
ROSÉLIA DOS SANTOS DAMASCENO 

 

 

 

 

EFEITO DA GLICOSE SOBRE OS MECANISMOS DE 

 EXTRUSÃO DE PRÓTONS EM CÉLULAS MDCK  

 

 

 

 

                                                                     Dissertação apresentada ao Programa de 
                                                                                 Pós-Graduação  em  Fisiologia  Humana  
                                                                                 do  Instituto de Ciências Biomédicas  da 
                                                                                 Universidade    de     São      Paulo,  para   
                                                                                 obtenção    do   Título   de   Mestre    em 
                                                                                 Ciências.                             
  

                                                                    Área de concentração: Fisiologia Humana 
 
                                                                              
                                                                               Orientadora: Profa Dra Maria Oliveira de    
                                                                               Souza                   

 

 
 
 
 

São Paulo 
2010 

 
 



 1 

RESUMO 

 

DAMASCENO, R. S. Efeito da glicose sobre os mecanismos de extrusão de prótons em 

células MDCK. 2010. 62 f. Dissertação (Mestrado em Fisiologia Humana) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Este estudo investigou o efeito da glicose sobre a atividade e expressão 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 cão, que apresenta características similares às 

células principais e intercalares das porções distais do néfron. Por microscopia de 

fluorescência, se avaliou a velocidade de recuperação do pHi (dpHi/dt) e a capacidade 

tamponante (βi). A partir desses parâmetros, se calculou o efluxo de H+ (JH+). Por Western 

blot, se avaliou a expressão de NHE1 e da subunidade E da H+-ATPase do tipo vacuolar. 

Resultados: Na condição 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 NHE1, o qual foi 

modulado pela PI3 cinase. Na mesma condição, não se observou alterações na atividade da 

H+-ATPase. O tratamento crônico 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 crônico com glicose (25 mM) induziu fosforilação do sistema ezrin/radixin/moesin 

(ERM) e Akt. Conclusões: Nossos resultados indicam que no tratamento agudo com glicose 

(25 mM), o NHE1 foi modulado pela PI3 cinase. Contudo, no tratamento crônico 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 NHE1/ERM/PI3K/Akt.  
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ABSTRACT 

 
DAMASCENO, R. S. Effect of glucose on mechanisms of proton extrusion in MDCK 

cells. 2010. 62 p. Master Thesis- Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo, São 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 pHi recovery rate (dpHi/dt) and the buffering capacity (βi) was 

evaluated through fluorescence microscopy. From these parameters the H+ efflux (JH+) 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 NHE1, 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 NHE1 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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos Gerais    

 

 A manutenção do pH intracelular (pHi) é de fundamental importância para o adequado 

funcionamento dos processos bioquímicos celulares. Os mecanismos que contribuem para a 

regulação do pHi são amplamente estudados e dependem tanto dos transportadores iônicos 

localizados na membrana plasmática (Na+/H+, H+-ATPase, H+/K+-ATPase, Cl-/HCO-
3  e Na+-

HCO-
3) como dos tampões intracelulares (OBERLEITHNER et al.,1990; SALEH e 

BATTLE, 1990; SCHUSTER et al., 1991).  

 Como muitos produtos catabólicos são ácidos, os indivíduos necessitam de 

mecanismos que evitem a queda do pHi. O rim, favorecendo a excreção de radicais ácidos, 

exerce papel relevante na manutenção do equilíbrio ácido-base do organismo. O epitélio dos 

segmentos distais do néfron, incluindo o do ducto coletor, é heterogêneo, porque apresenta 

diferentes tipos celulares (células principais e intercalares α e β).  No ducto coletor, as células 

principais são importantes para a reabsorção de Na+ e água e as células intercalares secretam 

H+, reabsorvem K+ e reabsorvem ou secretam e HCO-
3. Por isso, em condições normais, esse 

segmento do néfron é essencial para a regulação do pH do meio interno e conseqüentemente, 

para a acidificação urinária (MALNIC, 1987). Contudo, patologias como diabetes mellitus 

descompensado podem induzir acúmulo de ácidos provenientes do metabolismo. Desses 

ácidos fazem parte o ácido acetoacético e o ácido beta-hidroxibutírico, que normalmente são 

metabolizados a CO2 e água pelo ciclo de Krebs, cujo funcionamento depende do 

metabolismo da glicose. Nestas condições, os ácidos em excesso devem ser neutralizados pelo 

tampão bicarbonato, que é transformado em água e CO2, sendo este último, eliminado pelos 

pulmões. A conseqüência pode ser uma queda da concentração de bicarbonato no plasma, o 

que leva a uma queda do pH neste compartimento e caracteriza um quadro de acidose 

metabólica. Esta por sua vez, pode ser em parte, corrigida pelas respostas adaptativas renais 

que incluem a estimulação do trocador Na+/H+ e da H+-ATPase (AMEMIYA et al., 1995; 

NAKAMURA, 2004). 

