseqiientemente,
para a acidificagdo urindria (MALNIC, 1987). Contudo, patologias como diabetes mellitus
descompensado podem induzir acimulo de 4cidos provenientes do metabolismo. Desses
acidos fazem parte o acido acetoacético e o dcido beta-hidroxibutirico, que normalmente sdo
metabolizados a CO, e &dgua pelo ciclo de Krebs, cujo funcionamento depende do
metabolismo da glicose. Nestas condicdes, os dcidos em excesso devem ser neutralizados pelo
tampao bicarbonato, que é transformado em dgua e CO;, sendo este ultimo, eliminado pelos
pulmdes. A conseqiiéncia pode ser uma queda da concentragdo de bicarbonato no plasma, o
que leva a uma queda do pH neste compartimento e caracteriza um quadro de acidose
metabolica. Esta por sua vez, pode ser em parte, corrigida pelas respostas adaptativas renais
que incluem a estimulagdo do trocador Na*/H* e da H*-ATPase (AMEMIYA et al., 1995;
NAKAMURA, 2004).

Neste trabalho enfatizamos a participacdo do trocador Na'/H" ¢ da H'-ATPase na

regulacdo do pH intracelular (pH;).



1.2 Trocador Na*/H"

O trocador Na'/H" é uma proteina de membrana com vérias funcdes importantes, tais
como: manutencio do pH;, regulacio do volume e divisdo celular (NOEL & POUYSSEGUR,
1995). Virias isoformas do trocador Na"/H" ja foram clonadas (NHE; — NHE¢) (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; LEE et al., 2008).

A regulacdo do pH; é monitorada principalmente pela isoforma 1 do trocador Na*/H"
(NHE,) (Figura 1). Essa isoforma corresponde a uma glicoproteina de aproximadamente 110
kDa, com 10 a 12 segmentos transmembranicos (SARDET et al., 1989, 1990), cujo dominio
N-terminal (denominado unidade de transporte) € altamente sensivel ao amiloride e o dominio
C-terminal (ou citoplasmatico regulatério) apresenta grande sensibilidade a vérios sinais
extracelulares, como: fatores de crescimento, hormdnios e alteracdes osmdticas
(WAKABAYASHI et al., 1992, 1994; BIANCHINE et al., 1995). A isoforma NHE; ¢é
ubiquamente distribuida em todas as células de vertebrados, sendo nas células de epitélios
transportadores, preferencialmente, localizada na membrana basolateral (TSE, et al., 1991;
TSE, 1993). No rim, essa isoforma encontra-se na membrana basolateral de todas as células
dos multiplos segmentos do néfron (BIEMESDERFER et al., 1992). Contudo, nas células do
tibulo proximal, além do NHE; na membrana basolateral, existe também na membrana
luminal, a isoforma 3 (NHE3;) com particular relevancia para o rim, uma vez que, ao secretar
H' para a luz tubular, reabsorve Na* para a célula (AMEMIYA et al., 1995).

Dados da literatura mostram que a porcdo regulatéria C-terminal do NHE1 é um
importante sitio de intera¢do da proteina com vdérias outras proteinas regulatérias, que podem
atuar alterando a configuracdo do NHEI1 ou converter mensagens celulares para modular sua
atividade (MALO e FLIEGEL, 2006). O NHE1 possui sitios para proteinas dependentes de
célcio, incluindo a calcineurina e a calmodulina (CaM) (BERTRAND et al., 1994; PANG et
al., 2001). Além disso, o NHE1 possui sitios de fosforilacdo para Phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate (PIP2, fator regulador de pH;), proteina cinase C (PKC), proteina cinase A (PKA)
(WKABAYASHI et al., 1992; AHARONOVITZ et al., 2000; SALAMANCA et al., 2005).
Adicionalmente, o NHE1 possui outros sitios para fosforilagdo, os quais sao modulados por
diferentes proteinas sinalizadoras, incluindo Akt (membro da familia de proteinas cinases B) e
p38 MAP cinase (MALO e FLIEGEL, 2006; DARMELLAH, 2007). A organizacdo do
citoesqueleto ¢ também um fator associado com a atividade do NHE1 e sabe-se que o sistema

Ezrin/Radixin/Moesin (ERM) é um complexo protéico que contribui para a organizacdo do



citoesqueleto, permitindo a interacdo dos filamentos de actina com vdrias proteinas de
membrana (VAHERI et al., 1997). O NHEI1 possui 2 sitios para o sistema ERM e quando este
¢ ativado pela Rho cinase, liga-se ao NHEI e o complexo ERM/NHEI recruta a proteina

phosphoinositide-3 cinase (PI3K), a qual estimula a Akt.
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Figura 1. Esquema da estrutura da isoforma 1 do trocador Na*/H* (NHEI).
Fonte: Fliegel 1. et al, 2007.

