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RESUMO

Pessoa TD. Efeito da glicose e da atividade do co-transportador Na*-glicose, isoformas 1 e
2, sobre o trocador Na'/H", isoforma 3 em t(bulos proximais: papel do metabolismo
glicolitico, do transporte de agua e da localizacdo dos transportadores. [tese (Doutorado em
Fisiologia Humana)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&o
Paulo; 2013.

Por serem transportadores ativos secundarios, ha muito se postulou uma possivel
relagdo funcional entre o trocador Na'/H" isoforma 3 (NHE3) e os co-transportadores
Na'/glicose (SGLTs). Além disso, sabe-se que o NHE3 é modulado por doengas e
hormonios relacionados ao metabolismo/homeostase da glicose (GLU). H&a diversos
trabalhos na literatura sobre a interacdo funcional do SGLT1 e do NHES3 intestinais. Apesar
de todos o0s avancos nos estudos sobre a coordenacéo entre o transporte de HCO3 e GLU no
intestino delgado, pouco se sabe sobre a modulacdo do NHE3 pela GLU no tabulo proximal
(TP). O objetivo do presente trabalho foi o de estudar os mecanismos envolvidos na
modulacédo do transporte de HCO3™ pela GLU, com énfase na modula¢do do NHE3. Nosso
interesse foi o de definir o papel do metabolismo e transporte de GLU sobre o NHE3. Além
disso, tinhamos o interesse de verificara expressdo destes transportadores e determinar se 0s
mesmos se co-expressao no tecido renal. Através da técnica de microperfusdo estacionéria
“in vivo” verificamos que a GLU é capaz de modular o fluxo de bicarbonato (JHCO3, em
nmol/cm?/s). A perfusdo de GLU 5mM (GLUS5) foi capaz de estimular o JHCOs', enquanto
que a perfusdo de concentragcdes maiores aboliram ou inibiram o JHCO3 (GLU 20mM e
40mM ou 60mM respectivamente). Estes efeitos ocorreram pela modulacdo da atividade do
NHE3, uma vez que a adigdo de S3226 10uM, inibidor do NHES3, foi capaz de abolir os
efeitos promovidos pela GLU. A perfusdo de galactose (GALAC), isdmero da GLU, em
substituicdo a esta ndo promoveu efeito modulatério sobre o NHE3, demonstrando que
propriedades inerentes a GLU sdo responsaveis pelos efeitos. A substituicdo da GLU pelo
seu analogo ndo metabolizavel, a a-metil-D-glicose (0a-MG), inibiu o efeito estimulatério,
mas ndo o efeito inibitério promovido pela perfusdo de GLU5 e GLUA40 respectivamente,
demonstrando que o efeito estimulatorio deve-se ao metabolismo da GLU. A adicdo de 2-
deoxy-D-glicose (2-DG), inibidora da via glicolitica, a solucdo perfusora promoveu
acentuada inibi¢do da atividade do NHE3, indicando que o estimulo promovido pela GLUS5
ocorre predominantemente pela glicolise. A adicdo de manitol, substancia osmoticamente
ativa e a qual a membrana celular ndo ¢ permeavel, as solu¢des GLU40 e a-MG40, foi capaz
de abolir o efeito inibitério promovido por estes dois aglcares sobre a atividade do NHE3,
demonstrando que a perfusdo aguda de altas concentracdes de GLU gera aumento de volume
celular, e este ultimo, inibe 0 NHE3. Verificamos também que ap6s a correcdo da injuria de
volume ocorre estimulo do NHE3 através do metabolismo da GLU. Além disso, verificamos
que a atividade dos SGLTs é essencial para a manutencdo da atividade do NHE3 uma vez
que a adi¢do de Plz (inibidora dos SGLTs) foi capaz de inibir acentuadamente o JHCO3™ na
presenca de substratos glicidicos ou na auséncia dos mesmos. Por fim verificamos que o
SGLT2 colocaliza-se com o NHE3 enquanto que o0 SGLT1 ndo € expresso nas mesmas
regides que o trocador. A co-expressao do SGLT2 e do NHE3 na mesma regido da BB pode
justificar a interacdo funcional observada entre estas proteinas, como verificado no presente
estudo. Concluimos entdo que o NHE3 ¢ estimulado pelo metabolismo da GLU apical via
glicolise, que o efeito estimulatorio do metabolismo da GLU é inibido por mudangas de
volume ap0s a captacdo aguda de altas concentracfes de GLU e que a atividade dos SGLTs
é essencial para a manutengéo da atividade do trocador. A co-expressdo do SGLT2 com o
NHE3 no TP pode justificar a interagdo funcional observada no presente trabalho.

Palavras-chave: NHE3. SGLT1 e 2. Glicose. Glicolise. Aumento de volume celular.



ABSTRACT

Pessoa TD. Effect of glucose and SGLT1 and SGLT2-activity on NHE3 in proximal
tubules: role of glycolytic metabolism, water flux and transporter co-localization. [thesis
(PhD in Human Physiology)] - Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo; 2013.

Because NHE3 and SGLTs are both secondary active transporters, an interaction
between them was proposed. Besides that, it is well established that NHE3 is modulated by
diseases and hormones associated with glucose (GLU) metabolism. There is plenty evidence
that initiation of SGLT1-mediated glucose uptake leads to NHE3 activation in the intestine.
Despite considerable advance in the knowledge of the role of glucose in NHE3 activity in
the intestine, little is known about NHE3 modulation by glucose in the renal proximal
tubule. The goal of the present work was to determine the mechanisms involved with
glucose-dependent NHE3 modulation in the proximal tubule. It was our interest to define the
role of SGLT-mediated glucose uptake and glucose metabolism on NHE3 activity. Besides,
we aimed to determine a co-localization of these transporters in the kidney. By means of
stationary microperfusion experiments we determined that GLU is able to modulate HCO3
reabsorption (JHCO5, nmol/cm?/s). The perfusion of GLU 5mM (GLU5) was able to
stimulate JHCOg3', while the perfusion of increasing GLU concentrations inhibited JHCO3
(20 mM, 40 mM and 60 mM GLU). These effects were due to NHE3 activity modulation,
since addition of 10uM S3226, a NHE3 inhibitor, was able to abolish the GLU-dependent
effects. The perfusion of galactose (GALAC), had no effect on NHE3 activity, showing that
the glucose-dependent NHE modulation occurs due to inherent characteristics of the glucose
molecule. The substitution of GLU by a-metil-D-glucose (a-MG), a non-metabolizable
glucose analogue, was able to abolish the stimulatory effect on HCOj transport but not the
inhibitory effect seen with high GLU perfusion. These results show that the stimulatory
effect of glucose is dependent on glucose metabolism. Addition of 2-deoxy-D-glucose (2-
DG), a hexokinase inhibitor, to 5 mM glucose or CTRL solution markedly inhibited NHES3,
showing that the stimulatory effect of glucose occurs through glycolytic metabolism.
Addition of Mannitol to GLU40 or a-MG40, was able to abolish the inhibitory effect
promoted by these two sugars, showing that high glucose concentrations probably act via
cellular volume increase, which ultimately inhibits NHE3. After the correction of the
volume injury, the stimulatory effect during GLU40 perfusion was seen. Besides, we
determined that SGLTs-activity is important for NHE3 activity, since perfusion of Phlorizin
markedly inhibited the exchanger in the presence or absence of GLU. We also were able to
show that SGLT2 colocalizes to NHE3, while SGLTL1 is not expressed in the same regions
as NHE3. The coexpression of SGLT2 and NHE3 in the same region of the brushborder can
explain the functional interaction observed between these proteins, as shown in the present
study. We conclude that glucose exerts a bimodal effect on NHE3: the physiological
metabolism of glucose stimulates NHE3 transport activity, whereas supraphysiological
glucose concentrations inhibit this exchanger. Additionally, phlorizin-sensitive SGLT
transporters and NHE3 interact functionally in the proximal tubule.

Keywords: NHE3. SGLT1 and 2. Glucose. Glycolysis. Cellular volume increase.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mecanismos de reabsorcéo de glicose e bicarbonato no tubulo proximal

Os tubulos proximais (TP) iniciam-se na jungédo epitélio-glomerular e se estendem até
a alca de Henle. Sdo formados por uma membrana apical em borda de escova (BB) com alta
capacidade de transporte de solutos, gracas a expressdo macica de diversos transportadores de
membrana. Entre eles vale destacar o trocador Na'/H* isoforma 3 (NHE3) e os co-
transportadores Na'-glicose isoforma 1 e 2 (SGLT1 e SGLT2), que foram objeto do presente
trabalho.

No TP ocorre reabsorcdo de aproximadamente 70% do bicarbonato (HCO3) e quase a
totalidade da glicose (GLU) filtrados nos glomérulos (1;2). O NHE3 e os SGLTs sdo
responsaveis pela reabsorcdo do HCOj3; e GLU (respectivamente) e Sd0 expressos ha
membrana apical deste segmento renal. Estes transportadores utilizam o potencial
eletroquimico de Na" através da membrana, como forca movente. Este gradiente ¢ mantido
pela Na*'/K* ATPase (NKA), expressa na membrana basolateral do epitélio tubular renal. A
atividade da NKA esta vinculada a um gasto de energia metabodlica, pois transporta Na* e K*
contra seus gradientes eletroquimicos. O Na" é transportado para o meio extracelular, e o K*
para 0 meio intracelular, mantendo-se, com a atividade desse transportador, 0 meio
intracelular pobre em Na* e concentrado em K.

A reabsorcdo de GLU, como mencionado anteriormente, ocorre através do co-
transportador Na'/GLU, isoformas 1 e 2 (SGLT1 e SGLT2) (3). Como pode ser visto na
figura 1, a GLU filtrada nos glomérulos é reabsorvida da luz tubular, inicialmente via
SGLT2, expresso nos segmentos iniciais do TP. O remanescente da GLU tubular é
reabsorvido pelo SGLT1, expresso em segmentos distais do TP. A GLU reabsorvida deixa a
célula por difusdo facilitada, através dos transportadores de GLU isoformas 1 e 2 (GLUT1 e
GLUT2), expressos na membrana basolateral do epitélio renal. A coordenacdo entre o
transporte apical e basolateral de GLU gera o fluxo resultante transepitelial de GLU,
permitindo que quase toda a GLU filtrada seja reabsorvida (4;5).

A reabsorcdo de bicarbonato, por sua vez, depende da secrecdo de H*, sendo esta
realizada majoritariamente via trocador Na*/H" isoforma 3 (NHE3), mas também através de

outras proteinas extrusoras de H*, tais como a H*-ATPase vacuolar.
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Figura 1- Representacdo esquematica dos mecanismos de transporte de Na* e GLU em
celula de tabulo proximal.
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A maior parte da GLU filtrada é reabsorvida nos primeiros segmentos do tubulo proximal via SGLT2, enquanto
que o restante da GLU é reabsorvido via SGLT1, em especial nos segmentos finais do TP. A GLU reabsorvida
deixa a célula através de difusdo facilitada, mediada pelos GLUT 2 e 1, que sdo expressos e trabalham
coordenadamente com seus parceiros apicais (SGLT2 e 1 respectivamente). S1 = segmento inicial do tabulo
proximal; S3 = segmento final do tbulo proximal (4).

A figura 2 resume 0s processos quimicos e de transporte que ocorrem durante a
reabsorcdo de HCOs apds a extrusdo de H*, via NHE3. Como podemos ver na figura, as
celulas proximais expressam, em sua membrana apical, o trocador sodio-hidrogénio (NHE).
Este transportador secreta para a luz tubular fons H*, usando a forga movente do gradiente
quimico de Na”.

Uma vez que o H” intracelular é secretado pelo NHE3 apical, através da troca com
Na®, a maior parte do H* secretado reage com o HCOs luminal, formando &cido carbonico
(H.CO3). Este e rapidamente desidratado pela atividade da enzima anidrase carbonica 4
(AC4) expressa na membrana apical do TP, sendo transformado em &gua (H,O) e gas
carbonico (COy) (7). A AC acelera a cinética de desidratacdo do H,CO3 em mais de 10.000
vezes (8). A agua formada incorpora-se ao volume tubular e 0 CO, formado difunde-se

através da Aquaporina 1 (AQP-1), ou através da membrana plasmatica, para 0 meio
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intracelular, até que o equilibrio de pressdes parciais desse géas, entre o limen tubular e 0 meio

intracelular, seja atingido.

Figura 2- Papel do NHE na reabsorcéao renal de HCOs.
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Os trocadores Na*/H™ apicais, como o NHE3, operam em conjunto com a anidrase carbdnica (CA), o trocador
CI'/HCO;3 (AE) e canais de agua — aquaporinas (AQP) -, mediando a reabsorcdo de NaCl, HCOj e fluido do
limen tubular. O NHE1, o Na'/HCO; co-transportador (NBC) e a Na'/K" ATPase (NKA) basolaterais
transportam em conjunto com seus parceiros apicais, promovendo um fluxo resultante de NaCl e HCO; e dgua
transepitelial (6).

O CO, formado assim como o gas carbonico ja presente no meio intracelular (COy;) é
hidratado em H,COj3 pela catélise da anidrase carbdnica 2 (CA2), presente em abundéncia no
citosol das células do TP. O H,COj3 rapidamente se dissocia em HCO3 e H, pois o equilibrio
desta reacdo esta deslocado nesta direcdo, uma vez que o H" e 0 HCOs™ formados no meio
intracelular sdo transportados para fora da célula (9).

O HCOg3 formado no meio intracelular é transportado para o meio interno atraves da
membrana basolateral, principalmente pelo co-transportador sodio-bicarbonato (Na'/HCO3,
NBC) e pelo trocador bicarbonato-cloreto (HCO3/ CI', AE) (6).
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1.2 Trocador Na*/H" isoforma 3

O NHE3 é um polipeptideo de 80 kDa (10), membro de uma familia composta por 9
diferentes isoformas descritas até o0 momento (6). Todos os membros da familia dos NHEs de
mamiferos secretam um H* citosolico em troca por um Na' extracelular com uma
estequiometria rigida de 1:1 e compartilham uma estrutura comum. Estes permutadores
possuem uma por¢cdo N-terminal com aproximadamente 400 amino&cidos, formando 12
segmentos transmembrana, relativamente conservada entre as diferentes isoformas. A porc¢éo
C-terminal citoplasmatica € pouco conservada e apresenta aproximadamente 400
aminoacidos. Esta possui importantes fungdes regulatorias, contendo diversos sitios de
fosforilacdo que sdo alvo de cinases e dominios de interacdo com fatores regulatorios (11)
(Figura 3).

Em camundongos, o NHE3 é expresso principalmente nos rins, intestino delgado,
célon e ceco, além de estdmago e cérebro. Em humanos, sua expressao foi verificada também
nos testiculos, ovarios, célon, prostata, timo, leucécitos, baco e placenta (12;13). Nos rins, 0
NHE3 € expresso principalmente na membrana apical do TP com pequena expressdo no
segmento ascendente grosso da alca de Henle (14).

O NHE3 é amplamente expresso no TP, tanto na regido microvilar quanto na regiao
intermicrovilar da BB (15). Este transportador desempenha um importante papel em relacéo a
reabsorcdo de Na“ e HCOs. Sua atividade é modulada por diversos fatores: doencas,
horménios, toxinas, fatores humorais, peptideos, entre outros (6). Tais fatores podem
ocasionar mudangas no “turnover” do NHE3, ou mudancas em sua expressdo apical,
ocasionando trafego da regido microvilar para a regido intermicrovilar, ou vice-versa (2;16).

Ambas as formas de modula¢do (mudanga de “tunover” e trafego de membrana)
podem ocorrer pelo acionamento de cascatas de sinaliza¢do intracelulares que modificam a
interacdo de proteinas regulatorias com o NHE3, sendo que a maior parte destas proteinas
regulatdrias esta associada a longa alga C-Terminal do trocador Na'/H". Além disso, diversas
quinases e fosfatases, que realizam a (des)fosforilacdo direta de aminoacidos de sua alca C-
terminal, ja foram identificadas e sdo capazes de modular a atividade do NHE3 e até mesmo
aumentar seu trafego na BB (2).

A importancia fisiolégica do NHE3 se tornou mais evidente ap0s a obtencdo de
camundongos “knock out” desta proteina. Estes animais apresentam defeitos severos de

(re)absorcdo renal e intestinal com deplegé@o de volume sistémico, queda da pressao arterial e
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do ritmo de filtracdo glomerular (RFG), altos niveis de expressao renal de renina e altos niveis
séricos de aldosterona (2;17;18).

Além disso, quando submetidos a dieta hipossodica, os camundongos “knock out” ndo
sdo capazes de reter Na® e apresentam acentuada perda de peso e insuficiéncia renal
hipovolémica (19). Quando submetidos & dieta hipersddica (Na* 5%), apesar do elevado
aporte oral de Na’, estes ndo apresentam melhora dos sinais, provavelmente pela acentuada
perda de 4gua e Na" intestinais, causadas pela auséncia de expresséo intestinal do NHE3(13).

Woo, A. L. e col. (2003) desenvolveram um modelo de camundongo transgénico,
“knock out” renal para o NHE3, mantendo a expressdo deste no intestino delgado. Estes
animais, quando tratados com dieta normossodica (Na* 1%) n&o apresentaram normalizagéo
de parametros, como niveis renais de renina, niveis séricos de aldosterona e pressao arterial,
indicando que frente a um aporte normal de Na* na dieta, 0 NHE3 renal ¢ indispensavel para a
manutencdo da pressdo arterial e do volume plasmatico.

Todavia, quando submetidos a uma dieta hipersodica, estes animais apresentaram
melhora de todos os parametros citados. Este achado indica que o aumento do aporte oral de
e, consequentemente, 0 aumento da absorc3o intestinal de Na* sdo capazes de suprir a perda
renal deste ion (21).

O NHE3 também esta envolvido na génese ou manutencdo de varias condicOes
patoldgicas, principalmente relacionadas ao controle da pressdo arterial e da volemia, tais
como, o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertensdo arterial essencial e
hipertensdo de outras origens (22-24). Além disso, apresenta importante papel nas alterac6es
intestinais, principalmente relacionadas as diarreias (25;26). Por estas raz0es, este trocador
tem sido exaustivamente estudado, bem como as proteinas e/ou fatores regulatérios que o
modulam.

Nos Gltimos anos, varias proteinas regulatorias de diferentes isoformas do permutador
Na'/H" foram descobertas, incluindo o grupo das “Na’/H" exchanger regulatory factors”
(NHERF), as “mitogen activated protein kinases” (MAPK), a ezrina, a “dipeptidil peptidase
IV (DPP-1V), entre outras. Além disso, se definiu diversas condi¢Ges patoldgicas,
horménios, toxinas, fatores de crescimento, entre outros, que sdo capazes de modular sua

atividade, funcdo, transcrigéo e expresséo (2;16;27).
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Figura 3- Representacao esquematica da estrutura predita para os NHEs.
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Os NHEs séo proteinas formadas por doze segmentos transmembrana e diversos sitios de fosforilagdo em sua
longa alca C-terminal (20).

O diabetes € uma das doencas capazes de modular a atividade do NHE3 (28), além de
ocasionar disturbio &cido-base no organismo. Assim, esta doenca pode regular este
transportador de forma direta, através de mecanismos ainda ndo completamente conhecidos,
mas também de forma indireta, ao ocasionar acidose, uma vez que esta também regula a
atividade do NHE3 (17;29).

Além disso, a insulina, importante horménio responsavel pela manutencdo da
glicemia, é capaz de modular o trocador (24). Diversos trabalhos também demonstraram que o
NHE3 ¢ fortemente modulado pelo peptideo semelhante ao glucagon -1 (GLP-1), e possui
interacdo fisica proteina-proteina com a DPP-1V, a enzima responsavel pela sua degradacdo
(30-34). Sendo o GLP-1 um hormonio liberado pelas células L enddcrinas do intestino no
periodo pds-prandial e tendo este grande papel na homeostase glicémica, é provavel que
exista uma interacdo entre a homeostase glicémica e vias regulatorias do NHE3.

Assim, a coordenagdo entre o transporte de HCO3; e GLU h& muito tempo foi

postulada. Ha hoje varias evidéncias na literatura sobre o papel da GLU na regulacdo da
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atividade do NHE3, seja atraves de seu transporte, seja por condi¢des patoldgicas do controle

de sua homeostase (35-37).

1.3 Co-transportador Na*-glicose isoformas 1 e 2

Os SGLTs expressos nos rins fazem parte de uma ampla familia denominada SLC5.
Dentre os 11 membros dessa familia codificados pelo genoma humano, o SGLTI,
denominado SLC5AL, foi o primeiro membro descrito com homologia de 21 a 70%. Todos
estes membros dos SGLTs possuem entre 60KDa e 80KDa, e aproximadamente 580 a 718
aminoacidos. Os SGLTs 1 e 2 e a maior parte dos demais membros, apresentam 14 hélices
transmembrana com a al¢a N-terminal e C-terminal extracelular, sendo que a alga N-terminal
apresenta diversos sitios de glicosilacdo, enquanto que a alca C-terminal apresenta estrutura
diminuta (38).

A secrecdo de GLP-1 pelas células L enddcrinas ap6s a ingestdo de GLU depende da
absorcdo desta através do SGLT1, uma vez que este € o principal transportador intestinal
responsavel pela absorcdo de GLU e galactose (GALAC). Animais “knock out” para SGLT1
apresentam queda da secrecdo deste horménio no periodo pds-prandial (39), confirmando a
importancia deste transportador na secrecdo deste importante hormoénio com efeitos
modulatérios sobre o NHE3.

O SGLT1 é expresso ao longo de todo intestino delgado (jejuno > duodeno = ileo), na
musculatura esquelética (h\SGLT) e nos rins, mas também ja foi encontrado na traqueia,
cérebro, coracgdo, testiculo e préstata (40). No tubulo proximal de ratos o rSGLT1 localiza-se
na membrana de borda em escova (BB) (segmentos S1 < S2 < S3) e em organelas
intracelulares (S1 > S2 > S3), com expressdo menos acentuada na regido cortical do que na
medula externa (40;41). O SGLT2 é expresso quase que exclusivamente nos rins e na BB dos
segmentos S1 e S2 (S1>S2) (42), mas o mesmo ja foi detectado no cérebro, figado, testiculo e
prostata (3).

Nos rins, 0s SGLTs sdo expressos de maneira heterogénea ao longo do TP. O SGLT2
€ mais expresso no inicio do TP e o SGLT1 é mais expresso em regides distais (41;42). A
expressao destes é acompanhada pela expressdo do GLUT2 e GLUTL, respectivamente, na
membrana basolateral (1).

