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Molar (mole/dm?); milimolar (10 M); micromolar (10° M)

Minuto

Massa molecular

Normalidade

Nanoémetros

Nanomol (10”° mole)
Segundo; milisegundo (107 s); nanosegundos (107°s)

Volt; milivoltes (107 V)

Watt
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RESUMO

AlteracBes de atividade, expressao isoenzimatica e/ou nimero de unidades da Na,K-
ATPase, tém sido associadas a diabetes, com resultados contraditérios, provavelmente
devido aos modelos de diabetes usados.

O principal objetivo deste trabalho foi investigar possiveis alteragcbes na
atividade/expressdo da Na,K-ATPase em cérebro, rim, coracdo e figado, em ratos
espontaneamente diabéticos (Goto-Kakizaki, GK), modelo da diabetes tipo-2 (DT2).

Os resultados mostraram alteracdes na expressdo e atividade da Na,K-ATPase em
tecidos especificos. Embora parega existir associacdo entre a atividade da bomba e a
expressao da isoforma-al, ndo é claro se as alteragdes de expressdo sdo um fator-chave para
a diferenca de atividade da Na,K-ATPase.

Estes resultados demonstram que alteragdes na atividade e/ou expressdo
isoenzimatica da Na,K-ATPase em cérebro, rim, coracdo e figado de GK, podem contribuir
para consequéncias associadas a DT2. Este trabalho destaca a relevancia de uma
investigacdo mais aprofundada sobre a regulacdo e o papel da NaK-ATPase na

fisiopatologia da DT2.
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ABSTRACT

Changes associated with Na,K-ATPase in brain, kidney, heart and liver of the
spontaneously diabetic Goto-Kakizaki rat

Alterations in Na,K-ATPase activity, isoenzyme expression and/or number of pump
units in the plasma membrane have been associated with diabetes, with contradictory results
probably resulting from the model of diabetes used.

The major goal of this work was to investigate putative modifications in Na,K-
ATPase enzymatic activity or expression in brain, kidney, heart and liver from
spontaneously diabetic rats (Goto-Kakizaki), an animal model of type-2 diabetes (T2D).

Our results have shown tissue specific changes in Na,K-ATPase expression and
activity. Although, an association between pump activity and al-expression is apparent, it is
unclear whether the changes in isoenzyme expression is a key factor for differential Na,K-
ATPase activity.

These results have uncover changes in Na,K-ATPase activity and/or enzymatic
expression in GK brain, kidney, heart and liver that may contribute to the undesirable
conditions associated with T2D. This work highlight the relevance of further investigation

about Na,K-ATPase regulation and role in physiopathology of T2D.
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1.1. NA,K-ATPASE: FUNCAO, ESTRUTURA E REGULACAQ
1.1.1. BREVE DESCRICAO E FUNCAO DA NA,K-ATPASE

A adenosina trifosfatase estimulada por sodio (Na*) e potassio (K*) (Na,K-ATPase
ou bomba de Na* e K*, (E.C. 3.6.3.9.)) é uma proteina intrinseca de membrana que realiza o
transporte de ides Na* e K* contra os seus gradientes de concentragdo transmembranares, a
custa da hidrolise de 5°-trifosfato de adenosina (ATP) (Siddiqui et al. 2006; Tsimaratos et al.
2001). Exerce um papel fundamental na funcao celular, garantindo um adequado gradiente
de Na'/K" transmembranar que ¢ crucial para a vitalidade da célula, na manutengdo do
equilibrio osmotico celular, no potencial de membrana basal da maior parte dos tecidos e é
essencial para a transmissao nervosa e contracdo muscular, excitabilidade e muitas outras
funcBes celulares. Por estas razdes, a Na,K-ATPase desempenha um papel fundamental na
manutencdo dos fluidos corporais e na homeostasia eletrolitica (Bagrov, Shapiro, and
Fedorova 2009; Blanco and Mercer 1998).

Além do transporte de catiGes, a Na,K-ATPase permite ainda o restabelecimento das
condicdes de repouso nas células excitaveis, bem como o transporte de metabolitos e
nutrientes (Lauger 1979; Yatime et al. 2011).
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Figura 1: Estrutura das P-ATPases (A: SERCA; B: Na,K-ATPase; C: H,K-A;FPase (modelo); D: H-ATPase).
(Adaptado de: Bublitz et al. 2010).

A descoberta da Na,K-ATPase e a proposta do seu papel na exportacdo ativa de Na*
a partir da celula nervosa foi efetuada por Jens C. Skou, em 1957, o qual mereceu a
atribuicdo do Prémio Nobel da Quimica pelos trabalhos por si desenvolvidos até 1997
(SKOU 1965; Xie and Askari 2002).



E ainda de realcar que a Na,K-ATPase pertence a uma familia de ATPases tipo-P
(Figura 1), as quais sdo responsaveis pelo transporte ativo de uma variedade de catides,
nomeadamente H*, Na*, K*, Mg®*, Ca®*, Cu?* e Cd%, através das membranas celulares,
gragas a um mecanismo reacional comum. Além disso, estas exibem ainda estruturas
terciarias comparaveis, organizacdo topoldgica membranar semelhante, bem como varios
dominios altamente conservados (Blanco and Mercer 1998; Bublitz et al. 2010).