A glicose também pode exercer um papel modulatério relevante sobre o trocador Na*/H™.
Estudos em células mesangiais e endoteliais indicam que glicose (25 a 30 mM) induz
aumento da atividade e/ou expressdo da isoforma 1 do trocador Na'/H" (GANZ et al., 2000,
WANG et al., 2008).

Nascimento Gomes e Mello-Aires (1990 e 1997) encontraram que em tubulos
proximais de rins de ratos, a administracdo aguda de glicose (20 mM) na luz do tubulo, inibiu
o trocador Na'/H" localizado na membrana luminal das células desse segmento do néfron.
Enquanto que, no diabetes mellitus, a glicose estimulou a atividade desse trocador. Contudo, o

efeito da glicose sobre a atividade de NHE1 ainda nao foi elucidado.

1.3 H*-ATPase do tipo vacuolar

A H™-ATPase do tipo vacuolar (ou tipo V) é uma proteina ubiquamente distribuida em
todas as células de eucariontes. Nos compartimentos intracelulares, a H-ATPase vacuolar

regula o pH de muitas organelas, incluindo lisossomas, endossomas e complexos de Golgi.



Na membrana plasmética, sua fun¢do é permitir a extrusdo de H" da célula, participando,
portanto, do controle do pH; (SAUTIN et al., 2005).

Nas células eucariontes, a H-ATPase do tipo vacuolar é eletrogénica e consiste em
dois dominios: um catalitico e citoplasmaético (V1) com 640 kDa e outro integral (Vo) com 240
kDa. Juntos, esses dominios formam um complexo com aproximadamente 900 kDa
(MALNIC, 2000; WAGNER et al., 2004) (Figura 2). O dominio V; € composto por oito
subunidades (A — H), sendo o responsavel pela hidrélise de ATP. O dominio V( é composto
por seis subunidades (a, c, ¢’, ¢”, d, e) e € responsavel pela translocacdo do préton através da
membrana (JEFFERIES et al., 2008). A H-ATPase opera por um mecanismo rotatorio, no
qual a hidrélise de ATP no dominio V| libera a energia necessdria para direcionar a rotacao da
haste central que liga os dominios V; e Vj, o que permite a extrusdo do préton pelo dominio

Vo (FORGAC M et al., 2007; HIRATA T. et al., 2003 ; INOUE et al., 2005).
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Figura 2. Estrutura proposta para a H'-ATPase vacuolar, composta por um dominio citoplasmético Vi,
responsdvel pela hidrdlise de ATP, e um dominio integral de membrana V,, responsivel pelo
transporte de prétons.

Fonte: modificado de Jefferies et al., 2008.

No rim, a H*-ATPase vacuolar é um importante mecanismo de extrusdo celular de H"
e sua distribuicdo ocorre preferencialmente na membrana apical de células do tibulo
proximal, células do segmento espesso da alca de Henle e células intercalares o do ducto
coletor (WAGNER et al., 2004). No tibulo proximal e segmento espesso da al¢a de Henle, a
atividade da ATPase estd associada com a reabsor¢cdo de bicarbonato. No néfron distal, essa

ATPase constitui o mais importante mecanismo de acidificacdo luminal, o que pode gerar



uma urina final com pH préximo ou inferior a 5,0 (MALNIC, 2000). Entretanto, em uma
situacdo de alcalose metabdlica, a H'-ATPase vacuolar pode ser inserida na membrana
basolateral de células intercalares P do ducto coletor, para transferir H* da célula para o
intersticio (WAGNER et al., 2004).