Além das diferencas de expressdo, estes transportadores apresentam tambem

diferentes afinidades em relagdo aos substratos que sdo transportados. O SGLT1 transporta
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GLU e GALAC com afinidade semelhante, ao contrario do SGLT2 que apresenta menor
afinidade pela GLU e baixissima capacidade e afinidade pela GALAC. Ambos sdo capazes de
interagir e transportar glicosideos (moléculas formadas pela unido de um glicidio e um néo-
glicidio ou glicona) como o a-Methyl-D-glucopiranoside (a-MG), mas ndo transportam D-
mannose e D-frutose (1;43-45).

A afinidade dos SGLTs 1 e 2 pela GLU foi amplamente estudada. O SGLT2 ¢é
considerado um transportador de baixa afinidade-alta capacidade enquanto que o SGLT1 é
considerado um transportador de alta afinidade-baixa capacidade (44;45). Porém, estudos
recentes determinaram que ambas isoformas apresentam afinidades, isto ¢, Km (Km
corresponde a metade da concentracdo de substrato necessaria para que ocorra ligacéo ao sitio
de transporte) semelhantes para GLU (2mM e 5mM para 0 SGLT1 e SGLT2 respectivamente)
em condicdes fisiologicas. Em relacdo a capacidade de transporte, uma vez que esta depende
do numero de copias e da capacidade de “turnover”, ndo se conhece em detalhes as diferencas
de capacidade entre estas proteinas em condices fisiologicas, por dificuldades experimentais
(1;40;41;44,46).

Um modelo de como os SGLTs 1 e 2 transportam GLU e Na" ja foi proposto. Neste o
transporte de Na* e GLU obedece a uma cinética de seis estados. Foi definido também que
ambos os transportadores sdo capazes de transportar Na* na auséncia de qualquer substrato
glicidico.

Neste modelo cinético de seis estados, nos estados de 1 a 3 o vestibulo encontra-se
voltado para o meio extracelular. Nesses estados ocorre a ligacio do Na* e da GLU presentes
no lumen. Nos estados 4 a 6, o vestibulo encontra-se voltado para 0 meio intracelular, e nestes
estados ocorre liberagdo do Na* e da GLU para o meio intracelular. A figura 4 esquematiza a
cinética de transporte do SGLT1.

Na figura, em C1, esta representada a proteina na auséncia do ligante Na*. Nesta
condicdo ndo ocorre a ligagdo de GLU, uma vez que seu sitio de ligagdo ndo fica evidente.
Em C2, temos a representacdo da exposicdo do sitio de ligagdo para a GLU apos a ligacéo de
dois sodios ao sitio de ligacdo de sodio. Em C3, esta representado o0 modo de lotagdo do
transportador, com os dois substratos ligados, promovendo uma mudancga alostérica na
proteina, para o estado representado em C4. Neste, o vestibulo abre-se para 0 meio interno.
Nessa conformacéo a afinidade pela GLU € menor e, portanto, ela se solta de seu sitio de
ligacdo liberando o Na® (C5), que também se solta de seu sitio movido pelo gradiente
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favoravel (baixa concentracdo de sodio intracelular) (C6). A seta ligando o estado C2 ao
estado C5 mostra a possibilidade de transporte de Na™ na auséncia de transporte de GLU (47).

Diversos glicosideos sdo capazes de inibir estes transportadores. O mais antigo e
amplamente estudado, a Phlorizina (Plz), é capaz de inibir ambas isoformas, porém, o SGLT2
apresenta maior sensibilidade a este inibidor que o SGLT1. Estudos de expresséo heterdloga
em od6citos mostram que, quando aplicada no meio extracelular, a Plz inibe os SGLTs
competindo pelo sitio de ligacdo da GLU. Além disso, estes estudos determinaram que a
concentracdo de Plz capaz de inibir 50% do transporte via SGLTs 1 e 2 (medida através da
técnica de patch clamp, como inibicdo de 50% da corrente medida) é de 140nM e 11nM, na
presenca de GLU 2mM e 5mM, respectivamente (1;43).

Atualmente diversos p—glicopiranosideos com capacidade de inibir seletivamente o
SGLT2 foram desenvolvidos, uma vez que a inibicdo do SGLT2 renal foi proposta como
tratamento para o diabetes. O mecanismo de seletividade proposto para o dapagliflozin, uma
dessas moléculas, refere-se ao periodo de ligacdo do inibidor a molécula do SGLT2 em
relacdo ao SGLT1. Para este aglicone especifico, o tempo em que este permanece na forma
ligada é de 500s para 0 SGLT2 e apenas 2,5s para 0 SGLT1. De maneira comparativa, a Plz
permanece apenas 30s ligada ao SGLT2 e 14s ao SGLT1 (43).

Estes inibidores seletivos foram recentemente aprovados para o tratamento do diabetes
pelas agéncias de salude da Europa e dos EUA. A curta experiéncia clinica com tais
medicamentos ja demonstrou que estes sdo capazes de corrigir a hiperglicemia, a insulinemia
e a glicemia pos-prandial, sdo capazes de promover queda de peso e queda da pressao arterial.
Alguns estudos demonstraram que estes farmacos promovem queda da pressdo arterial por
apresentarem um efeito diurético (48-50).

A importancia fisioldgica destes dois transportadores pode ser evidenciada pelos
estudos com camundongos “knock out” e também pela incidéncia de duas doencas genéticas
distintas em humanos com mutac&o nos genes codificantes para SGLT1 e para SGLT2,

A deficiéncia da expressdo da isoforma 1 dos SGLTs produz uma doenga genética
autossomal recessiva, denominada sindrome da ma reabsor¢do de GLU-GALAC. Os sintomas
desta sindrome surgem logo apds 0 nascimento e caracterizam-se principalmente por diarreia
osmatica. Esta é ocasionada pela ndo absorc¢éo intestinal de GLU e GALAC presentes no leite
materno, devido a mutacbes no gene SLC5AI1, codificante desta importante proteina
intestinal. Individuos com esta doenca apresentam diarreia, desidratacdo, perda de peso,
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aumento dos borborigmos intestinais, do peristaltismo, distensdo de alcas intestinais e apatia
(5;512).

Figura 4- Modelo de cinética do co-transportador Na*/GLU.
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A deficiéncia da expressdo da isoforma 2 dos SGLTs produz uma doenga genética co-

+,Na"; -, GLU (52)

dominante, com caracteristica completamente distinta da sindrome da ma absorcédo de GLU-
GALAC, denominada, Glicosuria renal familiar. Na maior parte dos casos a doenca deve-se a
mutacdes do gene SLC5A2 (codificante para 0 SGLT2), mas por ser esta uma doenca que
apresenta uma variabilidade muito grande na gravidade dos sinais clinicos, acredita-se que
mutagdes em outros genes podem estar envolvidas (5;53).

Uma vez que possui sinais brandos, mesmo nos casos mais graves, a Glicosuria
Familiar renal é considerada uma enfermidade benigna. A doenga é, atualmente, clinicamente
dividida de acordo com os sinais que produz, em: glicosuria branda, quando a carga excretada
de GLU corrigida pela superficie corpérea em uma coleta de urina de 24 horas é <10g/1,73m?
por dia; e severa, quando a carga excretada ¢ >10g/1,73m? por dia. Em alguns casos mais
severos a carga excretada corresponde a carga filtrada de GLU, mas mesmo nesses casos, 0S

portadores da doenca apresentam apenas polilria e enurese, além de atraso na maturacdo
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sexual e leve déficit de crescimento. Em casos isolados observou-se aminoaciduria,
provavelmente devido a dissipacdo do gradiente eletroquimico para o Na®, que dificultaria a
reabsor¢io de aminoacidos dependente do co-transportador Na*/amino-acidos (53).

Experimentos realizados em camundongos “knock out” para SGLT2 demonstram que,
em condicdes fisioldgicas, o0 SGLT2 é responsavel pela reabsorcdo da totalidade da GLU
filtrada. Porém, na auséncia da expressdo desta proteina, ainda ocorre a reabsorcao de 30-40%
da carga filtrada de GLU, provavelmente via SGLT1. Estes experimentos demonstraram néo
s0 a importancia fisiologica do SGLT2, mas também que o SGLT1 é capaz de reabsorver
cerca de ~35% da GLU filtrada, indicando que sua atividade é exacerbada durante auséncia e
provavelmente durante a inibi¢éo da atividade do SGLT2 (5;54).

Estudos realizados a 37 °C em od6citos expressando o0 SGLT1 e 2 determinaram que 0
SGLT2 funciona com apenas 50% da sua capacidade em condicdes de normoglicemia (1).
Estes experimentos com expressdo heteréloga determinaram que a ocorréncia de glicosuria
por saturacdo do transporte proximal de GLU deve ocorrer apenas quando a concentracao de
GLU exceder 35mM de GLU, concentragdo ~7 vezes maior que a encontrada no sangue em
condic¢des normais de glicemia (1;54).

Esses dados sdo consistentes com a experiéncia clinica em pacientes diabéticos, nos
quais a ocorréncia de glicosuria € observada apenas quando a glicemia alcanca valores altos, e
corrobora também experimentos em animais, nos quais em glicemias de 250mg/dl ndo se
observou glicosuria (55-57).

E interessante lembrar que durante auséncia de expressdo ou durante o uso de
inibidores para 0 SGLT2, a compensacao funcional deste pelo SGLT1 (que se encontra mais
ativo nesta situacdo), pode trazer consequéncias para a reabsor¢io de Na*, uma vez que a
estequiometria do transporte acoplado Na":GLU para 0 SGLT1 é de 2:1, enquanto para o
SGLT2 é de 1:1 e, portanto, mais sédio é reabsorvido por unidade de GLU através do SGLT1
(1;3;44,;45;58).

1.4 Informac0es importantes sobre o metabolismo da glicose e de outros agucares

A GLU ¢é metabolizada inicialmente em piruvato pela glicélise, processo este que
ocorre no citosol. O piruvato € posteriormente metabolizado na mitocondria através da cascata
oxidativa. A figura 5 representa esquematicamente os eventos que ocorrem durante o

processo de glicolise.
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A hexoquinase, primeira enzima da via glicolitica, é responsavel pela adi¢cdo de um
grupo fosfato, proveniente de um ATP, ao 6° carbono da GLU, gerando GLU-6-fosfato
(G6F). Uma vez este esteja formado, a enzima fosfoglucoisomerase converte a molécula de
G6F em seu isdmero de 5 lados, frutose-6-fosfato (F6F). A enzima fosfofrutoquinase entao
adiciona um grupo fosfato, proveniente de um ATP, ao 12 carbono da F6F, formando frutose-
1,6-bifosfato (F1,6F). A enzima aldolase abre o anel da F1,6F e quebra esta molécula em 2
moléculas de 3 carbonos: uma molécula de dihidroxiacetona-fosfato e uma molécula de
gliceraldeido-3-fosfato (G3P). A enzima triose isomerase converte rapidamente a
dihidroxiacetona-3-fosfato em G3P modificando a posicdo do grupo fosfato (a partir desta
etapa da glicolise, todas as reacdes descritas ocorreram para as duas moléculas de G3P
formadas, porém, descreveremos apenas uma reagao).

A enzima triose-fosfato-desidrogenase transfere inicialmente um H* da molécula de
gliceraldeido-3-fosfato para o agente oxidante nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"),
formando NADH. Em seguida, esta mesma enzima adiciona um fosfato inorgénico na
molécula de G3P oxidada, formando 1,3-bifosfoglicerato (BPG). A enzima
fosfogliceratoquinase transfere entdo um fosfato da molécula de 1,3-BPG para uma molécula
de ADP, formando ATP. Este processo forma uma molécula de 3-fosfoglicerato (3-FG) e
ATP. A enzima fosfoglicerato mutase transfere o grupo fosfato da molécula de 3-FG para o0 2°
carbono da molécula, formando 2-fosfoglicerato (2-FG). A enzima enolase desidrata o 2-FG,
formando &cido fosfoenolpiruvato (PEP). Por fim, a enzima piruvato-quinase transfere um
fosfato do PEP para um ADP, formando ATP e acido piruavico.

Diversos trabalhos da literatura atribuem importante papel a glicolise na modulacédo de
transportadores de membrana (59). A fundamentacdo destes trabalhos esté alicercada no fato
de que muitos transportadores encontram-se distantes das regifes enriquecidas de
mitocondrias. Calculos da taxa de difusdo do ATP gerado nas proximidades dessas regides
indicam que a necessidade de diversos transportadores poderia ndo ser satisfeita apenas pela
producdo de ATP via respiracdo oxidativa (60;61). Estes estudos foram majoritariamente
conduzidos utilizando-se a 2-deoxy-D-glicose (2-DG), um inibidor da primeira enzima da
glicolise (a hexokinase) (62). Este analogo da GLU néo é transportado pelos SGLTs e nédo é
reabsorvido pelos rins de humanos, porém é reabsorvido no tubulo proximal de ratos (33%
segmento S1, 13% segmento S2 e 9% segmento S3) (3;63).

Como mencionado anteriormente, além da GLU, os SGLTs sdo responsaveis pelo

transporte de outros agUcares, tais como a GALAC. A GALAC é uma hexose muito
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importante por ser, junto a GLU, a principal hexose presente no leite, sendo esta absorvida via
SGLT1 no intestino.

Nos rins, a GALAC ¢ reabsorvida no tubulo proximal pelo SGLT1, sendo a afinidade
do SGLT2 por este actcar muito baixa (1). Como descrito anteriormente, ao contrario do
intestino, estas duas isoformas distintas dos SGLTs sdo expressas no tubulo proximal: o
SGLT1, considerado um transportador de alta afinidade—baixa capacidade, expresso
principalmente no segmento S3, mas também presente no segmento S2 do tdbulo proximal; e
0 SGLT2, um transportador de alta capacidade—baixa afinidade, expresso principalmente nos
segmentos S1 e S2 (46).

O metabolismo da GALAC difere do metabolismo da GLU nas primeiras etapas da
glicolise. Enquanto a GLU é fosforilada no sexto carbono pela hexoquinase, dando origem a
glicose-6-fosfato (G-6F), a GALAC é fosforilada no primeiro carbono pela galactoquinase
(GALK), formando a galactose-1-fosfato (Gal-1F). A Gal-1F juntamente com a uracil-
difosfato-glicose (UDP-GLU) sdo transformadas, pela enzima galactose-1-fosfato
uridililtransferase (GALT), em uracil-difosfato-galactose (UDP-Gal) e glicose-1-fosfato (G-
1F). A G-1F ¢é rapidamente biotransformada em GLU, enquanto que a UDP-Gal é
metabolizada em UDP-GLU pela enzima UDP-galactose-4-epimerase (GALE), servindo de
substrato para a metabolizacdo de novas moléculas de GALAC pela GALT (Figura 6) (64).

Os rins sdo responsaveis pela metabolizacdo de aproximadamente 20% da glicose
consumida em uma refei¢do.(65) Neste cenario, 0 TP é 0 segmento que apresenta a menor
expressao de hexoquinase, mas que apresenta a maior expressdo e atividade da enzima
glicose-6-fosfatase deidrogenase, indicando que este segmento é capaz de realizar glicolise,
uma vez que apresenta toda a aparelhagem celular para isto. (66;67) No entanto, acredita-se
atualmente que o TP utilize apenas fontes ndo-carboidrato como fonte de energia, uma vez
gue a membrana apical do TP expressa diversas enzimas capazes de biotransformar

aminoéacidos em intermediarios do ciclo de Krebs, entre eles a isoleucina. (67)
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Figura 5- Representacao esquematica do metabolismo da GLU.
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Durante o processo de glicélise a molécula de GLU é biotransformada em duas moléculas de acido piravico por
uma série de enzimas que atuam em 10 etapas distintas. Fonte:
(http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/601glycolysissum.html).



http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/601glycolysissum.html
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Figura 6- Representacao esquematica do metabolismo da GALAC.
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(A) Representacdo das enzimas responsaveis pela biotransformacdo da GALAC em UDP-GLU (64). (B)
Molécula de UDP-GLU (uracil-difosfato GLU). Esta é formada por um grupamento pirofosfato, uma ribose,
uma GLU e um nucleotideo uracil (Modificado de: http://en.wikipedia.org).

1.5 Evidéncias na literatura da interacdo entre o transporte de H* via NHE3 e o
transporte de GLU via SGLT

Por serem transportadores ativos secundarios, hd muito se postulou uma possivel
relagdo funcional entre o NHE3 e os SGLTs. Além disso, sabe-se que o NHE3 é modulado

por doencgas e hormdnios relacionados ao metabolismo/homeostase da GLU. A diabetes e a
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insulina estimulam o trocador enquanto que o GLP-1, secretado pelos enterdcitos no periodo
pos-prandial, inibe a atividade do NHE3. Ademais, o permutador apresenta interacdo fisica
proteina-proteina com a DPP-IV, enzima responsavel pela degradacdo do GLP-1 circulante
(24;28;31;68).

Ha diversos trabalhos na literatura sobre a interagdo funcional do SGLT1 e do NHE3
intestinais. Nos intestinos, 0 SGLT1 parece estimular o NHE3, aumentando sua expresséo
apical, via p38MAPKinase e diversas outras quinases. Estas ativam a proteina do
citoesqueleto Ezirina, que € responsavel pela translocacdo do NHE3 dos dominios
intermicrovilares para as regibes menos densas do microvilo da BB do intestino delgado
(37;69-71). Coincidentemente, a atividade do SGLT1 também é responsavel, apds a ingestdo
de GLU, pelo aumento da secrecdo de GLP-1 nas células L, sendo que o GLP-1 circulante
inibe 0 NHE3 (39). Acredita-se que a ativacdo sinérgica do SGLT1 e do NHE3 no intestino
ocorra para otimizar a absor¢do de nutrientes no periodo pds-prandial. A despeito do
crescente interesse em se estudar a coordenacdo entre 0 NHE3 e 0 SGLTL1 nos intestinos, ndo
ha ainda estudos a respeito desse mecanismo em células de tabulo renal “in vivo” e pouco ha
a esse respeito “in vitro”. A figura 7 resume o0s achados até 0 momento sobre a modulacdo do
NHE3 pelo transporte de GLU nos intestinos (69-72).

O estudo dos efeitos da GLU e de seu transporte sobre a atividade do NHE3 tornou-se
cada vez mais importante, devido aos avangos nos conhecimentos da regulacdo do NHE3 por
horménios responsaveis pela homeostase glicémica, no tecido renal ou em outros tecidos. E
mais ainda, devido aos avancos no desenvolvimento de inibidores do SGLT2, que ja foram
aprovados em alguns paises para o tratamento da diabetes (pe. Dapagliflozin). Assim, €
fundamental determinar a influéncia da GLU e de seu transporte nos rins, uma vez que esta
isoforma do SGLT é especificamente expressa neste tecido, e ndo no intestino (42).

Além disso, apesar do SGLT1 e do NHE3 serem expressos nos dois tecidos, a
existéncia de expressdo do SGLT2 nos rins pode resultar em diferencas ainda ndo elucidadas
no que concerne a esta coordenacdo entre os diferentes transportadores de solutos através da
membrana apical. N&do obstante, as funcdes que desempenham estes dois 6rgdos podem
resultar em diferencas quanto a sua regulacao.

Os intestinos absorvem grandes quantidades de nutrientes no periodo poés-prandial.
Sendo assim, durante o periodo de jejum as concentragdes de GLU e Na* sdo menores que as

plasmaticas e abruptamente tornam-se extremamente superiores a estas durante a refeicao.
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Figura 7- Provaveis vias de sinalizacédo pelas quais a GLU, via SGLT1, estimula o NHE3,
aumentando sua exocitose.

SGLT1 NHE3
BB l

P38 MAP
MAPKAPK2

PI-3K
! .
Akt2 — Ezrin

BLM

RE = reticulo endoplasmatico; BML = Membrana baso-lateral; BB = membrana apical (2)

No periodo poés-prandial, o intestino recebe sinais hormonais e sofre mudangas
intracelulares, com a entrada de grande quantidade de solutos que ativam cascatas de
sinalizacdo e receptores. Estes sdo responsaveis pela modulacdo da atividade dos
transportadores de membrana dos diversos tipos celulares expressos ao longo dos intestinos.
Neste periodo ocorre a ativacdo de uma via responsavel pela inser¢cdo do transportador
GLUT2 na membrana apical, uma vez que a concentracdo apical é muito superior a
concentracdo celular durante as refeicdes. Apds a refeicdo, 0 GLUT2 deixa de ser expresso na
membrana apical, mas sua expressao basolateral se mantém. Durante o jejum, 0 SGLT1 é
normalmente expresso, isto é, sua expressao ndo diminui, ao contrario do que ocorre com 0
GLUT2, sendo que o SGLT1 ndo parece ser modulado por variagOes de expressdao apical.
Neste periodo (jejum), o este transportador parece ser responsavel pela captacdo de GLU da
luz, que encontra-se em baixissima concentracdo (Figura 8) (18).

O mesmo néo ocorre no tecido renal. Diariamente s&o filtrados aproximadamente 180g
de GLU. Em condic¢des de normoglicemia, a concentracdo de GLU no filtrado glomerular, no
inicio do TP, é constante e idéntica a do plasma durante todo o dia, sem sofrer grandes
variagfes, em situacdo de jejum ou apos as refeigdes. Cerca de 97% da GLU filtrada é
reabsorvida via SGLT2 nos segmentos iniciais do TP. O restante é reabsorvido pelo SGLT1,

expresso em segmentos distais do TP (Figura 9).
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Além disso, hd pouca evidéncia da expressdo apical de GLUT2 em condicdes de
normoglicemia, sendo o papel deste nos rins o de realizar o transporte facilitado de GLU na
membrana basolateral, principalmente nos segmentos S1 e S2 do TP. O GLUT]1, por sua vez,
realiza o transporte facilitado em segmentos mais distais do TP (Figura 9) (5).