     Neste trabalho enfatizamos a participação do trocador Na+/H+ e da H+-ATPase na 

regulação do pH intracelular (pHi). 
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1.2 Trocador Na+/H+ 

 

 O trocador Na+/H+ é uma proteína de membrana com várias funções importantes, tais 

como: manutenção do pHi, regulação do volume e divisão celular (NOEL & POUYSSÉGUR, 

1995). Várias isoformas do trocador Na+/H+ já foram clonadas (NHE1 – NHE10) (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 regulação do pHi é monitorada principalmente pela isoforma 1 do trocador Na+/H+ 

(NHE1) (Figura 1). Essa isoforma corresponde a uma glicoproteína de aproximadamente 110 

kDa, com 10 a 12 segmentos transmembrânicos (SARDET et al., 1989, 1990), cujo domínio 

N-terminal (denominado unidade de transporte) é altamente sensível ao amiloride e o domínio 

C-terminal (ou citoplasmático regulatório) apresenta grande sensibilidade à vários  sinais 

extracelulares, como: fatores de crescimento, hormônios e alterações osmóticas 

(WAKABAYASHI et al., 1992, 1994; BIANCHINE et al., 1995). A isoforma NHE1 é 

ubiquamente distribuída 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 múltiplos segmentos do néfron (BIEMESDERFER et al., 1992). Contudo, nas células do 

túbulo proximal, além do NHE1 na membrana basolateral, existe também na membrana 

luminal, a isoforma 3 (NHE3) com particular relevância 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 porção regulatória C-terminal do NHE1 é um 

importante sitio de interação da proteína com várias outras proteínas regulatórias, que podem 

atuar alterando a configuração do NHE1 ou converter mensagens celulares para modular sua 

atividade (MALO e FLIEGEL, 2006). O NHE1 possui sítios para proteínas dependentes de 

cálcio, incluindo a calcineurina e a calmodulina (CaM) (BERTRAND et al., 1994; PANG et 

al., 2001). Além disso, o NHE1 possui sítios de fosforilação para Phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate (PIP2, fator regulador de pHi), proteína cinase C (PKC), proteína cinase A (PKA) 

(WKABAYASHI et al., 1992; AHARONOVITZ et al., 2000; SALAMANCA et al., 2005). 

Adicionalmente, o NHE1 possui outros sítios para fosforilação, os quais são modulados por 

diferentes proteínas sinalizadoras, incluindo Akt (membro da família de proteínas cinases B) e 

p38 MAP cinase (MALO e FLIEGEL, 2006; DARMELLAH, 2007). A organização do 

citoesqueleto é 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 organização do 
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citoesqueleto, permitindo a interação dos filamentos de actina com várias proteínas de 

membrana (VAHERI et al., 1997). O NHE1 possui 2 sítios para o sistema ERM e quando este 

é ativado pela Rho cinase, liga-se ao NHE1 e o complexo ERM/NHE1 recruta a proteína 

phosphoinositide-3 cinase (PI3K), a qual estimula a Akt.   

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Figura 1.  Esquema da estrutura da isoforma 1 do trocador Na+/H+   (NHE1).                     
                  Fonte: Fliegel l. et al, 2007. 
 
 
       A glicose também pode exercer um papel modulatório 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 expressão 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 túbulos 

proximais de rins de ratos, a administração aguda de glicose (20 mM) na luz do túbulo, 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 não foi elucidado.   

 
 
1.3 H+-ATPase do tipo vacuolar 

 

 A H+-ATPase do tipo vacuolar (ou tipo V) é uma proteína ubiquamente distribuída 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. 
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Na membrana plasmática, sua função é permitir a extrusão de H+ da célula, participando, 

portanto, do controle do pHi (SAUTIN et al., 2005).   

 Nas células eucariontes, a H+-ATPase do tipo vacuolar é eletrogênica e consiste em 

dois domínios: um catalítico e citoplasmático (V1) com 640 kDa e outro integral (V0) com 240 

kDa. Juntos, esses domínios formam um complexo com aproximadamente 900 kDa 

(MALNIC, 2000; WAGNER et al., 2004) (Figura 2). O domínio V1 é composto por oito 

subunidades (A – H), sendo o responsável pela hidrólise de ATP. O domínio V0 é composto 

por seis subunidades (a, c, c’, c”, d, e) e é responsável pela translocação do próton através da 

membrana (JEFFERIES et al., 2008). A H+-ATPase opera por um mecanismo rotatório, no 

qual a hidrólise de ATP no domínio V1 libera a energia necessária para direcionar a rotação da 

haste central que liga os domínios V1 e V0, o que permite a extrusão do próton pelo domínio 

V0 (FORGAC M et al., 2007; HIRATA T. et al., 2003 ; INOUE et al., 2005).                                            
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura proposta para a H+-ATPase vacuolar, composta por um domínio citoplasmático V1,    
responsável pela hidrólise de ATP, e um domínio integral de membrana V0, responsável pelo 
transporte de prótons.  