A regulagdo do transporte renal de H' pela H"-ATPase do tipo vacuolar pode ocorrer
na forma de respostas agudas (minutos) e reversiveis ou respostas cronicas (horas e dias), as
quais dependem de maiores mudancas na arquitetura celular. A atividade da H*-ATPase
vacuolar € modulada por vérios fatores, incluindo acidose metabdlica, hormonios como a
angiotensina II, arginina vasopressina e o mineralocorticéide aldosterona (OLIVEIRA-
SOUZA, M. et al., 2002, 2004, WAGNER et al., 2004, CARRARO -LACROIX-L. R. et al.,
2006). A resposta da H-ATPase frente a tais estimulos inclui o controle da expressdo dos
genes para as suas subunidades, translocacdo de vesiculas contendo a H'-ATPase para a
membrana plasmadtica e dissociacao reversivel dos dominios Ve Vi, o que induz a inativacdo
da ATPase (LEE et al., 1995, BROWN et al., 1992, KANE ¢ PARRA, 2000). Recentemente,
Brown et al. (2010) demostraram que em células intercalares de ducto coletor, a insercao e
atividade da H*-ATPase também podem ser moduladas por cAMP.

Entre os agentes moduladores da H'-ATPase vacuolar, a glicose também parece ser
importante, uma vez que estudos com leveduras e insetos sugerem tal substrato como agente
regulador do acoplamento dos dominios Vo e V| (JEFFERIES et al., 2008).

Estudos com células LLC-PK1 (derivadas de tdbulo proximal do rim de porco),
também sugerem que a glicose pode modular a atividade da H'-ATPase vacuolar, por
estimular a Phosphoinositide 3-kinase (ou PI3 cinase) e conseqiientemente, o deslocamento
do dominio V| no citoplasma, bem como seu acoplamento ao dominio V; na membrana
(SAUTIN et. al., 2005). Contudo, no néfron distal, especialmente no ducto coletor, o efeito da

glicose sobre a atividade da H*-ATPase é pouco conhecido.

1.4 Transportadores de Glicose no Rim

Estudos morfoldgicos indicam que o tdbulo proximal renal é subdividido em trés
segmentos: 1,2 e 3 (S1, S2 e S3) (SELDIN e GIEBISCH, 2000). A reabsor¢ao de glicose no

tibulo proximal € mediada por duas classes de proteinas transportadoras: o0s co-

transportadores “Sodium Glucose Transporters” (SGLTs) localizados na membrana apical da



célula tubular e os uniportes “Glucose Transporters” (GLUTSs), localizados na membrana
basolateral da mesma célula. No segmento S1, a glicose interage com a isoforma 2 do co-
transportador sddio-glicose ou SGLT2, que possui alta capacidade de transporte com
estequiometria de 1:1 (1 Na*:1 Glicose). No segmento S3, a entrada de glicose na célula
ocorre preferencialmente pelo SGLT1, com menor capacidade de transporte e estequiometria
de 2:1 (2 Na":1 Glicose). Na membrana basolateral, a saida de glicose é passiva e dependente
de dois transportadores, o GLUT2 no segmento S1 e o GLUT1 no segmento S3 (BAINES et
al., 2002; WOOD et al., 2003). Além disso, a Na'/K*-ATPase localizada na membrana
basolateral da célula tubular é um elemento-chave no processo de reabsorcao de glicose. Sua
atividade estabelece gradiente eletroquimico do sddio, o qual favorece o transporte simultaneo
do ion e glicose para a célula. Logo, o transporte de glicose é considerado ativo secundario e
contra gradiente de concentragdo (CURI e PROCOPIO, 2009).

Em condi¢des normais, ndo se conhece SGLTs enddgenos no néfron distal. No
entanto, sabe-se que as células Mardin Darby Canine Kidney (MDCK), linhagem derivada de
rim de cdo, com caracteristicas similares ao epitélio do néfron distal (GAUSH et al., 1966),
expressam a isoforma 1 do transportador de glicose (GLUT1) na membrana basolateral

(PASCOE et al., 1996).



2. Conclusao

Em conclusao, nossos resultados indicam que o tratamento agudo com glicose (25
mM) aumentou o efluxo de H" via NHEI1, o qual foi modulado pela PI3 cinase. Na mesma
condi¢iio, ndo se observou alteracdes na atividade da H'-ATPase. O tratamento cronico com
glicose (25 mM) induziu um significante aumento do efluxo de H*, via NHE1 ¢ H"-ATPase.
O efeito cronico e estimulador da glicose sobre a atividade de NHE1 e H*-ATPase foi
dependente da atividade da p38 MAP cinase. Além disso, o tratamento cronico com glicose
(25 mM) induziu fosforilacdo do sistema ezrin/radixin/moesin (ERM) e Akt, indicando que a

atividade do NHEI foi também modulada pelo sistema ERM/AKkt.
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