Sendo assim, apesar de haver varios indicios da correlacdo entre o transporte de GLU,
a manutencéo da glicemia e o NHE3, pouco se sabe dos principais mecanismos, sejam eles
quimicos ou fisicos, envolvidos nas mudangas da atividade do NHE3, devido a variacGes
agudas do aporte de GLU no tabulo proximal. O entendimento destes mecanismos pode trazer
informacdes relevantes sobre a coordenacdo do transporte apical de solutos e melhorar a

compreensdo das modificagdes funcionais do transporte destes em situacdes patologicas.
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Figura 8- Esquema do modelo de absorcéo intestinal antes e apos a refeicéo.
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(A) Durante o jejum e antes das refeiches (before a meal), na presenca de baixissimas concentracGes de
carboidratos ou na auséncia deste, 0 SGLT1 ¢ responsavel pela absor¢cdo da GLU presente na luz, uma vez que
apresenta alta capacidade de concentragdo (transporte ativo secundario). Nesta condi¢do, o GLUT2 apical é
internalizado e permanece em vesiculas. O GLUT2 basolateral, por sua vez, é responsavel pelo transporte
facilitado de GLU do intersticio para o interior da célula, suprindo assim, juntamente com a GLU absorvida via
SGLT apical, as necessidades celulares de energia. (B) Apos a refeicdo (after a meal), a concentracéo luminal de
GLU alcanca valores capazes de saturar o0 SGLT1, e este transporta grandes quantidades de GLU para o meio
intracelular. O aumento da GLU intracelular gera sinais positivos para a inser¢cdo de GLUT2 na membrana
apical. Devido a alta concentracdo apical de GLU, o GLUT2, nesta situacdo realiza o transporte facilitado de
GLU do Iumen para o meio intracelular. O GLUT?2 basolateral continua realizando transporte facilitado para o
intersticio, uma vez que a concentragdo instersticial se mantém préxima a plasmatica devido a receptagdo de
GLU pelos capilares intestinais (18).
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Figura 9- Esquema do modelo de reabsorc¢ao renal de GLU.
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Todos os dias ~180g de GLU sao filtrados pelos glomérulos em sujeitos normoglicémicos. Cerca de 97% da
GLU filtrada é reabsorvida pelo SGLT2 no inicio do TP. O SGLT1 reabsorve apenas 3% deste total nos
segmentos distais do TP, sendo excretadas quantidades despreziveis de GLU na urina. Sendo assim, a
concentragdo de GLU ao longo do TP vai caindo, uma vez que boa parte da 4gua é reabsorvida juntamente com a
GLU, mas também pela reabsorcdo de NaCl e HCO3; neste segmento. Durante a inibicdo farmacolégica da
atividade do SGLT2, o SGLT1 é capaz de reabsorver 40% de toda a GLU filtrada, demonstrando que sua
capacidade de transporte € muito superior ao aporte fisiolégico de GLU. Nesta condicdo, 60% da GLU filtrada é
perdida na urina. Trabalhos recentes atribuiram importante papel do canal de potassio KCNE1/Q1 na reabsorcdo
de GLU tubular (5).
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi o de estudar os mecanismos envolvidos na
modulagdo do transporte de HCOj3 pela GLU, com énfase na modulagdo do NHE3,
importante proteina responsavel pela reabsorcdo de Na* e HCO3". Nosso interesse foi o de
definir o papel do metabolismo e transporte de GLU sobre a atividade do NHES3,
determinando assim se a GLU é o Unico substrato glicidico transportado pelo epitélio
proximal responsavel por qualquer efeito sobre 0 JHCOj3". Além disso, tinhamos o interesse de
definir a co-expressdo dos SGLTs e do NHE3 na membrana apical do TP.

Foram nossos objetivos:

e Determinar se o fluxo de HCO3; (JHCOj3) é modulado por variacBes agudas da
concentracdo de GLU luminal “in vivo”

e Determinar se essas mudancas do JHCO3 ocorrem devido a modulacdo do NHE3 ou de
outro transportador de H”.

e Determinar se a GALAC é capaz de modular o JHCO3 da mesma forma que a GLU.

e Determinar se 0 metabolismo da GLU é responsavel pela modulagdo do JHCO3'.

e Determinar se a glicolise desempenha papel importante na modulagcdo do JHCO3 pela
GLU.

e Determinar se variagdes do volume celular ocasionadas pelo transporte de grandes
quantidades de GLU sdo responsaveis pela modula¢do do JHCO3'.

e Determinar se o transporte de GLU pelo SGLT é capaz de modular 0 JHCO3'.

e Determinar se 0s SGLT1 e 2 sdo expressos nas mesmas regides do TP, isto &, se ocorre

co-localizacao destes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

e Sigma: DMSO (dimethyl sulfoxide); Phlorizin; o-MG (a-methyl-D-glicose); glicose;
GALAC; 2-deoxy-D-glicose; Rafinose; Manitol

e Fluka: Hydrogen lonophore I; Hexamethyldisilazane;

e Roche: Heparina Liquemine

e Virbac: Cetamin

e Univet: Acepran

e Fresenius: Propofol

e Synth e Sigma: demais sais utilizados para a preparacéo das solugdes

e S3226 foi gentilmente doado pelo Dr. Jurgen Punter da Sanofi-Aventis, Frankfurt,
Alemanha

e Os anticorpos: anti-SGLT2 policlonal e anti-NHE3 monoclonal foram obtidos da Santa
Cruz, Dallas, Estados Unidos.

e O anticorpo anti-SGLT1 policlonal foi obtido da Abcam, Cambridge, Estados Unidos.

e Os anticorpos secundarios Alexafluor-588 e AlexaFluor-488 foram obtidos da Life

Technology, Carlsbad, Estados Unidos.

3.2 Origem dos Animais

Foram utilizados ratos da raca Wistar machos, com peso entre 200 e 350g, para a
execucdo deste trabalho. Esses animais foram obtidos no biotério do Instituto de Ciéncias
Biomedicas da Universidade de S&o Paulo. Os experimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica para estudos em animais, do ICB. Neste biotério, os animais foram colocados em
gaiolas de polietileno com tampa de grade metalica contendo agua filtrada e comida
(Nuvilab, S&o Paulo) ad libitum numa lotacédo de até 5 ratos por gaiola, com 15 a 20 trocas de
ar por hora e um ciclo de claro/escuro de 12 horas.
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3.3 Métodos

3.3.1 Microperfusdo estacionaria in vivo

Ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 350g, foram mantidos no biotério de
experimentacdo do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo,
alimentados com dieta normal de laboratdrio em pellets e com agua ad libitum até o momento
do procedimento. A técnica de microperfusdo estacionaria foi realizada como descrito
anteriormente por MALNIC e MELLO-AIRES, 1971 (73) e AMORIM e MALNIC, 2006
(74) e LESSA, L. M.; et al (2009) (75).

3.3.1.1 Grupos experimentais

Neste trabalho, a técnica de microperfusdo estaciondria in vivo foi utilizada, para se
determinar o efeito da GLU, anélogos desta, ou inibidores de seu transporte ou metabolismo,
sobre o transporte de HCO3; em TP. A partir da solucdo padrdo, composta de NaCl 90mM,
NaHCO3; 25mM, KCI 5mM, CaCl, 1mM e MgSO, 1,2mM, diferentes solucbes perfusoras
foram utilizadas para se estudar os efeitos da GLU (seus analogos, inibidores de seu
transporte ou de seu metabolismo), sendo elas:

- Solucdo Perfusora Controle (CTRL): corresponde a solucdo padrdo ajustada para a
osmolaridade de 300mOsmois/Kg de H,O pela adicdo de rafinose, sendo que esta ndo é
transportada através de membranas bioldgicas e, portanto, se mantém na luz tubular apo6s a
perfusdo. Esta solucdo foi utilizada como CTRL para todos 0s grupos experimentais e
corresponde a uma condigéo de auséncia de substratos transportados pelos SGLTs e auséncia
de GLU.

- Solucdo Perfusora com diferentes concentragdes de GLU: a solugdo perfusora padrao foi
adicionado GLU nas concentragdes de 5mM (GLUS5), 20mM (GLU20), 40mM (GLU40) e
60mM (GLUGO).

- Solucdo Perfusora contendo inibidor do NHE3: a solu¢cdo CTRL, GLU5 e GLUA40 foi
adicionado S3226 10uM, um inibidor especifico do NHE3.

- Solucdo Perfusora adicionada de GALAC: a solucdo perfusora padrdo foi adicionado
GALAC nas concentracfes de 5mM (Galac5) e 40mM (Galac40).
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- Solucéo Perfusora adicionada de iso-Leucina: a solugdo perfusora padrdo foi adicionada
iIso-Leucina nas concentragdes de 20mM (Leu20) e 40mM (Leu40).

- Solugdo Perfusora adicionada de um analogo ndo-metabolizavel da GLU, a a-methyl-D-
GLU (a-MG): a solucédo perfusora padrao foi adicionada a-MG nas concentragcdes de 5mM
(0-MGS5) e 40mM (a-MG40).

- Solugdo Perfusora contendo um inibidor da hexoquinase, a primeira enzima da via
glicolitica, a 2-deoxy-D-GLU: a solugdo perfusora CTRL e GLUS5 foi adicionada 2-deoxy-D-
GLU 10mM.

- Solucdo Perfusora contendo 2-deoxy-D-GLU adicionado ou ndo de iso-Leucina: a solucao
perfusora CTRL ou 2-DG 10mM foi adicionado iso-Leucina na concentragéo de 10mM.

- Solucdo Perfusora hipotonica: utilizou-se a solucdo padrdo sem a adi¢do de rafinose,
apresentando osmolaridade de 250mOsmois/Kg de agua.

- Solucdo Perfusora contendo Manitol 20mM e 40mM: as solugdes perfusoras CTRL,
GLU40, GALACA40 e a-MGA40 foi adicionado manitol nas concentragdes de 20mM e 40mM.
- Solugdo Perfusora contendo Phlorizina (Plz): a solucdo perfusora CTRL foi adicionada Plz
nas concentragdes de 5uM, 10uM, 50uM, 100uM, 500uM, 1ImM e 2mM; a solucdo
perfusora GLU5 foi adicionada Plz nas concentracGes de 50uM, 500uM, 1mM, 2mM e
4mM; a solucdo GLU40 foi adicionada Plz nas concentraces de 500uM, 1mM, e 2mM; a
solugdo de GALACS e a-MG5 foi adicionada Plz nas concentracfes de 50uM, 500uM,
ImM.

A correcdo da osmolaridade das solugdes perfusoras para 300mOsmois/Kg de H-0,
com rafinose, foi realizada somente apds a adicao de todos os componentes de cada uma das
solugdes. Para se determinar a quantidade de rafinose a ser adicionada em cada solugéo, a
osmolaridade das mesmas foi medida em osmometro de pressdo de vapor (Wescor, USA).
Para os grupos realizados com as solu¢Ges contendo manitol, a osmolaridade foi
primeiramente corrigida com rafinose e, somente apds, foi acrescentado manitol nas
concentracdes de 20mM e 40mM, sendo as solucBes usadas para este grupo experimental

hiperténicas.

3.3.1.2 Caracteristicas da técnica de microperfusao estacionaria

Através da técnica de microperfusdo estacionaria in vivo, uma micropipeta dupla

contendo solucdo perfusora alcalina corada de verde-FDC em um ramo e 6leo de ricino
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corado com negro Sudan no outro foi usada para puncionar um tubulo proximal visualizado
por microscépio. O tabulo puncionado foi entdo perfundido com a solugdo corada, sendo que
esta foi isolada da solugdo tubular proveniente do glomérulo e mantida estacionéria (até o
momento da préxima perfusao), por gotas de 6leo.

Neste mesmo tubulo, algumas al¢as adiante da puncéo inicial, identificada a partir do
corante da solugéo perfusora, foi colocado um microeletrodo de dois ramos, conectado a um
eletrdmetro cujo sinal foi convertido de analdgico para digital e gravado, em intervalos de
0,5s, por um conversor analogo-digital (Lynx, Brasil). Este eletrodo, cujo um dos ramos é
seletivo para H*, foi utilizado para monitorar variacdes do pH tubular, em tempo real, durante
todo o procedimento.

Sendo assim, a cada perfuséo tubular obteve-se uma curva experimental cujo valor de
pH inicial, correspondente ao pH da solucdo experimental (que é alcalino uma vez que a
solucdo possui 25mM de HCOg), que foi sendo acidificado, ao longo do tempo, até um valor
estacionéario (Figura 10).

A acidificacdo observada ocorreu, em geral, em duas fases: uma fase rapida e outra
mais lenta. A acidificacdo inicial rapida corresponde a acidificacdo dependente de CO, e
ocorre pela difusdo de CO, (uma vez que este é lipofilico) a partir do meio intracelular (da
célula do tdbulo perfundido) em direcdo a solucdo perfusora, recém injetada na luz tubular. A
difusdo de CO, da célula para a solucdo ocorre devido ao grande gradiente existente, uma vez
que a solucdo perfusora apresenta pressdo parcial de CO, (pCO,) igual a do ambiente, e
portanto, proxima de zero, enquanto que a pCO, tubular é semelhante a arterial, e portanto,
préxima de 45mmHg (76). A fase de acidificacdo rapida ndo foi utilizada no presente
trabalho tendo sido excluida das anélises (Figura 10).

A fase de acidificacdo lenta, posterior, corresponde a fase de acidificacdo dependente
da secrecdo de H*, para a luz tubular, através de transportadores de membrana presentes na
membrana apical, ou através da via paracelular (Figura 10). No tubulo proximal, a
acidificacdo observada na fase lenta de recuperacdo ocorre majoritariamente via NHE3, uma
vez que a acidificagdo tubular é amplamente inibida pela perfusio de solugdo zero Na*, ou
contendo S3226, um inibidor especifico do NHE3 (68). Porém, a H*ATPase também ¢
expressa e responsavel pela maior parte da acidificacdo remanescente que ocorre na presenca
do inibidor para NHE3 (ou durante a perfusdo com solucdo sem Na*) (77).

A acidificacdo observada apos a perfusdo da solugdo contendo bicarbonato alcanga

um valor estacionéario (Figura 10), que corresponde ao poder méximo de concentracdo dos
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transportadores renais de H* presentes na membrana apical do TP. O pH estacionario
depende, entdo, da fonte de energia utilizada pelo transportador, sendo que esta fornece a

energia para a criacdo de um gradiente quimico entre os compartimentos.

Figura 10- Registro representativo de curvas experimentais.
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O tracado representa o potencial obtido pelo eletrodo durante a perfuséo tubular, em um animal perfundido com
solucdo de GLU 20mM e bicarbonato 25mM. Em 1: potencial que representa o pH tubular inicial; em 2:
momento em que ocorre a perfuséo da solugdo; em 3: recuperagdo do pH dependente de CO,; em 4: recuperagao
de pH dependente de transportadores de H+; em 5: potencial que representa o pH estacionario ao final da
perfusdo.

Para o TP, a acidificagdo tubular ocorre majoritariamente via NHE3, como descrito
anteriormente. Esta proteina utiliza o gradiente de Na®, existente entre a solugdo perfusora e a
célula do TP, como forca movente para a secrecdo do H*. O gradiente de Na* depende da
concentracdo de Na' na solugdo perfusora e no interior da célula, sendo esta ultima gerada,
principalmente pelas caracteristicas biofisicas da membrana e pela atividade da
Na'/K*ATPase basolateral (Figura 11).

Nos experimentos de microperfusdo deste trabalho, a concentracio de Na* de todas as
solucBes perfusoras foi sempre igual (90mM) e, portanto, a ocorréncia de variagdes na
concentragdo de Na* foi minimizada. Esta s existiu apds o inicio do transporte de solutos e
agua, uma vez que a rafinose adicionada as solugdes néo e reabsorvida e se mantém na luz
tubular durante todo o tempo em que a coluna de fluido se mantém estacionéria. Estas
pequenas alteracdes de concentragdo de Na* ndo parecem afetar a capacidade de acidificacdo
tubular, uma vez que o pH estacionario atingido foi muito semelhante em todos 0s grupos

experimentais (mesmo entre os grupos CTRL e 0s grupos nos quais a maior parte da rafinose
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foi substituida por GLU e que, portanto, apresentava muito menos rafinose que a solucéo

CTRL), provavelmente pela reciclagem de Na™ através da via paracelular.

Figura 11- Representagdo Esquematica do Sistema Utilizado para Microperfusédo
Estacionaria in vivo.
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A esquerda, representacdo de um néfron sendo perfundido por uma pipeta de perfusio de dois ramos com P
(solucdo de perfusdo) e C (6leo de ricino). Neste mesmo néfron, foi colocado um microeletrodo de dois ramos com
resina de troca idnica sensivel a H* (IE) e solugdo de referéncia (em verde). A direita, representacéo da luz tubular
durante o experimento de microperfusdo estaciondria in vivo (eletrodos e pipeta foram suprimidos). A solugdo
experimental (em verde) contendo HCO3- 24mM, Na+ 100mM e rafinose (ver tabela para demais sais de sua
composicdo), com ou sem GLU ou outros aglcares, é adicionada ao limen tubular e separada do fluido tubular por
gotas de 6leo. Esta solugéo se mantém estacionada no limen (devido a caracteristica de viscosidade do 6leo que
impede que o fluxo tubular proveniente do glomérulo a deslogue). A concentragdo de HCO3-, GLU (ou outros
aclcares) e Na+ tendem a cair ao longo do tempo devido a sua captacdo apical (ver explicagdo sobre a
concentracdo de Na+ no texto) até um valor estacionario, que dependerd do gradiente eletroquimico e das
caracteristicas de afinidade de seus transportadores apicais. A membrana basolateral ndo é ativamente manipulada
pela técnica em questdo.

A partir da curva obtida pelo conversor analogo-digital, que apresenta as
caracteristicas citadas acima, calculou-se a taxa de acidificacdo tubular, expressa como a

meia vida da reducdo da concentracdo de fon bicarbonato ao nivel estacionario (t'?

), em
segundos (S), e, a partir desta, obteve-se o fluxo de bicarbonato transepitelial por unidade de
tempo (JHCO5) em nmoles/cm?/s, utilizando-se a equacéo:

_In2
HCO3™ t}é

(HCO, > — HCO, ) *%
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Onde t*? ¢ a meia vida da reabsorcéo de bicarbonato, r é o raio do ttbulo, e [HCO3], e
[HCO3]s sdo as concentracbes de HCOjs; injetada e HCO3; a nivel estacionério,
respectivamente.

A concentracdo estacionaria de HCOj3 foi calculada a partir da equacdo de
Henderson-Hasselbalch para o tampdo HCO3/CO,, utilizando-se o pH mais acido medido e
considerando que a pCO; tubular é igual a do sangue arterial (78). Neste trabalho, a pCO,
arterial foi medida em um pHmetro e Gasometro Radiometer, com eletrodos seletivos a pH e
CO, (ABL5, Dinamarca), a partir da obtencdo de uma amostra de sangue arterial pela
puncao da adrta abdominal, ao final de cada experimento.

Cada tubulo renal foi perfundido de 6 a 8 vezes, obtendo-se para cada curva um valor
de pH estacionario, HCO5  estacionério, meia vida de acidificacéo tubular (t'/,) e fluxo de
bicarbonato (JHCOj3). Estes dados foram utilizados para se obter uma média para cada
tubulo. Em cada um dos grupos experimentais (isto €, a cada uma das solucdes perfusoras
descritas anteriormente) utilizou-se pelo menos 3 animais, e em cada um deles foram
perfundidos de 1 a 4 tdbulos proximais; desta maneira, o valor de “N” indicado para as
médias obtidas corresponde ao nimero de tubulos perfundidos.

Apbs a obtencdo das curvas experimentais e da aquisicdo de valores de t¥2, JHCOs,
HCOj3 estacionario e pH estacionario foi realizada analise estatistica, para determinar a
significancia das diferencas entre 0s grupos experimentais.

3.3.1.3 Preparo cirurgico dos animais

Para o procedimento de microperfusdo, os animais foram anestesiados com
Quetamina e Acepromazina, nas doses de 150 mg/kg e 2 mg/Kg, respectivamente, via
intramuscular, acrescentado de Propofol, via intravenosa através de um cateter colocado na
veia femural ou peniana, na dose de 20 mg/Kg, se necessario. Depois de anestesiados, 0s
animais foram tricotomizados no pescoco e na regido paralombar esquerda e levados a uma
gaiola de Faraday, onde foram acondicionados em decubito dorsal em uma mesa cirdrgica
aquecida a 37 °C por meio de uma placa térmica.

Foi realizada entdo incisdo na porcdo ventral do pescoco a fim de se expor a
musculatura que recobre a traqueia. Esta musculatura foi entdo separada com o auxilio de
pingas adequadas e a traqueia foi exposta. Realizou-se entdo a traqueostomia com a

introducdo de um tubo de polietileno de didmetro semelhante ao traqueal a partir de uma
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incisdo primeiramente paralela a 2 anéis traqueais e, posteriormente, perpendicular a
aproximadamente 3 anéis traqueais. A traqueostomia foi realizada com o intuito de se manter
a ventilagdo do animal, evitando assim mudancas da pCO; e do pH ao longo do experimento.

Em seguida, separou-se, a partir da mesma incisdo no pescoco do animal, a
musculatura que recobre a jugular. Através de um pequeno orificio na mesma, realizado com
uma tesoura para cirurgia oftalmica, esta foi canulada com um tubo de polietileno ligado a
uma seringa contendo solucéo de NaCl 0,9% e manitol 3%. Realizou-se entdo, infuséo desta
solucdo via jugular durante todo o experimento, atraves de uma bomba de infusdo continua,
na dose de 0,05ml/min (se necessario) (Harvard Apparatus, Massachusetts, USA), com o
intuito de tornar os tibulos mais visiveis, uma vez que o manitol é um diurético osmotico.

Os animais foram, entdo, colocados em decubito lateral direito e o rim esquerdo foi
exposto através de uma incisdo paralombar. O rim foi liberado da gordura perirrenal através
de divulsao utilizando-se uma tesoura oftalmica e pingas pequenas. Depois de separado, 0 rim
foi fixado em suporte de acrilico e imobilizado com solucdo de Ringer Agar 5% in situ em
um suporte para rim de Lucite.

Na mesma abertura para-lombar, ao lado do suporte contendo o rim, foi colocado um
fio de prata cloretado ligado a um fio de cobre, que também foi fixado por agar. Este fio de
prata ligado a um fio de cobre foi entéo conectado ao terra e, desta forma, o compartimento
extracelular do animal foi utilizado como nivel de referéncia das medidas elétricas realizadas.

A mesa cirargica foi, entdo, posicionada abaixo de um microscopio estereoscopico
(Olympus SZPT, Japéo), para a visualizacdo da superficie renal. Como fonte de luz utilizou-
se uma lampada de projetor de tungsténio que teve sua luz canalizada ao rim através de um
bastdo de quartzo. Os tabulos renais foram observados utilizando-se um aumento de 40 a 100
vezes (aumento tipo zoom). O rim foi, durante todo o periodo, banhado por solucdo Ringer a
37 °C.

3.3.1.4 Posicionamento e utilizacdo da micropipeta dupla e do microeletrodo

Uma micropipeta dupla, contendo em um dos ramos, solugdo perfusora corada com
FDC-Green e, no outro ramo, 6leo de ricino corado por negro Sudan, foi colocada em um
micromanipulador mecéanico (Leitz, Wetzlar, Alemanha). Com o auxilio deste
micromanipulador, a micropipeta dupla foi utilizada para puncionar TPs visualizados na

superficie renal. Um ramo da micropipeta foi utilizado para injetar a solugdo de perfuséo e o
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outro para injetar 6leo de ricino, sendo que este Ultimo foi aplicado antes e apds a solucao
perfusora, com o intuito de bloquear e isolar as colunas de fluido injetadas no lumen.

A solucgdo e o 6leo presentes no interior da micropipeta dupla foram injetados na luz
tubular, através da aplicacéo de ar sob pressao, produzido por seringas de vidro conectadas a
tubos de polietileno através de agulhas de metal hipodérmicas de 0,5 mm, em cada um dos
ramos da pipeta, e vedadas com um lacre odontoldgico.