                   Fonte: modificado de Jefferies et al., 2008.  
 
 

 No rim, a H+-ATPase vacuolar é um importante mecanismo de extrusão celular de H+ 

e sua distribuição ocorre preferencialmente na membrana apical de células do túbulo 

proximal,  células do segmento espesso da alça de Henle e células intercalares α do ducto 

coletor (WAGNER et al., 2004). No túbulo proximal e segmento espesso da alça de Henle, a 

atividade da ATPase está associada com a reabsorção de bicarbonato. No néfron distal, essa 

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

ADP + P
i

ADP + P
i
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uma urina final com pH próximo ou inferior a 5,0 (MALNIC, 2000). Entretanto, em uma 

situação de alcalose metabólica, a H+-ATPase vacuolar pode ser inserida na membrana 

basolateral de células intercalares β do ducto coletor, para transferir H+ da célula para o 

interstício (WAGNER et al., 2004). 

 A regulação do transporte renal de H+ pela H+-ATPase do tipo vacuolar pode ocorrer 

na forma de respostas agudas (minutos) e reversíveis ou respostas crônicas (horas e dias), as 

quais dependem de maiores mudanças na arquitetura celular. A atividade da H+-ATPase 

vacuolar é modulada por vários fatores, incluindo acidose metabólica, hormônios como a 

angiotensina II, arginina vasopressina e o mineralocorticóide 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 estímulos inclui o controle da expressão dos 

genes para as suas subunidades, translocação de vesículas contendo a H+-ATPase para a 

membrana plasmática e dissociação reversível dos domínios V0 e V1, o que induz a inativação 

da ATPase (LEE et al., 1995, BROWN et al., 1992, KANE e PARRA, 2000). Recentemente, 

Brown et al. (2010) demostraram que em células intercalares de ducto coletor, a inserção 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 domínios V0 e V1 (JEFFERIES et al., 2008).  

 Estudos com células LLC-PK1 (derivadas de túbulo 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 conseqüentemente, o deslocamento 

do domínio V1 no citoplasma, bem como seu acoplamento ao domínio V0 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 morfológicos indicam que o túbulo proximal renal é subdividido em três 

segmentos: 1, 2 e 3 (S1, S2 e S3) (SELDIN e GIEBISCH, 2000). A reabsorção de glicose no 

túbulo proximal é mediada por duas classes de proteínas transportadoras: os co-

transportadores “Sodium Glucose Transporters” (SGLTs) localizados na membrana apical da 
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célula tubular e os uniportes “Glucose Transporters” (GLUTs), localizados na membrana 

basolateral da mesma célula. No segmento S1, a glicose interage com a isoforma 2 do co-

transportador sódio-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 saída 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 reabsorção de glicose. Sua 

atividade estabelece gradiente eletroquímico do sódio, o qual favorece o transporte simultâneo 

do íon e glicose para a célula. Logo, o transporte de glicose é considerado ativo secundário e 

contra gradiente de concentração (CURI e PROCOPIO, 2009).  

 Em condições normais, não se conhece SGLTs endógenos no néfron distal. No 

entanto, sabe-se que as células Mardin Darby Canine Kidney (MDCK), linhagem derivada de 

rim de cão, com características 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). 
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2. Conclusão 

 

 Em conclusão, nossos resultados indicam que o tratamento agudo com glicose (25 

mM) aumentou o efluxo de H+ via NHE1, o qual foi modulado pela PI3 cinase. Na mesma 

condição, não se observou alterações na atividade da H+-ATPase. O tratamento crônico com 

glicose (25 mM) induziu um significante aumento do efluxo de H+, via NHE1 e H+-ATPase. 

O efeito crônico e estimulador da glicose sobre a atividade de NHE1 e H+-ATPase foi 

dependente da atividade da p38 MAP cinase. Além disso, o tratamento crônico com glicose 

(25 mM) induziu fosforilação do sistema ezrin/radixin/moesin (ERM) e Akt, indicando que a 

atividade do NHE1 foi também modulada pelo sistema ERM/Akt. 
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