Um microeletrodo de dois ramos assimétrico foi colocado em um micromanipulador
mecanico (Leitz, Wetzlar, Alemanha). Este microeletrodo foi utilizado para puncionar o
mesmo néfron perfundido pela solucdo perfusora corada (o corante possibilita o

reconhecimento do tubulo perfundido).

3.3.1.5 Confeccdo da micropipeta dupla e do microeletrodo assimétrico de dois

ramos

Para se realizar a técnica de microperfusdo, é necessario que se prepare as
micropipetas e 0os microeletrodos com antecedéncia. Os microeletrodos foram preparados
seguindo o método descrito por Ammann, et al (1981) (79). Foram utilizados, para
confeccionar os microeletrodos, capilares duplos do tipo Hilgenbeg (Malsfeld, Alemanha),
assimétricos, com o ramo de maior raio medindo 1,6mm de didmetro e o ramo de menor raio
medindo 0,8mm de diametro. Estes capilares foram estirados verticalmente utilizando-se um
estirador de micropipetas/microeletrodos (Narishige, modelo P2, Japan), de forma a obter-se
didmetro de ponta de aproximadamente 1um.

Devido & natureza apolar da resina utilizada no ramo de maior didmetro, este ramo
passou pelo processo de silanizacdo (hidrofobizacdo). Este processo consiste na reacdo dos
grupos hidroxila do vidro com o atomo de silicio do composto organico
Hexamethildisilasano (Fluka Chemika, Buchs, Suica).

Para realizar a silanizagdo, as extremidades sem ponta dos capilares devidamente
estirados (pelo processo acima citado), foram colocadas em uma tampa com uma vedacéo de
borracha perfurada adaptada & fixagdo dos microeletrodos. Para isso, o ramo de menor
didametro teve que ser seccionado na extremidade sem ponta, reduzindo-se seu comprimento
(o ramo de maior didmetro ficou com um comprimento maior que o de menor didmetro), uma
vez que o ramo menor ndo deve sofrer o processo de silanizagdo para obter uma medida

experimental adequada. A tampa contendo os eletrodos foi entdo rosqueada a um frasco de
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vidro de 15cm de altura e 5 cm de didmetro, contendo em seu interior 0,3ml de
Hexamethildisilasano. O frasco com os microeletrodos foi colocado em uma capela de fluxo
por pelo menos 30 minutos. O vapor do composto entrou em contato com a parede do vidro
durante a reacdo de hidrofobizacéo.

O microeletrodo assim preparado foi entdo preenchido com uma resina hidrofobica
seletiva ao H* (Fluka Chemika, Buchs, Suissa), em seu maior ramo. A adi¢do dessa resina foi
realizada utilizando-se um capilar de vidro estirado manualmente em chama de um bico de
Bunsen.

Os eletrodos, preenchidos com esta resina, apresentam uma boa resposta a atividade
do fon H* em uma faixa de pH de 5,5 a 12, sem interferéncia de outros ions (79). Devido a
resisténcia elétrica do eletrodo de pH ser relativamente baixa (10° a 10'%hm), para pontas
entre 0,8-1,0um, seu tempo de resposta é rapido, sendo de aproximadamente 0,5s. Esta ultima
caracteristica os faz particularmente adequados para estudos da cinética da acidificacdo ou
alcalinizacao tubular, como os realizados neste trabalho. Ap6s ser preenchido com resina, o
microeletrodo foi colocado em dissecador para ser utilizado no dia do experimento.

No momento do experimento, foi adicionado, no ramo de menor didmetro, também
com o auxilio de um capilar de vidro estirado, solucdo de KCI 1M corada com verde FDC.
Neste mesmo ramo foi colocado um fio de prata de 0,5mm previamente cloretado. Este ramo
do microeletrodo foi utilizado como referéncia para a medida de diferenga de potencial
transtubular e possui resisténcia de aproximadamente 10MegaOhm e potencial de ponta de
menos de 10mV.

O processo de cloretacdo foi realizado fixando o fio de prata por meio de um jacaré ao
polo positivo de uma bateria de 9 volts. O fio foi mergulhado em uma solugédo de HCI 0,2N.
No outro polo da bateria havia um arame de prata que também foi mergulhado nesta mesma
solugéo de HCL 0,2N. Ocorreu, desta maneira, deposicdo de cloreto de prata no fio de prata
através de reacdo de oxireducdo entre a solucéo e o fio.

No ramo previamente preenchido com resina, no dia do experimento, foi adicionada
acima da resina, com o auxilio de um capilar de vidro estendido manualmente em chama no
bico de Bunsen, solugéo salina contendo NaCl 130mM, Na,HPO,4 10mM e NaH,PO, 10mM
e ajustada para um pH 7,0.

Para confeccionar as micropipetas duplas, foram utilizados capilares duplos do tipo
Theta (ReD. optical systems, Inc., Spencerville, MD, USA), com 2mm de didmetro total e

dividido ao meio formando dois ramos simétricos. Estes capilares foram estirados
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verticalmente utilizando-se um estirador de micropipetas/microeletrodos (Narishige, modelo
P2, Japan), de forma a obter-se um didmetro de ponta de aproximadamente 12 a 15um. A
pipeta foi entdo afiada utilizando-se um microesmeril (Fabricado na oficina do Departamento
de Fisiologia e Biofisica do ICB, USP) para permitir a obtencdo de um bizel. Esta foi entdo
guardada em uma caixa e fixada com massa de modelar.

No dia do experimento, a micropipeta dupla foi preparada para se dar inicio ao
procedimento. Um dos ramos foi preenchido com 6leo de ricinio corado com negro Sudan
(Sudan-black). O outro ramo foi preenchido com as solucdes perfusoras, descritas

anteriormente.

3.3.1.6 Caracteristicas do microeletrodo e do sistema elétrico

O microeletrodo, utilizado para puncionar o tubulo, foi previamente preparado como
descrito acima. A ponta do ramo de maior didmetro do microeletrodo foi preenchida com
resina de troca ibnica seletiva a H* e o restante do ramo foi preenchido por solugio
eletrolitica complemento (NaCl 130mM, Na,HPO, 10mM, NaH,PO, 10mM, ajustada para o
pH 7), sendo portanto, este ramo seletivo ao H*.

Este ramo foi ligado ao canal A de um voltimetro de alta impedancia com resisténcia
de entrada de 10'® Ohm, amplificacéo variavel e com dois canais (WPI, Sarasota, FL, USA).
Ao canal B deste voltimetro, foi conectado o ramo de menor didmetro do microeletrodo,
previamente preenchido com solucéo eletrolitica de KCI 1M, contendo em seu interior um fio
de prata devidamente cloretado, utilizado para a conec¢do com o voltimetro.

As medidas foram realizadas, para cada canal, a partir da diferenca de potencial
(DDP) entre o eletrodo e o terra do aparelho. O terra por sua vez, foi conectado atraves de um
fio de cobre a gaiola de Faraday utilizada para realizar o experimento. Esta, por sua vez, foi
conectada, através de uma placa de liga de cobre e zinco e um fio de cobre, ao fio de prata
cloretado colocado no interior do abdome do animal. Desta forma, o terra do aparelho,
utilizado como referéncia para os demais canais do voltimetro (e, portanto, para os diferentes
ramos do microeletrodo), foi eletricamente ligado ao interior do rato e, portanto, representa o
potencial do meio interno do mesmo. Sendo assim, a solucdo intratubular (representada pelos
dois ramos do eletrodo ligados ao canal A e B) foi comparada com a solucdo extratubular, ou

meio interno (representada pelo terra).
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O potencial obtido no canal B foi utilizado para se determinar a DDP transepitelial,
uma vez que o terra representa o intersticio do animal; e o potencial gerado no eletrodo de
referéncia representa o potencial gerado por todos os ions que compde o fluido tubular. A
solugdo de KCI foi utilizada neste ramo do eletrodo, pois 0 K" e o CI (que representam o
cation e o anion desta solucéo, respectivamente) apresentam quase a mesma mobilidade
quando submetidos a uma corrente elétrica e, portanto, ndo ocorrem erros de medida devido
ao atraso de um dos compostos da solucdo eletrolitica condutora.

A DDP medida entre o ramo do microeletrodo contendo resina e o terra foi obtida
com o intuito de se saber, a partir desta, o pH da solugdo. Arbitrariamente, o potencial

transmitido ao aparelho pelo terra foi considerado zero.

Figura 12- Registro representativo de uma calibracdo de eletrodo durante o experimento.
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O tracado representa o potencial obtido entre os ramos do eletrodo durante a superfuséo do rim com soluces de
pH conhecido. Em 1: potencial obtido na superficie renal; em 2: superfusdo de solugdo de pH 6,32; em 3:
superfusdo de solucdo de pH 7,82; em 4: superfusdo de solugdo de pH 6,99.

Para se obter o valor de pH medido, os microeletrodos foram calibrados antes e depois
da perfusdo de cada tabulo , através da adicéo e da troca de solugbes tampéo ringer-fosfato
(NaCl 130mM, , Na;HPO,4 10mM, NaH,PO, 10mM) a 37 °C, ajustadas para 0s pHs 6,5; 7,0 e
8,0 (os pHs foram ajustados utilizando-se NaOH ou HCI). Estas solugdes foram adicionadas a
superficie do cortex renal, sendo as pontas dos eletrodos colocadas nesta solu¢do. Uma vez
que a variacdo do potencial por unidade de pH, a mesma temperatura e na faixa de pH
estudada, é linear, foi possivel obter uma reta de calibracéo, a partir do potencial medido para

cada pH padréo, a qual foi utilizada para se calcular o valor de pH desconhecido (luminal), a
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partir dos potenciais medidos pelo eletrodo durante o procedimento experimental (Figura
12).

As voltagens medidas foram lidas no eletrdmetro de dois canais, como exposto
anteriormente. A saida desse eletrdmetro foi continuamente digitalizada em intervalos de
0,5s, por um microcomputador PC acoplado a um conversor anadlogo-digital (Lynx, S&o
Paulo), através do qual os dados foram obtidos e processados. Os dados obtidos foram
posteriormente exportados para o programa Excel (Microsoft, USA). No Excel, a partir dos
valores tubulares e de calibracdo obtidos para cada eletrodo, foram determinados os valores
de pH, HCOy, t'/, e JHCOy', calculados por um programa VisualBasic elaborado por um

técnico de computacao.

3.3.2 Imunofluorescéncia

3.3.2.1 Fixacéo do tecido renal

Animais Wistar normoglicémicos foram anestesiados (como descrito para
microperfusdo) e, apds a tricotomia da regidao abdominal, foi realizada laparotomia. A aorta
abdominal foi canulada abaixo da artéria renal e posteriormente ocluida. Ap6s a canulagéo,
imediatamente realizou-se a oclusdo da artéria aorta abdominal e da veia cava abdominal na
regido em que foi canulada a artéria aorta para dar-se inicio a infusdo de PBS pH 7,4 a 37 °C
pela canula. Em seguida, uma veia de grosso calibre da parede posterior da cavidade
abdominal foi secciona para permitir a drenagem do sangue do animal e a substituicdo deste
por PBS, a fim de retirar as heméacias dos vasos sanguineos. Para que a perfusdo renal fosse
optimizada, uma vez que este era 0 nosso tecido alvo, apds o inicio da infusdo e da drenagem
do sangue, a aorta abdominal e a veia cava abdominal faram ocluidas acima do figado.

Apbs a perfusdo de aproximadamente 150 ml de PBS, por um periodo de
aproximadamente 15 minutos, o PBS foi substituido por uma solucdo de perodato de sodio-
lisina-paraformaldeido (PLP), este ultimo a 4 %. Esta solugdo foi perfundida por
aproximadamente 20 minutos em um volume de ~100 ml ou até o enrijecimento do tecido
renal.

Os rins foram entdo retirados e as capsulas renais foram removidas manualmente.
Foram entdo congelados em Tissue-Tek utilizando-se nitrogénio liquido e mantidos em
freezer -80 °C.
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3.3.2.2 Seccgéo do tecido e preparo para imunofluorescéncia

Os rins foram preparados conforme descricdo acima. Em seguida, seccionados
longitudinalmente em cortes com 6uM de espessura, utilizando um criostato (Microm
HM505E). Os cortes foram entdo fixados por imersédo em paraformaldeido 4 %, por 2 horas,
a 4 °C, e reidratados em PBS por 5 minutos. Os tecidos renais foram demarcados com PAP
Pen (invitrogen) e permeabilizados com solucdo 0,5 % triton X_100, por 10 minutos em
temperatura ambiente. As ligacOes inespecificas foram blogueadas com solugdo 2 % caseina
(Sigma-Aldrich), por 30 minutos a 37 °C.

Os cortes foram incubados em uma camara escura e Umida por toda a noite, a 4 °C
com anticorpo monoclonal anti-NHE3 (sc-53963), na concentracdo de 1:50, junto com
anticorpo policlonal anti-SGLT1 (ab14686) ou anti-SGLT2 (sc-47402), na concentracao de
1:25, diluidos em PBS contendo caseina 0,5 %. Apos este periodo, os cortes foram lavados 4
vezes com PBS por um periodo de 5 minutos cada lavagem. Os cortes foram entdo incubados
com anticorpos secundarios anti-camundongo para o primario anti-NHE3, anti-coelho para o
primario anti-SGLT1 e anti-cabra para o primario anti-SGLT2. Foram utilizados: anti-
camundongo conjugado com AlexaFluor-488 (molecular probes) e anti-coelho e anti-cabra
conjugados com AlexaFluor-555 (molecular probes). Os anticorpos secundarios foram
diluidos em uma concentracdo final de 1:500 em PBS, incubados por 90 min a temperatura
ambiente. O nucleo foi marcado com DAPI (molecular probes) diluido em uma concentracao
final de 20 pg/ml. Foram realizados experimentos com cortes que foram incubados apenas
com o0s anticorpos secundarios relatados acima, que foram utilizados como controle negativo
para determinar a interacdo inespecifica destes anticorpos com proteinas renais.

Por fim, os cortes foram lavados com solugao PBS 0,01 % tween 20 (Sigma-Aldrich),
quatro vezes com uma duracdo de 5 minutos cada lavagem. As laminas foram montadas com
solucéo de glicerol 50 % diluido em PBS. A laminula foi fixada utilizando-se esmalte para
unhas e ap6s a secagem do mesmo foram utilizadas para a aquisicdo de imagens por
microscopia de fluorescéncia em microscopio confocal.

As imagens foram adquiridas em um microscopio invertido Axiovert conectado ao
sistema de microscopia confocal da Carl Zeiss 510 LMS. Uma vez fixado na platina, foram
submetidos ao escaneamento a laser no microscopio confocal. Foram utilizados os lasers:

Argonio (Arg) 488nm para o alexa 488, Helio-Neonio (HeNe) 543nm para o alexa 555 e
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Argonio (Ar) 364 nm (UV) para o DAPI. Os lasers foram ajustados para uma poténcia média
de 60% para o CTRL negativo e 50% para os canais utilizados. O escaneamento das amostras
foi realizado com o pinhole ajustado para 1,0 airy unit. Foram realizados escaneamentos com
a objetiva de 40 vezes e foram feitos zoons de até 3 vezes. A escala foi adicionada as imagens

adquiridas utilizando-se o préprio programa de aquisicao Zeiss LSM Image software.

3.3.3 Analise estatistica

As comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando-se andlise de variancia de
uma via com contrastes por Tukey, tendo a probabilidade de 0,05 (5 %) como o limite de
significancia. Em experimentos nos quais diferentes aglcares foram submetidos a uma ou
mais condicdes, isto é, a adicdo de uma ou mais substancias (caso do grupo S3226, 2-DG e
Manitol) realizou-se teste t ndo paramétrico (caso do grupo S3226 e do grupo 2-DG) ou
Anova de uma via com contrastes por Tukey (apenas o grupo manitol), para comparar o
efeito da adicdo da substancia sobre o aglcar em questdo (por exemplo: GLU5 vs GLU5 +
S3226). Posteriormente, realizou-se Anova de uma via com contraste por Tukey entre todos
os grupos. Ndo foi utilizada Anova de duas vias, uma vez que ndo havia o interesse de se
saber se a adi¢do da substancia afeta diferentemente o CTRL e os demais agUcares, mas sim o

efeito da adicdo da substancia sobre o aglcar em si.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da perfuséo de diferentes concentracgdes de GLU no JHCOg3

Com o objetivo de identificar o papel da mudanca aguda do aporte proximal de GLU
na modulacdo da reabsorcdo de HCO3 em condicBes basais, ratos Wistar normoglicémicos
foram submetidos a microperfusdo estacionaria “in vivo” e seus tibulos proximais foram
perfundidos com solucdes contendo diferentes concentragfes de GLU ou solucdo controle
(solucdo livre de substratos transportados pelos SGLTs, CTRL).

Como podemos verificar na figura 13A, a perfusdo de GLUS5 foi capaz de estimular o
JHCO; se comparado & perfusido de solugdo controle (de 2,779+ 0,093 nmol/cm?/s; N=13
comparado a 1,903+0,083 nmol/cm?/s, N=14 do controle; p<0,0001). Porém, a perfuséo de
concentracdes maiores de GLU produziu o efeito oposto, com reversdo do efeito estimulatério
(GLU20 com JHCO5  de 2,011+0,11 nmol/cm?/s, N=12) e posterior inibicdo da reabsorcdo de
HCO5 (GLU40 e GLU60, com JHCO5 de 1,125+0,13, N=14 e 1,25+0,16 nmol/cm?/s, N=11,
respectivamente; *** p<0,0001 e ** p<0,001 vs CTRL respectivamente).

O efeito inibitério maximo foi observado durante a perfusdo de GLU40 e o efeito
estimulatorio foi observado apenas com a perfusdo de GLUS5. Sendo assim, estas
concentragOes foram utilizadas nos demais experimentos com o intuito de se estudar os
mecanismos inibitdrio e estimulatério da GLU sobre a atividade do NHES.

As figuras 13B, 13C e 13D representam o tracado experimental de curvas originais,
transformadas para pH (usando os valores de potencial do padrdo, ver métodos), durante a
perfusdo de solucdo CTRL, GLU5 e GLUA40 respectivamente. Foram selecionados apenas 0s
trechos cuja fase de acidificacdo depende de transportadores, tendo sido excluida a fase rapida
de recuperacdo dependente de CO, (ver meétodos). Nestas figuras, as linhas pontilhadas

verticais, presentes em cada uma das curvas, correspondem ao t*?

e as linhas pontilhadas
horizontais correspondem ao pH estacionario atingido para cada curva experimental.

Como explicitado na figura 13C, a perfusdo de GLU5 ocasionou aumento
significativo do JHCO;3; se comparado a solucdo CTRL (figura 13B) evidenciado pelo
deslocamento para a esquerda da linha representativa do t*2. A perfusdo de GLU40 (figura
13D), por sua vez, ocasionou acentuada reducdo do JHCO3 que pode ser evidenciada pelo

deslocamento para a direita (em comparacdo ao CTRL) da linha vertical que representa o t'2.
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Podemos verificar também que o pH estacionario ndo variou com as mudangas de

172

concentracdo de GLU. Os valores médios de JHCOg3', t7“, pH estacionario de cada um dos

grupos com diferentes concentracdes de GLU estdo expressos na tabela 1.
4.2 Efeito da perfusdo de diferentes concentracdes de GLU na atividade do NHE3

Os tabulos renais expressam além do NHE3, a principal proteina responsavel pela
reabsorcdo de HCOs', outras proteinas extrusoras de H*. Sendo assim, apesar de termos
verificado que a GLU foi capaz de modular o JHCO3 em tabulos renais, ndo ha como se
afirmar se este efeito deveu-se a modulacao apenas do NHE3 e ndo de outro transportador de
H*. Com o intuito de verificar se apenas o NHE3 é modulado pela GLU, realizamos
experimentos utilizando as concentracbes de GLU com efeito mais pronunciado (GLU5 e
GLU40), na presenca de um inibidor especifico para 0 NHE3, denominado S3226 10uM.

Como pode ser verificado na figura 14, a adicdo de S3226 10uM foi capaz de inibir
acentuadamente o JHCO5™ em todos os grupos (JHCO3™ de 0,701+0,041 nmol/cm?s CTRL +
$3226 vs 1,903+0,083 nmol/cm?s CTRL com P<0,0001 por teste t sozinho vs +S3226;
JHCO3 de 0,521+0,07 nmol/cm?/s para GLU5 + S3226 vs 2,779+0,094 nmol/cm?/s GLU5
com P<0,0001 por teste t sozinho vs +53226; JHCO5 de 0,538+0,069 nmol/cm?/s GLU40 +
$3226 vs 1,125+0,130 nmol/cm?/s GLU40 com P<0,0001 por teste t sozinho vs +S3226),
indicando o importante papel do NHE3 na reabsorcdo de HCOj3™ proximal. O JHCOj' residual
observado na presenca deste inibidor ocorre pela atividade de outros transportadores de H*. A
auséncia de diferenca estatistica entre estes fluxos residuais na presenca de diferentes
concentragfes de GLU indica que apenas o NHE3 é modulado por este aglcar. Os valores
médios de JHCO5, t2, pH estacionario para cada um dos grupos estdo expressos na tabela 2.

4.3 Efeito da substituicdo da GLU pela GALAC sobre a atividade do NHE3

Com o intuito de verificar se os efeitos observados pela GLU sobre a atividade do
NHE3 sdo inerentes as caracteristicas especificas deste agucar, realizamos experimentos de
microperfusdo nos quais a GLU foi substituida pela GALAC (nas concentracdes de 5mM
(GALACS) e 40mM (GALACA40)).
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Figura 13- Efeito da perfuséo de diferentes concentracfes de GLU no JHCO3'.
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Ratos Wistar, machos e normoglicémicos foram submetidos a técnica de microperfusdo estacionaria. Tubulos
proximais foram perfundidos com solugdo perfusora CTRL (N=14), GLU5 (N=13), GLU20 (N=12), GLU40
(N=14) e GLU60 (N=11). (A) Representacdo das médias de JHCO; durante a perfusdo de solug¢des contendo
diferentes concentragdes de GLU. (B), (C) e (D) Curvas representativas do decaimento do pH tubular durante a
perfusdo de solugdo CTRL, GLU5 e GLU40 (respectivamente). As linhas verticais representam a meia vida de
acidificacdo tubular (tV%) ap6s a perfusdo das diferentes solucdes e as linhas horizontais representam o pH
estacionario. *P < 0.001 and **P < 0.0001 vs CTRL; #P < 0.0001 vs G5; eP < 0.0001 vs G20.



Tabela 1- Efeito da perfuséo de diferentes concentragdes de GLU no JHCOs3'.
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Solucio Perfusora| N JHCO3- 112 pH estacionirio
CTRL 14 1.903+0.083 4.568+0.190 6.735£0.036
GLUS 13 2.779+0,094 == 2.675+0.226 6.837+0.152
GLU20 12 2.011+0,110 = 4,997+0.311 6,782+0,096
GLU40 14 1,125£0,141 +* =3 7.078£0,708 * = 6,711+0,088
GLU60 11 1.25£0.161 * =25 8.532£1.023 ## 225 6.455+0.124

Valores médios de JHCO; (em nmol/cm?¥s), t“2 (em s), pH estacionario e N de cada um dos grupos com
diferentes concentracbes de GLU. * P<0,001 e **P<0,0001 vs CTRL. #P<0,001 e ##P<0,0001 vs GLUS.
$P<0,0001 vs GLU20.

4.4 Efeito do metabolismo da GLU sobre a atividade do NHE3

A GLU é o principal substrato energético do organismo e capaz de modular,
diretamente ou através de seus metabdlitos, a atividade de muitas proteinas (80-82). Uma vez
que a substituicdo da GLU pela GALAC néo foi capaz de produzir o mesmo efeito sobre a
atividade do NHE3, postulamos que tal efeito poderia ocorrer devido as diferencas entre o
metabolismo destas duas substancias.

Para determinar se 0 metabolismo da GLU é necessario para modular a atividade do
NHE3, utilizamos um analogo ndo metabolizavel da GLU, o a-methyl-D-glucopiroside (a-
MG), que ao contrario da GALAC é transportado pelo SGLT isoformas 1 e 2, com quase a
mesma afinidade (1) (isolando-se, assim, o efeito do metabolismo da GLU de outros fatores,
como por exemplo transporte).

Como demonstrado na figura 16, a substituicdo da GLUS5 pelo a-MG5 foi capaz de
abolir o efeito estimulatério produzido pela GLU5, da mesma forma que a perfusdo com
GALACS. Estes resultados indicam que a via de metabolizacdo da GLU é de alguma forma
necessaria para que a GLUS estimule o NHE3, porém a substituicdo da GLU40 por a-MG40

néo foi capaz de abolir o efeito produzido pela glicose em altas concentragdes.



Figura 14- Determinacdo do papel do NHE3 na modulacdo da reabsor¢cdo de HCO;

proximal pela GLU.
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Representacdo das médias de tubulos proximais perfundidos com solugdo CTRL (N=14), GLU5 (N=13) ou
GLU40 (N=14) e CTRL + S322610uM (N=11), GLUS5 + S322610uM (N=8) e GLU40 + S322610uM (N=10).
Realizado Teste t sozinho vs $3226 * P<0,001 e **P<0,0001. Realizado Anova, * P<0,0001 vs CTRL.

Tabela 2 - Efeito da perfusdo de solu¢cdo CTRL, GLU5 e GLU40 sozinho ou adicionado de

S3226 10pM no JHCOs'.

Soluciio Perfusora N JHCO3- t1/2 pH estacionario
CTRL 14 1,903+0,083 4,568+0,190 6,73520,036
CTRL + 83226 10pM 11 0.701£0,041 ** & 11.01+£1,099 ** 6.851+0,056
GLUS 13 2.779+0.094 = 2.675+0.226 6.837+0,152
GLUS + 83226 10nM 8 0.521+0.07 ** & 254045732 %% & 6.868+0.101
GLU40 14 1.125£0.141 & 7.078+0.708 6.711+0.088
GLU40 + 53226 10pM 10 0.538+0,069 * # 15,25+1,357 ** # 6.751+0,093

Valores médios de JHCO3- (em nmol/cm?/s), t1/2 (em s), pH estacionario e N de cada um dos grupos (CTRL,
GLUS5 e GLU40) adicionados ou ndo de S3226 10uM. * P<0,001 e **P<0,0001 vs Sozinho (test t ndo
paramétrico). #P<0,0001 vs CTRL (Anova de uma via com contraste por Tukey).
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Figura 15 — Efeito da perfusdo de GALAC sobre a atividade do NHES3.
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Representacdo de meédias obtidas durante a perfusdo tubular de solugdo CTRL (N=14), GALAC5 (N=9) e
GALACA40 (N=10) em tubulos proximais de ratos Wistar normoglicémicos. As linhas horizontais representam o
JHCO3 médio durante a perfusdo de GLU5 (G5) e o JHCO3 médio durante a perfusdo de GLU40 (G40) com o
proposito de permitir a comparagdo entre o efeito da perfusdo de GLU e GALAC. Realizado Anova, NS para
todos os grupos.

O fato da GLU40 e do a-MG40 produzirem um efeito diferente do observado durante
a perfusdo de GALAC40 nos indica que alguma caracteristica do transporte da GLU40 e do
a-MG40 é responsavel por este efeito, uma vez que esta é a principal diferenga entre os dois
primeiros e a GALAC. Os valores médios de JHCOg', t*2, pH estacionario e N de cada um
dos grupos estdo expressos na tabela 4.

Apesar da substituicdo da GLU pela a-MG nos fornecer um importante indicio do
papel do metabolismo da GLU sobre a atividade do NHE3, os experimentos até 0 momento
ndo apontam de que maneira o metabolismo da GLU poderia estimular este transportador.

Com o intuito de verificar se a geracdo de ATP através do metabolismo da glicose
poderia ser o mecanismo pelo qual a glicose estimula 0 NHE3, realizamos experimentos nos
quais acrescentamos iso-Leucina 5mM (Leu5) e 10mM (Leul0) a solucdo perfusora. A iso-
Leucina é um aminoacido que é metabolicamente convertido em Coenzima A (Co-A), sendo
esta Ultima utilizada no ciclo de Krebs para a geracdo de ATP. O TP é capaz de utilizar

aminoacidos como fonte de energia uma vez que expressa diversas enzimas necessarias.(67).
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Como podemos verificar na figura 17, a perfusdo de iso-Leucina nas concentragdes de
5mM e 10mM ndo foi capaz de estimular o NHE3, demonstrando que: (1) ou o efeito
estimulatorio produzido pela GLUS ndo esté relacionado a formacdo de ATP, (2) ou a iso-
Leucina nas concentragcfes testadas ndo é capaz de gerar ATP da mesma maneira que a
GLUS.

Com o intuito de se verificar se algum composto intermediario da GLU, produzido e
gerado durante a glicolise, poderia ser o responsavel pelo efeito estimulatério observado
durante a perfusdo de GLUS5, realizamos experimentos nos quais perfundimos solu¢des CTRL
e GLU5 sozinhas ou adicionadas de 2-DG 10mM, um inibidor da hexoquinase.

Como podemos verificar na figura 18, a perfusdo de 2-DG 10mM foi capaz de inibir o
JHCO3, quando adicionada tanto a solugdo CTRL quanto a solugcdo GLU5 (JHCO;3; de
1,289+0,054 nmol/cm?/s para CTRL + 2-DG vs 1,903+0,083 nmol/cm?/s para CTRL sozinho
P<0,0001 e JHCOs; de 1,143+0,073 nmol/cm?/s para GLU5 + 2-DG vs 2,779+0,094
nmol/cm?/s para GLUS5 sozinha, P<0,0001).
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Figura 16 — Efeito da perfusdo de um analogo ndo metabolizavel da GLU no JHCO3'.
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Ratos Wistar, machos e normoglicémicos foram submetidos & técnica de microperfusdo estacionaria. Médias de
tubulos proximais perfundidos com solugdo CTRL (N=14), a-MG5 (N=11), a-MG40 (N=10). Realizado
ANOVA *P<0,0001.

Figura 17 — Efeito da perfusdo de iso-Leucina no JHCO3'.
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Ratos Wistar, machos e normoglicémicos foram submetidos & técnica de microperfusdo estacionaria. Médias de
tibulos proximais perfundidos com solu¢do CTRL (N=14), iso-Leucina 5mM (N=8), iso-Leucina 10mM
(N=12). Realizado ANOVA NS.
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Os resultados obtidos com a adicdo de 2-DG a solucdo GLUS corroboram os achados
para a-MG5 e GALACS, indicando que o metabolismo da GLU é imprescindivel para o efeito
estimulatério produzido pela GLUS5. Este resultado também indica que o metabolismo
glicolitico e, provavelmente a geracdo de intermediarios da glicélise, € o responsavel pelo
efeito estimulatério produzido pela GLUS. Porém, a 2-DG 10mM também produziu um efeito
inibitério, como mencionado acima. Sabe-se que a adicdo de 2-DG ocasiona deplecdo
intracelular de ATP e que 0 mesmo provavelmente ndo ocorre quando apenas substituimos a
GLU da solucéo por analogos ndo metabolizaveis. Assim, postulamos que a deplecdo de ATP
é 0 mecanismo pelo qual ocorre o efeito inibitério produzido pela 2-DG. Realizamos entéo,
experimentos nos quais adicionamos & solucgdo de 2-DG, iso-Leucina 10mM, como uma fonte

ndo-carboidrato de ATP.

Figura 18 — Efeito da perfusdo de um inibidor da hexoquinase no JHCOs'.
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Ratos Wistar, machos e normoglicémicos foram submetidos a técnica de microperfusdo estacionéria. Médias de
tibulos proximais perfundidos com solu¢do CTRL (N=14), GLU5 (N=13) sozinhas (Sozinho), ou adicionadas de
2-DG-D-GLU (+2-DG): CTRL + 2-DG (N=14) e GLUS5 + 2-DG (N=12). Realizado Teste t sozinho vs +2-DG
*P<0,0001, Realizado ANOVA de uma via *P<0,001 vs CTRL e ¥ P<0,0001 vs CTRL + 2-DG.

Como ilustrado na figura 19, a adicdo de iso-Leucina a solucdo de 2-DG foi capaz de
abolir o efeito inibitério produzido por esta. Estes resultados indicam que: (1) a iso-Leucina
pode ser utilizada como fonte de energia pelo TP e (2) a deplecdo de ATP € capaz de inibir o

NHE3, sendo o mecanismo pelo qual a 2-DG produziu seu efeito inibitorio.
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Os experimentos acima nos dao evidéncias da origem do efeito estimulatério
produzido pela GLU5, mas néo elucidam fatores envolvidos no efeito inibitdrio produzido
pela perfusdo de GLU40 ou a-MG40. Os dados apresentados a seguir referem-se ao estudo
dos mecanismos envolvidos com a inibi¢do do NHE3 durante a perfusdo de GLU40 ou a-
MGA40, efeito este abolido pela perfusdo de GALACA40.

Figura 19 — Efeito da adicao de iso-Leucina a solucéo contendo 2-DG no JHCOs3'.
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Ratos Wistar, machos e normoglicémicos foram submetidos & técnica de microperfusdo estacionaria. Médias de
tubulos proximais perfundidos com solugdo CTRL (N=14) (Sozinha), 2-DG 10mM (N=14), iso-Leucina 10mM
(Leul0, N=12) ou 2-DG 10mM + iso-Leucina 10mM (2-DG10 + Leul0, N=12). Realizado Realizado ANOVA
de uma via "P<0,001 vs CTRL.

4.5 Efeito da adicdo de uma substéncia osmoticamente ativa a luz tubular sobre a
inibicdo do JHCO3 produzido pela GLU 40mM

Apesar de todas as solugdes utilizadas no presente trabalho serem isosmoticas em
relacdo ao plasma, a captacdo de glicose pelos SGLTs é acompanhada de fluxo de &gua e
aumento de volume celular.(83) Postulamos, assim, que a perfusdo aguda de altas
concentragdes de glicose ou a-MG poderiam ocasionar aumento de volume celular, sendo este
o responsavel pela inibicdo do NHES.

Para se determinar se condi¢des de aumento de volume celular estdo relacionadas com
inibicdo do NHE no TP, realizamos experimentos nos quais perfundimos uma solugédo
hipotdnica (250 mOsmdis/Kg de H,0), promovendo assim, um choque hiposmético. Como

pode ser verificado na figura 20, a perfusdo de uma solucao hipotdnica foi capaz de inibir o
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NHE3 na mesma magnitude que a perfusdo de GLU40 (linha horizontal). Este resultado
sugere que o mecanismo pelo qual a GLU40 inibe o NHE3 é o aumento de volume celular

ocasionado pela captacéo de grandes quantidades de glicose.

Figura 20 — Efeito da perfusdo de uma solugéo hipoténica no JHCO3'.
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Ratos Wistar, machos e normoglicémicos foram submetidos a técnica de microperfusdo estacionaria. Médias de
tibulos proximais perfundidos com solugdo CTRL (N=14) ou hipoténica (250mOsméis/Kg de H,O, Hipo)
(N=12) Realizado ANOVA *P<0,0001 vs CTRL.

Com base na hipdtese acima apresentada, realizamos experimentos nos quais foram
adicionados a solugdo CTRL, GLU40, a-MG40 e GALAC40 (ajustadas para 290mOsmois,
como descrito nos métodos), manitol nas concentracdes de 20mM e 40mM. O manitol é uma
substancia osmoticamente ativa que nao é transportada pelo epitélio renal e que, portanto,
permanece na luz tubular contrapondo o efeito osmoético produzido pela acentuada entrada de
solutos durante a perfusdo de altas concentragdes de GLU ou a-MG (Figura 21).

E importante salientar que a adicio de manitol, nfo deve gerar grandes varia¢des nos
gradientes reabsortivos de GLU e Na® (uma vez que no momento da perfusdo estes
apresentam-se na mesma concentracdo dos experimentos anteriores). Acreditamos que o
manitol luminal deva apenas antagonizar o gradiente osmotico para a agua gerado pela
entrada de solutos no meio celular, criando, dessa maneira, uma dissociacao entre a entrada de
agua e a entrada de Na™ e GLU (Figura 21).

Espera-se, porém que a adicdo do manitol a solucdo CTRL produza um efeito

diferente: nesta situacdo, ao invés de produzir uma contraposicdo ao efeito osmotico, este
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deva gerar uma forca osmotica na direcdo da luz, com consequente saida de dgua da célula,
uma vez que durante a perfusdo de solu¢do CTRL ndo ha aumento da entrada de solutos
osmoticamente ativos como o postulado para as demais solucdes (Figura 21).

Figura 21 — Representacdo esquematica do efeito da perfusdo de altas concentracfes de
GLU ou a-MG sobre o transporte de agua e o efeito da adicdo de Manitol a
solugéo perfusora.

Um tabulo € perfundido com solucéo corada contendo altas concentracBes de GLU (o mesmo ocorre para a-
MG40). Esta solucéo permanece isolada do fluido tubular pela aplicacdo de gotas de 6leo antes e ap6s a perfusao
da coluna de fluido. Devido a alta capacidade de reabsorcio dos SGLTs, ocorre entrada macica de GLU e Na* no
interior da célula, aumentando a osmolaridade préxima a membrana apical. Este aumento da osmolaridade
intracelular produz uma forca movente para a agua, que acompanha a entrada de Na* e GLU. A adigdo de
manitol na solucdo perfusora, geraria um gradiente oposto, que poderia se contrapor a entrada de dgua apds a
perfusdo de GLUA40, impedindo assim o aumento do volume celular. Na auséncia de GLU (perfuséo de solucéo
CTRL) o Manitol geraria uma forca movente para a 4gua em dire¢do a luz, ocasionando diminui¢do do volume
celular.

Como podemos verificar na figura 22, a perfuséo de solugdo CTRL + Manitol 20mM
e CTRL + Manitol 40mM n&o é estatisticamente diferente da perfusdo de solu¢cdo CTRL
sozinha. Porém, a adi¢cdo de 20mM de manitol a solugdo GLU40 foi capaz de abolir o efeito
inibitério produzido por esta ultima para o nivel do CTRL (JHCOj3; de 1,735+ 0,102
nmol/cm2/s vs 1,125+ 0,141 nmol/cm2/s para GLUA40 sozinha, P<0,05).
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A adicéo de 40mM de manitol a solucdo de GLU40 (Figura 22) foi capaz de abolir o
efeito inibitério da GLU40 e de produzir efeito estimulatério similar ao observado durante a
perfusdo de GLUS5 (indicado na figura 22 pela linha horizontal pontilhada) (JHCO3; de
2,802+0,216 vs 1,125+ 0,083 nmol/cm?/s para GLU40 sozinha, P<0,0001), indicando que
possivelmente a abolicdo do aumento de volume celular promovida pela adicdo de maiores
quantidades de manitol & solugdo de GLU40 é capaz de estimular o NHE3 da mesma maneira
que a GLUS.

Como vimos anteriormente, o efeito estimulatorio observado durante a perfuséo de
GLUS foi totalmente abolido com a perfusdo de seu analogo ndo metabolizavel, a a-MG, na
mesma concentragdo (5mM). Este resultado nos indicou que o efeito estimulatdrio verificado
durante a perfusdo de GLU5 ocorre através de seu metabolismo.

Figura 22 — Determinacéo do efeito osmético produzido pela perfusdo de GLU40, a-MG40 e
GALAC40 sobre 0 JHCOs'.
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Médias de JHCO3- obtidas pela perfusio de CTRL (N=14), GLU40 (N=14), a-MG40 (N=10) e GALAC40
(N=10) sozinhas (Sozinho) ou adicionadas de Manitol 20mM (+Manitol 20mM) ou Manitol 40mM (+ Manitol
40mM): CTRL + Manitol 20mM (N=12), CTRL + Manitol 40mM (N=12), GLU40 + Manitol 20mM (N=12),
GLU40 + Manitol 40mM (N=11), a-MG40 + Manitol 20mM (N=10), a-MG40 + Manitol 40mM (N=10),
GALAC40 + Manitol 20mM (N=8) e GALAC40 + Manitol 40mM (N=10). Realizado Anova de uma via entre
sozinho vs +20mM e +40mM: *P<0,01, **P<0,001 e ***P<0,0001. Realizado Anova de uma via - vs CTRL:
#P<0,0001; vs CTRL + 20mM: *P<0,01; vs CTRL + Manitol 40mM: °P<0,001.

Assim, sugerimos que o estimulo observado durante a perfusdo de GLU40 + Manitol

40mM, deveu-se ao metabolismo da GLU. Realizamos entdo experimentos nos quais
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adicionamos manitol nas concentracdes de 20mM e 40mM a solugdo de a-MG40, que como
visto € um analogo ndo metabolizavel da GLU.

Como podemos verificar na figura 22, a adicdo de manitol nas concentragbes de
20mM e 40mM foi capaz de abolir o efeito inibitério produzido pela perfusao de a-MG40
(JHCO; de 1,81+ 0,123 e 1,726+0,119 nmol/cm?/s respectivamente vs 1,113+ 0,106
nmol/cm?/s para 0-MG40 sozinha). Porém, a adicdo de Manitol 40mM ndo foi capaz de
produzir efeito estimulatorio (ndo significativo vs CTRL ou CTRL + Manitol 40mM) tal
como a perfusdo de GLU40 + Manitol 40mM.

Estes resultados nos indicam que o efeito inibitorio produzido pela a-MG40 é
osmatico, uma vez que a adicdo de manitol a solucdo foi capaz de abolir este efeito. Além
disso, estes resultados sugerem que o efeito estimulatério frente a adigdo de manitol 40mM a
solucdo de GLUA40 deve-se ao metabolismo da GLU, uma vez que sob as mesmas condicgdes a
a-MG40 néo produziu tal efeito.

Com o intuito de verificar se a adicdo de manitol 20mM e 40mM a solucdo de
GALAC40 produziria algum efeito, realizamos experimentos nos quais adicionamos manitol
20mM e 40mM a solucdo de GALAC40.

Como podemos verificar na figura 22, a adicdo de Manitol 20mM e 40mM a solucéo
de GALACA40 néo produziu nenhum efeito estatisticamente significante em relacdo a perfusao
desta sozinha (JHCO; de 1,848+ 0,101 e 1,728+0,086 nmol/cm?®/s respectivamente vs
1,771+0,168 nmol/cm?/s GALAC40 sozinha), e ndo houve nenhuma diferenca estatistica
entre esta e 0 CTRL ou CTRL + Manitol 20mM ou 40mM (JHCO3™ de 1,903+ 0,083; 1,716+
0,088 e 1,63+ 0,086, respectivamente).

Estes resultados indicam que o aumento agudo do aporte de GLU 40mM gera a
entrada de &gua e aumento de volume celular, e este Gltimo inibe a atividade do NHES3.
Indicam também que ap06s a correcdo do aumento de volume, ocorre estimulo do NHE3

através do metabolismo da glicose.
4.6 Efeito da inibi¢do dos SGLTs na atividade do NHE3

Apesar dos resultados mostrados até o momento indicarem que a GLU modula a
atividade do NHE3 via seu metabolismo ou via mudancas agudas do volume celular (devido a
captacdo de agua), ndo ha como determinar se a atividade dos seus transportadores (0s

SGLTSs) é capaz de modular a atividade do NHE3. Trabalhos publicados na literatura indicam
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que h& uma coordenacéo entre o transporte de GLU via SGLT e a atividade do NHE3 que nédo
dependeriam dos mecanismos até o0 momento demonstrados no presente trabalho, mas sim da
atividade dos SGLTSs per se. Sabe-se que apos inicio da captacdo de glicose via SGLT ocorre
ativacdo da p38 MAPKIinase, AKT, PI3Kinase, MAPKAPKIinase 2 e Ezirin (35;69;71;72;84).
Porém os mecanismos pelos quais a ativacéo do transporte de glicose ativa a p38MAPKinase
ainda néo forma elucidados.

Com o intuito de identificar se a atividade dos SGLTs esta envolvida de alguma
maneira na atividade do NHE3 no tdbulo proximal renal, experimentos de microperfusdo
estacionaria foram realizados utilizando a droga Phlorizina (Plz). Devido a grande variacédo
das concentracfes de Plz utilizadas na literatura (36;43;72) e uma vez que 0os SGLTs séo
capazes de transportar Na* na auséncia de substrato (38), realizamos uma curva dose resposta
de Plz, na ordem de uM a mM, adicionada a solucdo CTRL.

Como podemos observar na figura 23A, a perfusdo de solucdo CTRL + Plz 5uM néo
modificou o JHCO3; em relacdo a perfusdo de solugdo CTRL sem a droga (JHCOj3
1,903+0,0832, N=14 no CTRL e 1,85+0,1161 nmol/cm?/s, N=9 apés adicdo de Plz 5uM).
Porém a perfusdo de CTRL + Plz 10uM produziu diminui¢édo significativa do JHCO3™ (linha
pontilhada vertical da figura23A) (JHCOj3 de 1,388+0,1283, N=13 ap0s adi¢do de Plz 10uM,
p<0,001 vs CTRL). A perfusdo de CTRL + Plz 50uM ocasionou reducdo ainda mais
significativa do JHCO3; (JHCOj3™ 1,147+0,0958, N=7, p<0,0001 vs CTRL). O efeito mais
pronunciado, ainda que ndo significativamente diferente da Plz 50uM, ocorreu com a adicéao
de Plz 500puM (JHCOgs- de 1,193+0,0569, N=11 para Plz 100uM; de 0,8985+0,1131, N=9
para Plz 500uM e de 1,024+0,1311, N=9 para Plz 2mM, p<0,0001 para todos 0s grupos vs
CTRL).

Estes resultados demonstram que a Plz 50uM € capaz de inibir significativamente a
atividade do NHE3 na auséncia de qualquer substrato transportado pelos SGLTSs, revelando

um importante papel da atividade dos SGLTs para a manutencgéo da atividade do NHES3.

4.7 Efeito da adicéo de Plz a solucdo de GLU5

Com o intuito de verificar se o efeito inibitorio observado com a perfusdo de solugdo
CTRL adicionada de Plz deveu-se a uma condicéo especial de auséncia de GLU, condigéo
ndo fisioldgica, realizamos experimentos com solucdo contendo GLUS5 adicionada de Plz.

Sendo a Plz um inibidor competitivo dos SGLTs (43), realizamos uma curva dose-resposta
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com Plz na concentracdo inicial de 50uM, uma vez que, conforme visto acima, esta foi a
menor concentragdo com efeito inibitério maximo sobre a atividade do NHE3 na auséncia de
um substrato competidor (solucdo CTRL).

Como podemos verificar na figura 23B, a adi¢cdo de Plz nas concentracdes de 50uM e
500uM néo foi capaz de produzir qualquer efeito sobre a atividade do NHE3 na presenca de
GLUS5 (JHCO5 de 2,871+0,2534, N=13 com GLU5mM e de 2,326+0,126, N=12 e
2,581+0,1892 nmol/cm?/s, N=9 para Glu 5mM + Plz 50uM e Glu 5mM + Plz 500uM
respectivamente).

Ja a adicdo de Plz na concentracdo de 1mM foi capaz de inibir o JHCO3 na presenca
de GLUS5 (ponto indicado pela linha pontilhada vertical na figura 23B) abaixo do nivel do
CTRL (JHCO; de 1,520+0,1107 nmol/cm?/s, N=8, p<0,0001 vs Glu 5mM). A adicio de
concentragdes maiores de Plz (2mM e 4mM) ndo produziu efeito inibitério adicional ao da
Plz 1mM (@HCO; de 1,127+0,0873, N=9 e 1,274+0,1843 nmol/cm?s, N=10,
respectivamente, p<0,0001 vs Glu 5mM).

Estes resultados indicam que tanto na auséncia de um substrato transportado quanto na
presenca de GLU5, a Plz € capaz de inibir a atividade do NHE3 acentuadamente e, portanto, a
atividade dos SGLTs parece ser importante para a manutencdo da reabsorcdo de HCOj3  via
NHES3, indicando uma funcdo cooperativa entre as vias de reabsor¢do de solutos no tabulo

proximal.

4.8 Efeito da adicéo de Plz a solucdo de GLU40

Determinamos acima o importante papel dos SGLTs na presenca de GLUS e na
auséncia da mesma. Contudo, com o intuito de determinar se a adicdo de Plz é capaz de
produzir um efeito inibitério adicional a perfusdo de GLU40, realizamos também
experimentos com solugéo de GLU40 + Plz.

Tendo em vista que a Plz € uma droga competitiva, utilizamos apenas concentragdes
superiores a 500uM de Plz uma vez que, na presenga de uma concentracdo menor de GLU
(5mM), apenas a concentragcdo de 1mM foi capaz de produzir efeito sobre o NHES3.

Como podemos evidenciar na figura 23C, a adicdo de Plz nas concentracbes de
500uM, 1mM ou 2mM néo foi capaz de produzir qualquer mudanca no JHCOj3 durante a
perfusdo de GLU40 (JHCOs; de 1,125+0,1303, N=14 para GLU40mM e JHCOj3; de



70

1,067+0,1983, N=4; 0,9962+0,0945, N=6 e 0,9844+0,1194 nmol/cm?/s, N=7 para GLU40mM
+ Plz 500puM; GLU40mM + Plz 1mM e GLU40mM + Plz 2mM respectivamente).

Este resultado nos indica que na presenca de um efeito inibitério (GLU40) a inibicdo
farmacologica dos SGLTs por Plz ndo é capaz de produzir efeito inibitério adicional, o que
pode significar que ocorre: (1) sobreposicdo de vias de sinalizacdo ou de outros tipos de
mecanismos geradores da inibicdo do JHCO3™ via NHE3 (2) ativacdo de vias diferentes, mas

que ndo sdo capazes de produzir um efeito sinérgico.
4.10 Efeito da adicéo de Plz a solucio de GALACS e a-MG 5mM

Os experimentos realizados até 0 momento ndo indicam se a adicdo de Plz é capaz de
produzir o mesmo efeito inibitério verificado na presenca ou auséncia de GLU quando
adicionada a solugbes contendo outros substratos transportados pelos SGLTs. Com o intuito
de verificar tal efeito, realizamos experimentos de microperfusdo estacionaria adicionando Plz
a solugdo de GALACS e a-MGS5 (figuras 23D e 23E respectivamente).

Como podemos verificar na figura 23D, a adicdo de Plz 50uM néo foi capaz de
produzir qualquer efeito no JHCO3™ quando adicionada a solucdo de GALACS (JHCOj3™ de
1,654+0,1501, N=9 para Galac 5mM e JHCOj3 de 1,579+0,1118 nmol/cm?/s, N=10 para
GALAC5mMM + Plz 50uM).

Porém, a adicdo de Plz 500uM (indicada pela linha pontilhada vertical na figura 23D)
e de Plz 1mM produziram acentuada inibi¢cdo do JHCO3 (JHCOj3 de 1,155+0,1218, N=11 e
0,8264+0,0709 nmol/cm?/s, N=11 para Plz 1mM e 2mM respectivamente, p<0,01 vs
GALAC5mMM e p<0,0001 vs Galac 5mM para Plz ImM e 2mM respectivamente).

Na figura 23E, por sua vez, verificamos que a perfusdo de a-MG5 + Plz 50uM e a-
MGS5 + 500uM ndo foram capazes de produzir qualquer efeito sobre o JHCO3 (JHCOj3 de
1,904+0,1196, N=11 para a-MG e de 1,684+0,1010, N=13 e 1,606+0,0782 nmol/cm?*/s, N=12
para a-MG + Plz 50uM e a-MG5 + Plz 500uM respectivamente). Porém, a perfusao de a-
MG5 + Plz 1mM (indicada pela linha pontilhada vertical na figura 23E) foi capaz de inibir
significativamente 0 JHCO3 (JHCO3™ de 0,9854+0,0381 nmol/cm?/s, N=13, p<0,0001 vs o-
MG 5mM).
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Figura 23 — Efeito da perfusao de Plz sobre 0 JHCO3'.
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Ratos Wistar foram submetidos a técnica de microperfusdo estacionaria. (A) TP foram perfundidos com solucéo
CTRL (N=14) sozinha ou adicionada de Plz 5uM (N=9), 10uM (N=13), 50uM (N=7), 100uM (N=11), 500uM
(N=9) e 2mM (N=13). (B) TP foram perfundidos com solu¢do GLUS5 (N=13) sozinha ou adicionada de Plz
50uM (N=12), 500uM (N=9), ImM (N=8), 2mM (N=9) e 4mM (N=10). (C) TP foram perfundidos com solugéo
GLU40 (N=14) sozinha ou adicionada de Plz 500uM (N=6), ImM (N=6) e 2mM (N=7). (D) TP foram
perfundidos com solugdo GALACS (N=9) sozinha ou adicionada de Plz 50uM (N=10), 500uM (N=11) e 1mM
(N=11). (E) TP foram perfundidos com solu¢do a-MG5 (N=11) sozinha ou adicionada de Plz 50uM (N=13),
500uM (N=12) e 1ImM (N=13). a= P<0,01; b=P<0,001 e ¢=P<0,0001 vs sozinho por Anova de uma via. As
linhas pontilhadas verticais representam a menor concentracdo de Plz capaz de promover mudanca de JHCOj3
estatisticamente significativa. As linhas pontilhadas horizontais representam o valor médio de JHCO;™ durante a
perfusdo de solu¢do CTRL, GLUS5 (G5) ou GLU40 (G40) (conforme indicado na linha) com o intuito de se

comparar 0s JHCOs'.
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Todos os resultados acima descritos indicam que a inibicdo da atividade dos SGLTs na
presenca de diferentes substratos é capaz de inibir a atividade do NHE3, exceto quando um
efeito inibitorio ja foi produzido pelo substrato em si. Verificamos, como pode ser
identificado pelo desvio a esquerda ou a direita das linhas pontilhadas verticais (que indicam a
menor concentragdo de Plz capaz de produzir efeito significativo no JHCO3') a seguinte
ordem de sensibilidade a Plz: CTRL>GALAC 5mM >GLU 5mM ou a-MG 5mM.

4.10 Estudo da co-localizacéo entre o NHE3 e 0s SGLTs

Verificamos que a atividade dos SGLTs renais tem um importante papel na
manutencdo da atividade do NHE3, uma vez que a perfusdo de Plz foi capaz de inibir
acentuadamente a atividade do NHE3 independente da presenca ou nao de um substrato
competidor.

Por esta razéo, postulamos que 0s SGLTs e 0 NHE3 séo expressos nas mesmas regides
da membrana apical e que possivelmente interagem (diretamente ou através de proteinas
acessorias). Para determinar se essas proteinas sdo co-expressas realizamos experimentos de
imunohistoquimica de fluorescéncia utilizando microscopio confocal.

Como podemos verificar na figura 24A e E, a marcacdo para NHE3 (verde) encontra-
se exclusivamente na BB. O mesmo padrdo de marcacdo foi observado para o SGLT2
(vermelho, figura 24B). A sobreposicdo das imagens (figura 24C) mostra importante co-
localizacdo das duas marcacges, indicando uma possivel interacdo fisica entre essas duas
proteinas.

Contrariamente, a marcacdo para 0 SGLT1 ndo seguiu este mesmo padréo. Existem
segmentos em que 0 SGLT1 foi marcado no meio intracelular (figura 24F), enquanto que em
outros seguimentos, este foi marcado na BB (figura 24F). A sobreposicdo das imagens da
aquisicdo da marcacdo para NHE3 e para SGLT1 (figura 24G) demonstra que estes nédo se
co-localizam. Na verdade, nos seguimentos em que o SGLT1 foi marcado na BB, ndo havia
marcacgdo para o NHE3. Por outro lado, em segmentos em que a marcagdo para 0 SGLT1
encontrava-se no meio intracelular, a marcacdo para o NHE3 ocorreu na BB, sem aparente
sobreposicao das marcacges, indicando que 0 NHE3 e 0 SGLT1 nédo séo co-expressos.

As figuras 24 D, H e L mostram a imagem de contraste de fase para cada uma das

imagens adquiridas com as respectivas marcagdes fluorescentes (incluindo o DAPI). As
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figuras 24 1, J mostram as imagens adquiridas de tecidos incubados apenas com 0s anticorpos
secundarios para determinar possiveis marcacgées inespecificas. Como podemos observar, ndo
houve marcacdo nestes cortes, mesmo utilizando uma poténcia de laser maior que a utilizada

para os tecidos incubados com primario.
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Figura 24 — Estudo da co-localizacéo entre os SGLTs e o NHE3.
A B
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Figura 24 — Estudo da co-localizacéo entre os SGLTs e o NHE3 (continuacéo)




76

Figura 24 — Estudo da co-localizacdo entre os SGLTs e o NHE3 (continuagao)
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Cortes renais de 6um incubados com anti-NHE3 (verde, A, C, D, E G e H), anti-SGLT2 (B, C e D) e anti-
SGLT1 (F, G e H). Escala de 10um para todas as imagens. As imagens C, G e K mostram a sobreposicdo da
fluorescéncia obtida para os comprimentos de onda de excitacdo de 488nm (verde) e 543nm (vermelho) e para o
DAPI (azul). As imagens D, H e L mostram a imagem de contraste de fase junto cam as marcacOes
fluorescentes.
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeito da perfuséo de diferentes concentragdes de GLU sobre o NHE3

Verificamos em nosso trabalho, através da técnica de microperfusdo estacionaria in
vivo, que 0 JHCO3™ é modulado pela GLU. Nossos dados demonstraram que a perfusdo de
GLUS estimula 0 JHCOj3™ (P<0,0001 vs CTRL) e que a perfusdo de concentragcdes maiores de
GLU inibem o JHCO; (para GLU40 e GLUG60 P<0,0001 vs CTRL). Estes efeitos
ocasionados pela GLU ocorreram através da modulacdo do NHE3 apical, e ndo de outra
proteina secretora de H*, uma vez que a adicdo de S3226 10uM (inibidor do NHE3) as
solugdes CTRL, GLU5 e GLU40 aboliu as diferencas de JHCO3" existentes.

Turner e Black (2001) (37) realizaram experimentos em células CaCo-2 de intestino e
verificaram que a substituicdo de um meio contendo manose e Plz 0,5mM por GLU20, com a
consequente ativagdo do SGLT1, promove estimulo da atividade do NHE3. Estes autores ndo
utilizaram outras concentra¢des de GLU. Ao contrério do verificado no trabalho citado, em
nosso estudo, a concentracdo de GLU20 nado foi capaz de estimular o JHCOj3". Na verdade,
esta aboliu o efeito estimulatorio produzido pela GLU5. Além disso, observamos um efeito
inibitério quando concentracGes maiores de GLU foram perfundidas. As variacGes do efeito
da GLUZ20 sobre 0 NHE3, observadas entre os resultados aqui apresentados e os obtidos pelos
autores acima citados, podem ocorrer devido as diferencas entre os sistemas renal e
gastrointestinal.

No intestino, apos as refeicBes, concentracdes luminais altissimas de GLU sdo
comuns, principalmente ap6s a ingestdo de alimentos ricos em carboidratos simples (18).
Estas mudancas agudas da concentragdo de GLU luminal, e o consequente aumento de sua
captacdo apical, ocasionam o aumento da concentracdo intracelular de GLU. O aumento da
GLU intracelular, por sua vez, ativa uma importante rede de sinalizacdo que estd envolvida
com a modulacéo do transporte de GLU e com a secrecdo de GLP-1(18;39).

Porém, nos rins, a concentracdo de GLU varia muito pouco ao longo do TP durante
todo o dia. Sendo assim, as células renais nao estdo adaptadas a sofrerem aumentos agudos do
aporte de GLU, tal como as células intestinais. Essas particularidades dos sistemas renal e
intestinal podem justificar as diferencas encontradas em relacdo ao efeito da GLUZ20, cuja
concentracdo € muito maior que a fisioldgica (e, portanto, do que a presente no filtrado

glomerular), porém n&o é incomum em alimentos ricos em carboidratos.
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Com base no exposto acima, os resultados deste trabalho sugerem que, apesar dos
tecidos renal e intestinal expressarem os mesmos transportadores (SGLT1 e NHE3), com
excecdo do SGLT2, a modulagdo do NHE3 a variagOes do aporte de GLU ocorre de maneira
distinta em tais tecidos, sugerindo que a resposta é dependente do tecido no qual o NHE3 é
expresso.

BELOTO-SILVA, et al. (2010) (85) realizaram experimentos em células embrionarias
humanas de rim (Human Embrionic Kidney 293 — HEK-293) e observaram inibicdo da
atividade dos NHEs apds a substituicdo do meio por GLUZ20. Este grupo nao observou efeito
estimulatorio com GLUS5 se comparado ao tratamento com GLU 2mM (menor concentracdo
de GLU utilizada no trabalho citado). Os resultados obtidos por este grupo corroboram os
nossos achados para GLU20, uma vez que eles também observaram um efeito inibitério da
adicdo de GLU20 em relacdo a GLUS. Porém, as células renais utilizadas por estes autores
expressam duas isoformas de NHE: o NHEL1 e o NHE3 e, por esta razdo, ndo ha como
determinar se o efeito observado deveu-se & soma dos efeitos individuais de cada uma das
isoformas de NHE expressas.

5.2 Efeito da substituicdo da GLU pela GALAC

Verificamos, como exposto acima, que a GLU é capaz de modular a atividade do
NHE3. Com o intuito de determinar se tal modulacdo ocorre por alguma caracteristica
inerente a GLU, realizamos experimentos nos quais a GLU foi substituida por GALAC com 0
intuito de determinar se a modulacdo da atividade do NHE3 pela GLU dependia de
caracteristicas quimicas e/ou bioldgicas inerentes a ela.

Como se sabe, a GALAC é um isdmero da GLU, cuja metabolizacdo é independente e
ocorre por uma cascata enzimaética distinta até a formacdo de G1F (64). Além disso, esse
monossacarideo € transportado apenas pelo SGLT1 e ndo pelo SGLT2 (1).

Verificamos, em nossos experimentos, que a perfusdo de GALACS5 e GALAC40 em
substituicdo a GLU5 e GLU40 n&o foi capaz de ocasionar qualquer variagdo no JHCO3 (vs
CTRL), abolindo tanto o efeito estimulatério quanto o inibitério produzido pela GLU.

Apesar de serem isdmeros épticos com estruturas quimicas quase idénticas, afinal sdo
epimeros que apresentam um carbono quiral (C4), os efeitos dessas moléculas sobre 0 NHE3
diferiram acentuadamente. As principais diferencas fisiologicas no tecido renal, quanto a

esses dois agucares, estdo relacionadas a seu metabolismo e transporte, como mencionado
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anteriormente. Acreditamos que essas diferencas sejam as responsaveis pelos resultados
obtidos.

Ao contrério da GLU, encontrada em diversos alimentos, a GALAC é encontrada
apenas no leite materno, na forma do dissacarideo lactose. Para a GALAC ser utilizada como
fonte de energia pelo organismo, a lactose tem que ser clivada em GALAC e GLU no
intestino pela enzima lactase. A GALAC ¢ posteriormente metabolizada pela galactokinase.

Tanto a lactase quanto a galactokinase sdo expressas em abundancia na infancia e
apresentam declinio de expressdo ou atividade catalitica com a idade, em especial apds o
desmame (86). Assim, na fase adulta, tanto a absorcdo (devido a queda da atividade da
lactase) quanto o metabolismo da GALAC (devido a queda da atividade da galactoquinase)
decaem. Apesar disso, a galactoquinase presente no figado apresenta uma atividade basal na
fase adulta, sendo este o principal 6rgdo responsavel pela obtencdo de energia a partir da
GALAC (87).

Tendo em vista estas diferencas entre a GLU e a GALAC, as principais questdes a
serem esclarecidas para o entendimento da auséncia de modulagdo do NHE3 pela GALAC em
nosso trabalho, concernem aspectos de seu metabolismo e de seu transporte pelo epitélio
renal, e seriam: 1) No tecido renal, a GALAC ¢é metabolizada? Ou, colocando a questdo de
outra maneira, o tecido renal expressa a galactoquinase e esta se mantém ativa até mesmo na
vida adulta?; 2) A GALAC é transportada da luz tubular para o interior da célula? Como
ocorre este transporte?

Evidéncias da literatura demonstraram que a galactoquinase, além de ser expressa no
figado, é também expressa no tecido renal (88). Além disso, existe atividade catalitica desta
enzima tanto na infancia quanto na vida adulta nos rins. Contudo, tal atividade decai no cortex
renal com o envelhecimento, alcangcando um valor basal menor do que o verificado no figado
(87;89). Sendo assim, podemos considerar que a GALAC ¢é metabolizada nos rins, porém em
baixa intensidade.

Além de metabolizada, diversos dados da literatura indicam que GALAC também é
transportada pelo epitélio renal. Estudos em cortex renal revelaram que a captacdo de
GALAC pela membrana apical ocorre contra o gradiente quimico, é dependente de Na* e
pode ser inibida pela Plz. Estes estudos de captagdo de GALAC corroboram estudos
funcionais com a proteina SGLT1, os quais demonstram que esta &€ capaz de transportar
GALAC (1;90). Porém, ao contrario da GLU, a GALAC néo é transportada pelo SGLT2, uma
vez que a afinidade deste pela GALAC ¢ desprezivel (1).
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Acreditamos que as diferencas de transporte entre estes dois aglUcares possam ter
importantes consequéncias fisiologicas. O SGLT2 é responsavel pela reabsorcdo de ~90% da
GLU filtrada e é expresso em abundéncia no TP, segmentos S1 e S2, sendo estes 0s Unicos
segmentos que podem ser acessados pela técnica de microperfusdo estacionaria in vivo
utilizada neste trabalho (5;42).

Estudos utilizando farmacos que inibem apenas 0 SGLT2 demonstraram que 0 SGLT1
é capaz de reabsorver apenas 40% da GLU filtrada (5). Sendo a GALAC transportada apenas
por esta isoforma, que apresenta menor capacidade de transporte, a capacidade absortiva do
epitélio renal é muito baixa para a GALAC, em especial nos segmentos S1 e S2, 0s quais
apresentam baixa expressdo de SGLT1 (41).

Baseado no exposto até 0 momento, acreditamos que durante a perfusdo de GALAC
esta é reabsorvida em menor quantidade que a GLU, o que pode gerar diferencas de
concentracio de Na* e aclcares na proximidade apical, se comparado com a captacio da
GLU, macicamente transportada pelo SGLT2. A queda da reabsorcio de Na* e/ou aglicares
podem: 1) diminuir a osmolaridade na proximidade da BB e o transporte de agua que ocorre
concomitantemente via aquaporina ou via SGLT; 2) Diminuir o aporte de substratos
geradores de ATP.

Além disso, o metabolismo da GALAC é muito mais lento e menos intenso que o da
GLU, uma vez que a atividade catalitica da galactoquinase na vida adulta é muito menor que a
atividade observada na infancia (87). A menor capacidade de transporte, associada a uma
menor capacidade de metabolizacdo da GALAC, podem gerar queda da concentracdo de ATP
nas proximidades da BB, simulando o efeito da perfusdo de solu¢cdo CTRL, que ndo contém

nenhum acucar transportado pelo epitélio renal ou metabolizado pela célula renal.

5.3 Efeito da perfusao de a-MG sobre o NHE3

Como a GLU e GALAC séo diferentemente metabolizados e transportados no tecido
renal, ndo pudemos concluir qual desses fatores estava influenciando a auséncia de modulagéo
do NHE3 pela GALAC. Decidimos entdo realizar experimentos nos quais a GLU foi
substituida por seu analogo ndo metabolizavel: a a-MG. Ao contrario da GALAC, a a-MG é
transportada pelas duas isoformas de SGLT expressas no TP com a mesma afinidade que a
GLU, isolando-se assim apenas o efeito de seu metabolismo sobre a atividade do NHE3 (45).
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Verificamos que a perfusao de a-MG5 em substituicdo a GLUS foi capaz de abolir o
efeito estimulatério produzido por esta Ultima. Porém, a perfusdo de a-MG40 produziu efeito
inibitorio, de mesma magnitude do observado pela perfusdo de GLU40, sobre a atividade do
NHE3 (P<0,0001 vs CTRL).

Esses achados nos sugerem: 1) importante papel do metabolismo da GLU sobre o
efeito estimulatério observado durante a perfusdo de GLUS5; 2) que o metabolismo da GLU
ndo esta envolvido com o efeito inibitdrio produzido pela perfusdo aguda de GLUA4O0.

Podemos sugerir também que a abolicdo do efeito estimulatdrio pela substituicdo da
GLUS5 por GALACS sobre 0 NHE3 deve-se as diferencas de metabolismo desses agucares
(GLU e GALAC), uma vez que os JHCO3 observados durante a perfusdo de GALACS e a-
MGS5 foram de mesma magnitude.

E possivel também sugerir que as perfusdes de GALACS e a-MG5 produzem JHCO3
de magnitude semelhante ao da solucdo CTRL, pois a perfusdo desta Gltima também deve
gerar queda do aporte e metabolismo de GLU apical, por ndo possuir GLU (e nenhum outro
acucar absorvivel ou metabolizavel pelo TP) em sua composicao.

Experimentos em células intestinais ndo evidenciaram qualquer efeito produzido pela
substituicdo da GLU pela a-MG sobre o0 NHE3, e demonstram que o metabolismo da GLU
ndo desempenha importante papel na modulagdo do NHE3 intestinal (37). Nossos achados
ndo corroboram os desses autores, porém diferencas no manejo de GLU entre o sistema renal
e gastrointestinal, algumas destas ja apontadas anteriormentes, podem ser responsaveis por
esses achados.

Como exposto anteriormente, o epitélio intestinal encontra-se, grande parte do dia, em
contato com um meio com baixissima concentracdo de GLU. Sendo assim, uma consideravel
captacdo de GLU da luz para o meio intracelular ocorre apenas no periodo pds-prandial. No
restante do tempo o que ocorre € uma recaptagdo de pequenas quantidades de GLU que foram
secretadas no muco e que sdo transportadas de volta para as células intestinais pelo SGLT1
(18).

Nos rins, por sua vez, a membrana apical do TP reabsorve durante todo o dia a GLU
presente no filtrado glomerular. Sendo assim, existem grandes diferengas entre as
concentragdes de GLU na proximidade apical, ao longo do dia, entre estes sistemas. Estas
diferencas, podem modificar a maneira como a célula responde e utiliza a GLU no meio
intracelular. Uma possivel diferenca, por exemplo, pode estar relacionada a expressdo, na

proximidade apical, de enzimas responsaveis pela metabolizacdo da GLU.
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5.4 Efeito da perfuséo de isoleucina na atividade do NHE3

Como visto, a perfusdo de a-MG5 ndo foi capaz de estimular o NHE3 da mesma
maneira que a perfusdo de GLUS5, indicando que este efeito ocorre através do metabolismo da
glicose. Esses dados corroboram diversos estudos que verificaram que o metabolismo da GLU
é capaz de modular muitas proteinas de membrana (59), entre elas os NHEs, que sdo
acentuadamente inibidos pela queda de ATP intracelular (60;91-101;101;102). Aparentemente
este efeito ndo € ocasionado por mudancas no padrdo de fosforilagdo de sitios da cauda C-
terminal dos NHEs, apesar desta ser essencial para ocorrer inibicdo destes transportadores por
deplecdo do ATP (91). Acredita-se que proteinas acessorias ligadas a alca C-terminal sejam
responsaveis pela modulacédo da atividade dos NHESs pelo ATP (94).

Baseados nestas evidéncias, realizamos experimentos de microperfusdo estacionaria
nos quais perfundimos os tubulos com iso-Leucina nas concentragcbes de 5mM e 10mM. A
iso-Leucina é um aminoacido que pode ser metabolicamente convertido em Coenzima A
(CoA) em tecidos capazes de utilizar como fonte de energia substancias ndo-carboidratos.

A perfusdo de iso-Leucina, nas duas concentrac@es testadas ndo foi capaz de modular
a atividade do NHE3, indicando que: (1) a iso-Leucina ndo é capaz de ser metabolizada em
CoA e posteriormente em ATP; ou (2) a iso-Leucina nas concentragdes testadas néo foi capaz
de gerar ATP guantitativamente na mesma proporcao que a GLUS5; ou (3) a geracdo de ATP

ndo é o mecanismo final pelo qual a GLUS estimula o NHE3.

5.5 Efeito da inibig¢do da via glicolitica sobre a atividade do NHE3

Baseados neste resultado, levantamos uma questdo: como é possivel ocorrer a abolicdo
do efeito estimulatorio da GLUS5, pela perfusdo de GALACS, a-MG5 ou CTRL se, em nossos
experimentos a solucdo perfusora foi adicionada apenas a luz tubular? Manteve-se, portanto, a
membrana basolateral banhada pelo liquido intersticial e por isso, a captacdo de glicose
basolateral ndo foi impedida pela técnica empregada neste trabalho. Podemos considerar,
assim, que a captacdo de GLU via transportadores basolaterais, a geracdo de energia, assim
como a disponibilidade de ATP basolateral ndo foram afetadas em nossos experimentos.

Diversos trabalhos da literatura sugerem a existéncia de compartimentalizacdo do ATP

intracelular, devido a aparente diferenca de concentracdo deste ao nivel subcelular (61). As
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diferencas de concentracdo de ATP no meio intracelular sdo atribuidas a trés fatores: 1) Taxa
de producéo de ATP, 2) Taxa de difusdo do ATP, 3) Taxa de consumo do ATP; sendo que
esses trés fatores variam dependendo da regido da célula (59).

As diferencas locais da taxa de producdo e de consumo de ATP tendem a ser ainda
maiores em células metabolicamente ativas, como células epiteliais. Este tipo de célula realiza
transporte macico de substancias e, por serem polarizadas, apresentam expressao diferencial
de mitocondrias e de transportadores. Sendo assim, o ATP proveniente da fosforilagéo
oxidativa ¢ formado em determinadas regides da célula, enquanto que o consumo pode
ocorrer em regifes completamente opostas. Nesse tipo celular, danos metabdlicos geram
gradientes ainda maiores de ATP, devido ao déficit de producdo de ATP pelas mitocdndrias e
aumento da necessidade metabdlica em condic6es de privagdo de energia (60).

Nas células do TP, por exemplo, as mitocdndrias encontram-se concentradas na
proximidade da membrana basolateral (103) e, por isso, uma vez produzido localmente, o
ATP tem que se difundir para regides mais distantes. A difuséo radial de ATP proveniente da
mitocondria prevé uma queda da concentracdo de ATP em funcdo da distancia (59;60). Isto
torna plausivel a nocdo da existéncia de gradientes de concentracdo de ATP entre a membrana
apical e basolateral das células do TP.

Como a captacdo de GLU via transportadores basolaterais, a geracao de energia, assim
como a disponibilidade de ATP basolateral ndo foram afetadas em nossos experimentos,
nossos achados sugerem entdo, que a GLU captada pela membrana apical e sua metabolizacao
tem importante papel fisiologico na manutencdo e modulacdo de transportadores de
membrana, neste caso, 0 NHES3.

Diversos trabalhos da literatura ja determinaram a presenca e atividade de enzimas da
via glicolitica, associadas a membrana plasmatica e ao citoesqueleto (104-117). Porém, ndo ha
nenhum estudo da associagdo destas enzimas na membrana apical do TP ou na BB do
intestino.

Postulamos entéo, a hipdtese de que o efeito metabolico observado pela perfusdo de
GLUS ocorre pela via glicolitica e ndo atraves da geracdo de ATP pela fosforilacdo oxidativa.
Esta hipotese também foi sustentada pela auséncia de estimulo ocasionada pela perfusdo de
iso-Leucina (103).

Em algumas condicGes patoldgicas como cancer, observou-se aumento da glicolise e

da formacdo de lactato/piruvato, alem de deplecdo da cascata oxidativa e da producédo de
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ATP, associada a um aumento da atividade do NHE1 (118). Seria, entdo, a glicdlise capaz de
estimular o NHE independente dos niveis celulares de ATP?

Evidéncias da literatura demonstraram que o NHE € preferencialmente modulado pela
glicolise (95-97;119). De fato, alguns trabalhos demonstraram que o NHE é mais sensivel a
inibidores da via glicolitica do que a inibidores da fosforilacdo oxidativa (62;120;121).
Postula-se que um ou mais intermediarios da glicolise possam ser 0s responsaveis por essas
diferengas (59). Além do mais, o efeito da glicdlise sobre o NHE parece ocorrer
independentemente da dispersdo do gradiente de Na® por queda da atividade da
Na'/K*ATPase, que poderia, e de fato ¢, afetada pelo déficit de ATP (62;122).

A 2-DG, inibidora da hexoquinase, ja foi amplamente utilizada com o intuito de
produzir queda local de ATP e inibicdo da via glicolitica (92;93;95-100;119). Porém, esta
substancia ndo € transportada por nenhuma isoforma dos SGLTs, apenas por GLUTS
(3;123;124). Apesar disto, experimentos de micropuncdo de fluxo livre em ratos,
determinaram que este andlogo da GLU é reabsorvido pelo TP, em especial nos segmentos S1
e S2, segmentos estes utilizados neste trabalho. Estes autores acreditam que a 2-DG seja
transportada pelo GLUT5 nesses segmentos do TP (63).

Apesar de ndo estar completamente elucidado por qual transportador a 2-DG entra nas
células do TP de ratos, acredita-se que 0s seres humanos ndo expressem este mesmo
transportador, uma vez que experimentos com uma molécula de 2-DG marcada evidenciaram
gue a mesma ndo é captada pelo tecido renal humano, sendo completamente excretada na
urina (3).

Além de haver dividas sobre a capacidade de transporte da 2-DG pelo TP de ratos, o
tempo necessario para a 2-DG inibir a glic6lise e a capacidade de metabolizacdo da mesma no
tecido renal poderiam influenciar os resultados aqui apresentados. Southworth, et al (2003)
determinaram que, ap6s administrada via endovenosa, a 2-DG é capaz de ser metabolizada
pelo tecido renal, apesar da taxa de metabolizagdo ser bem menor que a cerebral e mais
proxima da hepética (123).

Na técnica de microperfusédo estacionaria in vivo utilizada neste trabalho, a perfuséo é
aguda e rapida e ocorre na ordem de poucos minutos. Experimentos nos quais células foram
incubadas com 2-DG 5mM revelaram que, apds 5 minutos, 90% da atividade glicolitica ja foi
abolida, o que nos demonstrou ser viavel o uso desse farmaco no espago de tempo da nossa

técnica.
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Realizamos entdo a perfusdo de solugdes contendo 2-DG 10mM no TP de ratos e
verificamos que a adi¢do desta inibe acentuadamente o JHCO3', tanto na presenca quanto na
auséncia de GLU (GLUS5 e CTRL, respectivamente). Esses resultados sugerem que a via
glicolitica é essencial para a manutencao da atividade do NHE3 apical e corrobora 0s nossos
resultados obtidos com a a-MG. Entretanto, o JHCOj3 obtido com a adicdo de 2-DG as
solugdes CTRL e GLUS foi menor do que o obtido com a perfusdo de CTRL sozinho,
GALACS e a-MG5. Qual seria a explicacdo para a existéncia de um efeito inibitdrio adicional
pela perfusdo de 2-DG juntamente com solugdo CTRL e GLU5?

A 2-DG é um inibidor competitivo da enzima hexoquinase, portanto a 2-DG impede a
metabolizacdo da GLU intracelular. A 2-DG poderia, entdo, ocasionar queda de ATP
intracelular, uma vez que inibe a glicélise de maneira global na célula, inclusive da glicose
captada pela membrana basolateral. Acreditamos que 0 mesmo nédo ocorre durante a perfusao
de a-MG, GALAC ou CTRL, uma vez que estes ndo impedem a formacdo de ATP na

membrana basolateral.

5.6 Efeito da perfusdo de iso-Leucina adicionada a solucdo de 2-DG

Os dados acima apresentados sugerem que a 2-DG poderia ocasionar queda do ATP
intracelular, como ja foi descrito anteriormente na literatura (95-97;119). Com o intuito de
determinar o papel do ATP neste efeito, realizamos experimentos nos quais perfundimos 2-
DG na presenca de iso-Leucina 10mM que, como foi mencionado anteriormente, € um
aminoacido que pode ser metabolicamente convertido em CoA e participar da geracdo de
ATP independente de carboidratos. Verificamos que a perfuséo de iso-Leucina foi capaz de
abolir o efeito inibitorio produzido pela 2-DG, indicando que a queda do ATP intracelular é o
mecanismo pelo qual a 2-DG inibe os NHEs.

Estes dados corroboram dados da literatura que verificaram que o NHE3 € inibido por
quedas da concentracdo intracelular de ATP, como mencionado anteriormente (60;91-
101;101;102). Além disso, confirmam que a iso-Leucina pode ser utilizada como fonte de
ATP pelos tubulos renais e, portanto, dao ainda mais subsidios para que possamos afirmar que
a geracdo de ATP ndo é o mecanismo pelo qual a GLU5 estimula o NHE3. Aléem disso,
podemos dizer que tanto a glicolise quanto a geracdo de ATP sdo essenciais para a atividade
do NHES.



87

5.7 Interpretacdo do mecanismo fisioldgico do metabolismo da glicose e da geracdo de
ATP sobre a atividade do NHE3

Com base nos experimentos apresentados acima, que demonstraram o papel do
metabolismo da glicose sobre a atividade do NHE3 frente a perfusdo de GLU5 acreditamos
que a glicose captada ao longo do dia, e metabolizada intracelularmente, seria responsavel
pela manutencdo da atividade do NHE3 e poderia atuar como um sinalizador do status
energético do organismo. Assim, em casos de queda da captacdo de glicose e, portanto, da
taxa de glicolise, e/ou da concentracdo de ATP intracelular, o NHE3 seria inibido com o
intuito de poupar energia. Por outro lado, em condigdes fisiologicas a manutencéo das taxas
de glicdlise e da concentracdo de ATP sinalizariam boas condicOes energéticas e manteriam a
atividade do NHES3.

5.8 Efeito do aumento do volume celular sobre o NHE3

Apesar de termos verificado que o metabolismo glicolitico esta relacionado ao efeito
estimulatorio produzido pela GLUS5 sobre o NHE3, nossos resultados demonstraram que o
efeito inibitério da GLU40 ndo ocorre por esta mesma via, uma vez que a substituicdo da
GLU40 pela a-MG40 ndo aboliu este efeito.

Estes achados nos levaram a considerar que caracteristicas do transporte da GLU e da
a-MG poderiam ser a causa de tal diferenga, uma vez que a perfusdo de GALAC40 néo
produziu este efeito e esta € transportada apenas pelo SGLTL1.

Sabe-se que 0 SGLT2 é responsavel pela reabsorcdo de 90% da GLU filtrada ao longo
do dia e que o SGLT1, mesmo apds a inibicdo do SGLT2, é capaz de reabsorver apenas 40%
da GLU filtrada. Essas diferengas de capacidade de transporte de glicose poderiam estar
associadas ao efeito inibitdrio.

Tendo em vista que a saturacdo do SGLT2 ocorre apenas em concentracdes superiores
a 3bmM quando este € expresso em sistemas heterélogos,(1) e que pacientes diabéticos
apresentam glicosria quando a glicemia estda muito mais elevada que a fisioldgica,
postulamos a hipOtese de que a alta capacidade de transporte do SGLT2 ocasionaria
acentuado aumento de volume celular, uma vez que os SGLTs transportam agua junto a

captacdo de Na" e glicose(58;125;126). Estes estudos determinaram que o transporte de GLU
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é acompanhado da entrada de uma quantidade significativa de moléculas de agua que geram
aumento do volume celular (58;125;126).

Sabe-se que o trocador é fortemente modulado por varia¢Ges de volume celular (6;91).
Em geral, o aumento de volume celular que ocorre ap6s o co-transporte Na* e GLU é
acompanhado de mecanismos regulatérios de diminuicdo de volume que dependem da
ativacéo de canais de K™ e CI" e da ativagio do NHE1, proteina basolateral.

Com base nas evidéncias da literatura, de que a captacdo de GLU é acompanhada pela
macica entrada de agua no meio intracelular ocasionando aumento de volume celular,
realizamos experimentos nos quais perfundimos uma solucéo hipoténica (250mOsmadis/kg de
agua) para determinar se aumentos de volume celular estdo associados a inibicdo do NHES3.
Verificamos que o choque hiposmotico é capaz de inibir o NHE3 na mesma magnitude que a
perfusdo de GLU40 ou a-MG40. Este resultado nos deu fortes evidéncias de que o influxo de
agua junto a captacdo de glicose com consequente aumento de volume celular poderia ser o
mecanismo pelo qual altas concentracdes de glicose inibem 0 NHE3.

Com o intuito de elucidar o papel do aumento de volume produzido pela captacéo de
altas concentracdes de glicose sobre o0 NHE3, realizamos experimentos nos quais adicionamos
manitol a solucdo perfusora. Nestes experimentos, o manitol foi adicionado apos a correcéo
da osmolaridade da solucdo, tornando-a hipertbnica (para detalhes sobre o modelo
experimental ver figura 21).

Verificamos que a adicdo de Manitol 20mM ou 40mM a solucdo CTRL nédo produziu
nenhum efeito significativo sobre o0 JHCO3". Dados da literatura, porém, indicam que a adicao
de uma substancia osmoticamente ativa ao meio extracelular inibe o NHE3 (6;93;127-130).
A diferenga entre os achados da literatura e 0s nossos pode residir na osmolaridade das
solugdes utilizadas na maior parte desses trabalhos. Em nosso trabalho, a solugdo final
apresentava osmolaridade maxima (manitol 40mM) de 340 mOsmois/kg de H,O. Nos
trabalhos citados acima, a osmolaridade das solugdes experimentais variavam de 465
mOsmois/kg de H,O a 510 mOsmois/kg de H,O. Sendo assim, devido a baixa hipertonicidade
da solucdo utilizada em nossos experimentos, ndo obtivemos inibicdo significativa do NHES3,
ao contrario do verificado por trabalhos da literatura.

Contrariamente ao que foi observado durante a perfusdo de solugdo CTRL, a adigéo
das mesmas concentracGes de manitol a solucdo de GLU40 gerou significativos efeitos no
JHCO3". A adigdo de Manitol 20mM aboliu o efeito inibitorio da GLU40, enquanto que a

adicdo de manitol 40mM gerou efeito estimulatério de mesma magnitude do observado apos a
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perfusdo de GLUS5. Nossos experimentos com choque hiposmético e utilizando manitol na
solucdo perfusora (que gera uma forga osmotica oposta) suportam a ideia de que 0 mecanismo
pelo qual a perfusdo de GLU40 inibe o NHE3 é o aumento de volume celular.

Pouco ou nenhum consenso existe a respeito do efeito do aumento do volume celular
sobre a atividade do NHE3. Diversos trabalhos verificaram que o aumento de volume gerado
pela adicdo de uma solucéo hipotdnica ao meio extracelular (chogque hiposmotico), promove
estimulo do NHE3 (131-133). Porém, hé trabalhos que verificaram uma inibic¢do da atividade
(37) ou que néo verificaram modulacdo do NHE3 pela adicéo de solucdo hiposmatica ao meio
extracelular (93;134). Estas diferencas na atividade do NHE3 frente a um aumento de volume
celular, ap6s o choque hiposmético, demonstram que o NHE3 pode ser modulado
antagonicamente dependendo do tipo celular.

Alguns autores postulam que estas diferencas podem ocorrer pela expressdo de
diferentes intermediarios. Estes seriam os responsaveis pela modulacdo de transportadores de
membrana, em especial o NHE3, cuja associacdo a diversas proteinas regulatérias ja foi
determinada (2;16;133;135). Porém, a maneira pela qual estes mediadores poderiam
modificar a reposta do NHE3 as mudancas de volume ainda néo foi elucidada (133).

Turner e Black (2001) realizaram experimentos em células CaCo-2 e compararam 0
efeito do inicio do transporte de GLU, ap6s a troca de um meio sem GLU por um meio com
GLU20 ao efeito da imposicdo de aumento de volume celular por choque hiposmético.
Verificaram estimulo do NHES3 frente a ativacdo do transporte de GLU, mas inibicdo frente ao
choque hiposmotico (37).

Orlowski e Grinstein (2011) (6), em sua revisdo, dizem que, apesar dos imensos
esforcos, os mecanismos pelos quais as diferentes isoformas de NHE conseguem detectar
mudancgas de volume ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Sabe-se que a atividade de
diversas proteinas e quinases podem ser moduladas por varia¢fes de volume (133;136).
Acredita-se que proteinas auxiliares e fosfolipides podem ser os alvos dessas quinases
regulatérias e ndo os NHEs em si (6). Além disso, como mencionado anteriormente, 0 NHE3
responde de diferentes maneiras a mudancas de volume dependendo do tipo celular. Essas
diferengas sdo atribuidas a expressdo e a ativacdo de diferentes intermediarios dependendo do
tipo celular (133).
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5.9 Efeito do metabolismo da GLU sobre o NHE3 ap06s correcao do volume celular

Em nossos experimentos, além da abolicdo do efeito inibitdrio produzido pela GLU40,
a adicdo de manitol 40mM a solucdo de GLUA40, foi capaz de gerar efeito estimulatério
similar ao produzido pela perfusdo de GLU5. Como vimos, a adi¢cdo de Manitol 20mM e
40mM foi capaz de abolir o efeito inibitorio ocasionado pela perfusdo de a-MG40 sozinha.
Este resultado, similar ao verificado para GLU40, sugere que o efeito inibitério promovido
pela a-MG40 ocorre pela entrada de agua através do SGLT, e que a adicdo de manitol, e
consequente correcao do influxo de agua é capaz de aboli-lo. Por outro lado, a perfusdo de a-
MG40 + manitol 40mM ndo produziu efeito estimulatério, o que corroborou a hipotese de que
o efeito estimulatorio observado durante a perfusdo de GLU40 + manitol 40mM ocorre pelo
metabolismo da GLU, uma vez que a a-MG40 € um analogo ndo metabolizavel desta ultima.

Nossos dados nos demonstram que o efeito estimulatdrio produzido pelo metabolismo
da GLU estava sendo inibido/abolido pela mudanca de volume celular gerada pelo excesso de
captacdo de GLU durante a perfusdo de GLU40 sozinha. Neste caso, podemos dizer que as
vias de sinalizacdo relacionadas a regulacao de volume, sobrepuseram-se as vias responsaveis
pelo estimulo produzido pelo ATP/Glicolise.

Orlowski e Grinstein (2011) afirmam que o sensoriamento do pH e a regulacdo do
mesmo séo inerentes ao NHE. Cada isoforma apresenta um pH limiar em que seu sitio sensor
de pH é ativado. Porém, é interessante o fato que o limiar de ativacao deste sitio € modulado
por diversos fatores, entre eles variagGes de volume. Estes fatores, modificam o “set point” do
sitio sensor de pH e resultam em mudancas de atividade do NHE frente a um mesmo
estimulo.

Podemos sugerir entdo que, da mesma forma que mudangas de volume alteram o “set
point” para pH, mudangas de volume também impedem o NHE3 de responder ao estimulo
produzido pelo ATP/glicolise. Quando este insulto (aumento do volume) é removido, 0 NHE3
volta a ser responsivo ao metabolismo de energia, tal como foi verificado apds a correcdo do

volume, pela adigdo de manitol 40mM a solugdo GLU40 em nosso trabalho.
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5.10 Efeito da adicdo de manitol a solugdo de GALAC40

Realizamos também a perfusdo de Manitol 20mM e 40mM, adicionado a solugédo de
GALAC40. Poréem, ndo pudemos identificar nenhuma diferenca entre a perfusdo desta e a
perfusdo de CTRL + manitol (nas mesmas concentracoes).

Acreditamos que o transporte de GALAC através do SGLT1 ndo seja capaz de
promover alteracdo do volume celular e consequente inibicdo do NHE3, uma vez que a
expressao e capacidade de transporte do SGLT1 é muito menor que a do SGLT2,

principalmente nos segmentos S1 e S2 do TP, segmentos estes avaliados no presente trabalho.

5.11 Efeito da inibicdo do SGLT sobre a atividade do NHE3

Os resultados até 0 momento apresentados sugerem importante papel do metabolismo
da GLU e de variagOes de volume originadas pelo transporte de GLU sobre a atividade do
NHE3. Porém, trabalhos da literatura em células intestinais ja haviam determinado que a
inibicdo do SGLT1 ocasiona inibicdo do NHE3 (37). Com o intuito de determinar se a
inibicdo do transporte de GLU tem algum papel na modulagdo do NHE3 em tdbulos renais,
realizamos experimentos nos quais adicionamos Plz a solugdo CTRL, GLUS5, GLUA40,
GALACS e a-MGS5.

As concentracdes de Plz usadas em varios trabalhos diferem enormemente. Em células
intestinais, por exemplo, existem trabalhos que estudaram o efeito do transporte acoplado de
Na’/GLU na permeabilidade da via paracelular e para tanto utilizaram Plz 2mM (36). Por
outro lado, experimentos conduzidos no mesmo tipo celular com o intuito de investigar a
modulagdo do NHE3 por GLU foram realizados com Plz 0,5mM (37).

Experimentos utilizando culturas primarias de células do segmento convoluto do TP
ou do segmento reto do TP de coelho determinaram que a concentragdo de Plz capaz de inibir
a captacdo de GLU depende do segmento do TP. Na presenga de 100uM de o-MG, uma
concentragdo de 0,1 mM ja foi capaz de inibir acentuadamente a reabsor¢dao de a-MG em
células do segmento convoluto, mas inibiu com intensidade muito menor a capta¢do de a-MG
em células do segmento reto do TP (137).

Além disso, a enorme variedade de periodos de incubacdo e de concentraces de

acucares competidores modifica intensamente a resposta inibitoria da Plz sobre a captacdo de
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acucares. Experimentos em células isoladas de jejuno de galinha revelaram que quanto maior
a concentracdo de 3-O-methyl-D-GLU (3-O-MG) no meio, maior é a captacdo deste aguUcar,
mesmo na presenc¢a de 1 mM de Plz (138).

Em experimentos em segmento reto de tubulo proximal de rato, isolado e perfundido,
a adicdo de Plz em uma concentracao de 0,1mM foi capaz de inibir completamente a captacao
luminal de GLU, mesmo na presenca de 5,5 mM de GLU.

Sendo assim, ndo existe consenso quanto a concentracdo ideal de Plz necessaria para
se obter inibicdo da captacdo de glicose, uma vez que as diferentes isoformas dos SGLTs
apresentam sensibilidades diferentes a Plz. Ademais, a concentracdo de Plz capaz de inibir o
transporte de GLU difere na presenga ou auséncia de competidores, dependendo do tipo
celular, do tecido estudado e da espécie animal em que se realizaram o0s experimentos.

Além disso, a técnica utilizada, o periodo de incubacdo e a natureza do modelo
experimental (como, por exemplo, medir diretamente o efeito da Plz sobre o transporte de
GLU ou usé-la como ferramenta para determinar o efeito da inibigdo do transporte de GLU
sobre outra proteina ou funcdo celular), geram essas exorbitantes mudancas de concentragdo
de Plz capazes de realizar efeito significativo.

Britten e Blank (1968) verificaram que a Plz pode inibir a Na'/K" ATPase em
concentracdes que variam entre 10* e 10° M (na auséncia de GLU ou outro substrato
competidor). Porém, este efeito inibitdrio sobre a Na'/K* ATPase ndo parece ser inerente a
propriedades da Plz, uma vez que este s6 ocorreu quando a razdo entre as concentracdes de
Na’:K" encontrava-se abaixo da ideal para atividade méaxima da bomba. Em uma condigio
oposta, na qual a razdo entre a concentracio de Na":K" encontrava-se acima das ideais, a Plz
estimulou a Na*/K* ATPase (139). E importante salientar que 0 mecanismo de inibicio da Plz
ndo € igual ao promovido por glicosideos cardiacos como a Ouabaina (139).

Este estudo também demonstrou que diversos glicidios (D-mannose>D-arabinose,D-
xylose>L-xylose>D-glucose>D-fructose,L-arabinose>D-GALAC) foram capazes de inibir a
Na'/K" ATPase, porém em concentragdes que variaram entre 0,1 e 0,5M.

Além da acdo sobre a Na'/K* ATPase, ja foi demonstrado que a Plz apresenta efeito
inibitorio sobre a atividade de enzimas relacionadas a adenina e sobre nucleotideos de
adenina, entre eles: adenosina trifosfato, piruvato fosfoquinase e adenosina monofosfato,
quando utilizadas em altas concentragfes (em geral concentragdes entre 2 e 3mM) (140).
Esses experimentos foram majoritariamente conduzidos em lisado celular. Dessa forma, o

efeito pode ter ocorrido pela ligacéo direta da Plz a essas enzimas intracelulares.
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Em nosso trabalho, a Plz foi aplicada na luz tubular de tdbulos integros. Como a
captacdo de Plz pelo tecido renal é lenta (120 minutos) (141), a concentracdo de Plz
intracelular ao final das perfusdes tubulares (poucos minutos) tende a ser desprezivel. A Plz
apresenta efeito inibitorio sobre os SGLTSs ao se ligar ao sitio da GLU no meio extracelular e,
portanto, ndo precisa ser captada para inibir os SGLTSs.

Levando-se em consideracdo todas estas evidéncias da literatura sobre possiveis
efeitos secundarios da Plz e a auséncia de consenso em relagdo a concentracdo de Plz capaz
de promover efeitos satisfatorios, realizamos curvas concentracdo (P1z) / resposta (JHCO3') na
presenca e auséncia de agucares.

Conforme visto, a adicdo de Plz foi capaz de inibir o JHCO3 em todas as solugdes nas
quais esta foi adicionada (exceto para GLU40, na qual a Plz ndo teve efeito inibitério
adicional). Porém, a concentracdo de Plz com efeito inibitorio significativo diferiu, quando
esta foi adicionada a solucdes que continham algum substrato transportado pelos SGLTs e na
dependéncia do tipo de substrato ao qual esta foi adicionada.

Observamos que a adi¢do de Plz a solucdo CTRL foi capaz de gerar efeito inibitorio
na concentracdo de 10uM, porém a perfusdo de Plz na concentracdo de 50uM produziu
resposta inibitéria maxima, isto é, a adicdo de concentra¢es maiores de Plz ndo gerou efeito
inibitorio adicional.

A existéncia de efeito inibitério com o uso de Plz, mesmo na auséncia de qualquer
substrato glicidico transportado pelos SGLTs ocorre, provavelmente, devido ao fato que os
SGLTs tém a capacidade de transportar Na* na auséncia de transporte acoplado de GLU (45).
Sendo assim, ocorre atividade do SGLT, ainda que reduzida, mesmo na auséncia de GLU e,
inclusive, com geracéo de corrente elétrica pelo transporte eletrogénico de Na™.

Este resultado esta de acordo com os resultados observados por Turner e Black (2001)
(72) em células CaCo-2, nos quais a incubagéo destas células em um meio contendo manose e
Plz 0,5mM, inibiu 0 NHE3, uma vez que a posterior troca deste meio por um meio contendo
GLU ocasionou aumento da atividade do trocador.

Experimentos do grupo do Prof. Wright demonstraram que a Plz, em concentragdes na
ordem de nM, é capaz de inibir pela metade a corrente maxima de Na* (i max) produzida pelo
transporte de Na™ através do SGLT na auséncia de um substrato glicidico (i half-maximus)
(43;45;52). Nossos resultados apoiam a existéncia de atividade dos SGLTs na auséncia de
substratos, uma vez que a Plz foi capaz de inibir o NHE3, mesmo na auséncia de agucares.

Entretanto, € importante salientar que ndo medimos a atividade dos SGLTs diretamente em
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nosso modelo experimental, e que a concentracdo de Plz que foi capaz de produzir efeito
sobre a atividade do NHE3 ndo estd na mesma ordem de grandeza daquelas utilizadas em
experimentos com expressdo heteréloga dos SGLTs em odcito, tais como os realizados pelo
grupo do Wright.

A diferenca de concentracdo necessaria para promover efeitos significativos pode ter
origem no modelo experimental e na intensidade de inibicdo dos SGLTs necessaria para
produzir efeito. Nos trabalhos do grupo do Prof. Wright foi medida a concentracdo capaz de
inibir metade da corrente. E possivel que o0 NHE3 s6 seja modulado frente a inibicdo de uma
porcentagem maior de transportadores.

Além disso, experimentos em células em cultura permitem que a droga seja incubada
por diversos periodos. Sendo assim, concentracbes maiores de inibidores podem ser
necessarias para que o mesmo efeito inibitorio observado na cultura celular seja alcancado.

Como vimos acima, a Plz ja foi implicada na inibicio da Na'/K" ATPase e de varias
enzimas quando utilizadas em concentra¢fes de 1mM ou superiores. Na auséncia de agUcares,
a concentracao de Plz que foi capaz de inibir o NHE3 (entre 10 e 50uM) ndo possui efeitos
paralelos indesejaveis. Este dado nos indica que a inibicdo do NHE3 pela Plz na auséncia de
um substrato transportado pelos SGLTs ndo ocorreu pela modulacdo de outras proteinas ou
enzimas que ndo 0s SGLTSs.

Porém, verificamos que a concentracdo de Plz capaz de gerar efeito inibitorio sobre o
NHE3, na presen¢a de GLUS5 e a-MG5 é de 1mM e na presenga de GALACS é de 500uM.
Atribuimos estas diferencas de concentracdo aos seguintes fatores: afinidade da Plz as
diferentes isoformas de SGLT; quantidade de proteinas de cada uma dessas isoformas
expressa na membrana apical do tubulo proximal nos segmentos estudados em nosso trabalho;
e a isoforma capaz de interagir e transportar cada um dos substratos testados. Todos estes
fatores podem influenciar acentuadamente as respostas a Plz.

Verificamos, em nosso trabalho, que na presencga de substratos competidores que séo
transportados pelas duas isoformas de SGLT (GLU5 e a-MG5), uma concentracdo maior de
Plz foi necessaria para inibir o NHE3. Entretanto, na presenca de GALACS, substrato
transportado apenas pela isoforma 1 dos SGLTs, a concentragdo de Plz necesséria para
produzir efeito inibitdrio sobre a atividade do NHE3 foi menor.

Apesar de ter sido descrito na literatura que o SGLT2 apresenta maior sensibilidade a
Plz que 0 SGLT1, (43) este € muito mais abundante na superficie renal dos segmentos S1 e S2
(40;42) do que o SGLT1 (41). A presenca de um numero maior de transportadores pode
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justificar a necessidade de uma concentracdo maior de Plz para produzir efeito na presenca de
acucares competidores (GLU e a-MG) transportados pelo SGLT2, apesar deste ser mais
sensivel a Plz. Assim, na presenca de GALAC, transportada apenas pelo SGLT1 a
concentracdo de Plz necessaria foi menor, pois 0 SGLT1 é pouco expresso nos segmentos S1
e S2.

A auséncia de efeito inibitério com adi¢do de Plz a solu¢do de GLU40, em qualquer
uma das concentracdes testadas, nos indica que o0 NHE3 nédo pode ser adicionalmente inibido
por este farmaco, provavelmente pela sobreposicdo das vias de sinalizacdo. Uma outra
explicacdo seria a de que, apesar de possuirem vias de sinalizacdo distintas, estas ndo sdo
capazes de agir sinergicamente.

Apesar de nossos dados corroborarem com dados da literatura sobre a influéncia do
transporte de GLU através do SGLT1 sobre o NHE3 (72), nossos dados ndo determinam o
mecanismo deste efeito. O fato da adicdo de Plz a solu¢cdo CTRL ter gerado um efeito
inibitorio idéntico ao observado pela adicdo de Plz a solugBes que contém aclcares
transportados, nos indica que a inibicdo da captacdo de glicose (ou outro aglcar) ndo é o
mecanismo pelo qual a Plz inibe o NHE3.

Assim, a inibicdo do transporte eletrogénico de Na* pode ser, pelo menos em parte, 0
mecanismo pelo qual a Plz inibe a atividade do NHE3. Neste caso, é possivel que
propriedades elétricas da membrana que sdo mantidas gracas ao transporte eletrogénico
realizado pelos SGLTs, poderiam influenciar a atividade do NHE3 em condic¢des fisioldgicas.
A abolicdo desta diferenca de potencial com a inibicdo deste transportador poderia gerar
mudancas conformacionais do NHE3 e bloquear ou dificultar a exposicédo de sitios de ligacao
presentes no trocador aos substratos extracelulares e intracelulares (Na® e H*
respectivamente). Estudos especificos do efeito da influéncia da diferenca de potencial
transepitelial sobre a atividade do NHE3 sdo necessarios para comprovar tal hipotese, porém
estes ndo foram objeto do presente estudo. Todavia, a veracidade de tal hipotese depende

fortemente de uma proximidade fisica destas proteinas na membrana apical da BB.
5.12 Estudo da co-localizacdo entre o NHE3 e 0s SGLTs
Verificamos que o NHE3 é abundantemente expresso na BB, e que nédo foi possivel

detectar marcacdo intracelular desta proteina em TP, tal como descrito na literatura

(14;15;22). Acredita-se que a regulacdo da inser¢cdo do NHE3 na BB represente um dos mais
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importantes mecanismos de modulacdo do transporte apical de Na® e HCOs por este
transportador (2;6;15;16). Porém, este translocaria de dominios intermicrovilares da propria
BB para a ponta dos vilos. Assim, sua expressdo ndo-apical ndo é comumente verificada.

Nossos resultados indicam que, ao contrario do NHE3, o SGLT1 ndo é expresso
exclusivamente na BB. Este encontra-se enriquecido na BB e também no meio intracelular.
Dados da literatura apontam que o SGLT1 é expresso no meio intracelular nos segmentos S1
e S2 e que, além disso, este é expresso na BB no segmento S3. Interessantemente, dados da
literatura indicam que o NHE3 praticamente ndo € expresso no segmento S3 (14;41). Estes
dados corroboram nossos achados, uma vez que verificamos que em regides nas quais a
marcagdo para o0 SGLT1 encontrava-se apical (segmentos S3), ndo havia marcacdo para o
NHE3. E, 0 oposto, nas regides em que havia abundante marcacdo para o NHE3, a marcacéo
para 0 SGLT1 era intracelular (segmentos S1 e S2).

A marcacdo para o0 SGLT2, por sua vez, foi exclusivamente apical e, as imagens
sobrepostas de sua marcacdo junto a marcacdo do NHE3, demonstraram acentuada co-
imunolocalizacdo. Este resultado nos fornece subsidios para justificar a interacdo funcional
verificada durante os experimentos com a Plz. A proximidade entre estas duas proteinas
corrobora com a hip6tese de que 0 “leak” de Na* que ocorre através dos SGLTs na auséncia
de um substrato glicidico possa influenciar a atividade do NHE3. Porém, experimentos
adicionais sdo necessarios para determinar esses mecanismos. Nossos dados também indicam
que a interacdo funcional observada durante os experimentos com Plz, deve-se a inibicdo do
SGLT2 e ndo do SGLT1, uma vez que ndo houve nenhum indicio da co-expressao do NHE3
com o SGLT1. Porém, experimentos especificos para determinar a influéncia do SGLT2
sobre a atividade do NHE3 sdo necessarios para elucidar estes mecanismos.

Recentemente foram desenvolvidas diversas drogas inibidoras especificas da isoforma
2 dos SGLTs. Todas as drogas dessa classe de farmacos sdo derivadas da Plz, com algumas
mudancas estruturais que tornam a biodisponibilidade oral destas drogas maior, além de
torna-las seletivas ao SGLT2 (43).

Alguns desses compostos ja foram aprovados em diversos paises para o tratamento da
diabetes e estdo disponiveis comercialmente (48-50). Porém, ainda ndo se sabe ao certo quais
as consequéncias do uso prolongado destas drogas sobre o balanco de Na* e o equilibrio
acido-base. Nossos dados indicam que o uso destas drogas pode inibir acentuadamente a
atividade do NHE3 o que poderia modificar o manejo de Na* e o equilibrio acido-base.
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Interessantemente, dados recentes da literatura demonstraram que o uso de inibidores
especificos do SGLT2 ocasiona diurese e queda da pressao arterial (48). Nossos dados
indicam que a natriurese promovida pela inibi¢do do NHE3 frente a inibicdo do SGLT2 pode
ser 0 mecanismo pelo qual estes farmacos promovem diurese e queda da pressao arterial.
Assim, pacientes diabéticos que apresentam hipertensdo ou outras doencgas associadas a
retencdo de volume, poderiam se beneficiar da natriurese promovida pelo uso destes
farmacos. Porém, pacientes que apresentam acidose, comum em individuos com controle
glicémico ineficiente, poderiam agravar seu quadro de acidose com 0 uso desses
medicamentos, uma vez que animais knockout para 0 NHE3 apresentam acidose leve, o que

demonstra o importante papel desta proteina ha manutencdo do pH do meio interno.

5.13 Estudos da interacao fisica entre 0 SGLT2 e 0o NHE

Além da microscopia confocal, era nosso interesse realizar a co-imunopreciptacdo do
NHE3 e dos SGLTs para determinar uma possivel interacdo fisica proteina-proteina ou a
interacdo destes com proteinas acessorias comuns, como a DPP-1V. Infelizmente, todos 0s
anticorpos comerciais testados ndo eram adequados para experimentos de co-
imunopreciptacdo. Pretendemos realizar futuramente experimentos de expressdo heteréloga
do SGLT2 em um modelo celular que expressa endogenamente o NHE3. Assim, poderiamos
determinar com precisdo a influéncia da expressdo do SGLT2 na atividade do NHE3 e
também realizar estudos da interacdo fisica destas proteinas através da expressdao de uma Tag

para realizar a imunopreciptacéo.
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6 CONCLUSAO

Pudemos verificar no presente trabalho que o NHE3 é modulado pela GLU. A
perfusdo da concentracéo fisiologica de GLU estimula o NHE3 (vs CTRL), enquanto que a
perfusdo de concentracdes maiores inibe 0 NHE3. O efeito estimulatério produzido pela
perfusdo de GLUS ocorre via metabolismo da GLU, preferencialmente pela via glicolitica.

O efeito inibitdrio, produzido pela perfusdo de GLUA40, ocorre devido ao fluxo de dgua
e ao aumento de volume celular(produzido pelo aumento agudo do transporte de Na'/GLU
através dos SGLTSs), frente a perfusdo de altas concentracdes de GLU. Verificamos que ap6s a
reversdo da injuria de volume, provocada pelo aumento da captacdo de GLU, ocorre um efeito
estimulatorio sobre o NHE3. Este efeito, tal como o verificado para GLU5, depende do
metabolismo da GLU, demonstrando que a ativacao de vias inibitdrias (neste caso, ativadas
por mudancas de volume) pode sobrepor-se as vias estimulatorias (neste caso, ativadas pelo
metabolismo de GLU).

Verificamos também que o transporte de GLU é crucial para a manutencdo da
atividade do NHE3, uma vez que a inibicdo do transporte de GLU via SGLT pela perfusao de
Plz foi capaz de inibir acentuadamente o JHCO3', na auséncia ou na presenca de substratos
glicidicos. Por fim, verificamos que o NHE3 se co-localiza acentuadamente com o SGLT2,
porém ndo com o SGLT1. Mais experimentos sdo necessarios para se determinar a real
interacdo fisica ou proximidade fisica entre 0 SGLT2 e o NHE3.

As figuras 20 e 21 resumem esquematicamente os achados aqui apresentados sobre o
efeito do metabolismo da GLU e do aumento de volume celular sobre o NHE3

(respectivamente).



Figura 25 — Esquema do efeito do metabolismo da GLU sobre a atividade do NHES3.
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A GLU perfundida na luz tubular é transportada para o meio intracelular através dos SGLTs 1 e 2. Na
adjacéncia apical da membrana plasmatica, a GLU é metabolizada pela via glicolitca. O ATP gerado,
ou qualquer intermediario da glicélise, estimula o0 NHE3. A adicdo de PLZ a solugdo de GLU
ocasiona inibicdo do NHE3, por diminuir o aporte de GLU para o meio intracelular e, portanto, inibir
a glicdlise. Além disso, a inibicdo dos SGLTs pode inibir diretamente 0 NHE3. A adigdo de 2-DG a
solugdo perfusora promove a inibicdo do NHE3, por inibir a glicolise tanto da GLU, presente no meio

intracelular, quanto daquela que esta sendo captada pelos SGLTs a partir do limen.
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Figura 26 — Esquema do efeito do aumento do aporte de GLU e o consequente aumento

de volume celular sobre o NHES.
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Ao se perfundir os TP com altas concentragdes de GLU ou a-MG, aumenta-se o aporte de GLU/a-MG para 0
meio intracelular, devido a alta capacidade absortiva do SGLT2. O aumento intracelular de Na* ¢ GLU/a-MG
modifica a osmolaridade intracelular e promove o influxo de agua e, consequentemente, aumento de volume
celular. Este, por sua vez, inibe o NHE3 apical. A adi¢do de manitol & luz tubular é capaz de impedir essa injlria
de volume por se contrapor a este efeito osmoético, uma vez que o manitol ndo é absorvido pelas membranas
biologicas e permanece na luz tubular. Apos a correcdo da maior parte deste efeito de volume, o metabolismo da
GLU promove efeito estimulatério, que néo ¢é verificado durante a perfusdo de a-MG.
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