Estas ATPases definem-se como tipo-P na medida em que as mesmas sofrem uma
etapa de fosforilacdo no seu ciclo funcional catalitico, na qual ocorre a transferéncia do y-
fosfato da molécula de ATP para o residuo aminoacidico aspartato D376. O conjunto de
etapas de fosforilacdo e desfosforilacdo destas enzimas é responsavel pela oclusao, ligacdo e

transporte de catides entre 0 meio intra e extracelular (Horisberger 2004).

Figura 2: Representacdo do ciclo funcional da Na,K-ATPase.

0 acesso alternado de ides a Na,K-ATPase, a qual se encontra incorporada na membrana com o lado extracelular na parte superior
e o intracelular na parte inferior, é controlado por duas zonas peptidicas representadas por duas barras horizontais escuras, que
permitem a entrada e saida de ides de Na* e K¢, respetivamente, na conformacdo E1 e a saida e entrada de Na* e K,
respetivamente, na conformacio E2 (Adaptado de: Horisberger 2004).



A Na,K-ATPase, tal como as restantes ATPases tipo-P, oscila entre duas principais
conformac0es, E1 e E2, como se pode observar na figura anterior, na qual se representa o
ciclo funcional desta bomba (Figura 2).

Este modelo inicialmente proposto por Lauger, considera que a conformacgdo E1
apresenta uma maior afinidade para Na* e para ATP, ao passo que a conformacéo E2 exibe
uma maior afinidade para K*, de acordo com um ciclo de transi¢des conformacionais
decorrentes de um ciclo catalitico, o qual pode incluir muitos estados ou sub-estados. O
principio deste modelo define que a Na,K-ATPase incorporada na membrana plasmaética
(com o extremo superior do lado extracelular e o extremo inferior do lado citoplasmatico),
exibe um acesso alternado aos ides, o qual define as duas principais conformacdes ja
referidas, E1 e E2.

Na conformacdo E1 ocorre a fosforilacdo da bomba através da transferéncia do y-
fosfato do ATP. Enquanto a Na,K-ATPase se encontra neste estado, ocorre a saida de dois
ides K* e a entrada de trés ides Na' pela parte inferior da bomba, ou seja, no lado
citoplasmatico. Subsequentemente trés Na® sdo ocluidos no interior da enzima, a qual
permanece fosforilada. Posteriormente hd um aumento da afinidade da Na,K-ATPase para o
K" e uma diminuicio da afinidade para o Na*, fenomenos que promovem a saida de trés Na*
e a entrada de dois K" pela parte superior da bomba, ou seja, no lado extracelular. Nesta
conformagdo, E2, a bomba de sddio encontra-se desfosforilada, mantendo-se neste mesmo
estado durante a oclusdo do K* que se segue (L&uger 1979; Scheiner-Bobis 2002).

O acesso dos ides de Na* e K™ aos locais de ligacdo na Na,K-ATPase é controlado
por zonas peptidicas que constituem um acesso de entrada, ilustradas na figura por duas
barras horizontais escuras, de cada um dos lados da enzima (Figura 2). Quando estes dois
locais de acesso se encontram fechados simultaneamente, ocorre a oclusdo dos catifes no
interior da estrutura peptidica. Esta é uma fase intermédia entre as duas conformacdes. Além
da abertura e fecho destas zonas peptidicas, ha também uma alteracdo da estrutura proteica
nos locais de ligacdo aos catifes, a qual resulta numa modificacdo da afinidade seletiva para

0S mesmos, 0 que permite a sua libertacdo (Horisberger 2004; Lauger 1979).

1.1.2. ESTRUTURA DA NA,K-ATPASE

A Na,K-ATPase é constituida por dois grandes polipéptidos, designados por

subunidade a e B, e por um terceiro polipéptido de menores dimensdes, a subunidade vy, 0S



quais existem na membrana na propor¢do 1:1:1 (Blanco and Mercer 1998; Vague et al.
2004).

A subunidade o, com 10 segmentos transmembranares, de massa molecular
aproximadamente de 112.000 Da, é responsavel pelas propriedades cataliticas e de
transporte da Na,K-ATPase, sendo nesta subunidade que se localizam os locais de ligacao
para 0 Na" e para esterdides cardiotonicos (CTS), nos segmentos extracelulares, e para 0 K*
e ATP, nos segmentos intracelulares. A subunidade B, de massa molecular entre 40.000 e
60.000 Da, é uma subunidade regulatoria essencial para a atividade enzimatica da bomba e
parece estar envolvida na oclusdo de K* e na modulagio da afinidade deste i5o e de Na* para
com a bomba. A subunidade y, de massa molecular entre 8.000 e 14.000 Da, apesar de ser
um pequeno polipéptido hidrofébico, parece também ser importante para a funcéo da Na,K-
ATPase (Bagrov, Shapiro, and Fedorova 2009; Blanco and Mercer 1998).

Figura 3: Representacdo da organizacdo e distribuigcdo das subunidades da Na,K-ATPase na membrana plasmatica.
A: Dominio atuador constituido pelo segmento do terminal NHzque precede o 1.2 segmento transmembranar, o qual contém o
motivo TGES; P: Dominio fosforilado, constituido pelo loop intracelular entre o 4.2 e 0 5.2 segmento transmembranar; N: Dominio
nucleotidico composto maioritariamente pelo grande loop intracelular, local de ligacdo ao ATP; A subunidade 8 é constituida por
um unico segmento transmembranar, com um segmento intracelular curto com o terminal -NHz e um grande dominio extracelular
com varios locais de glicosilagdo (Horisberger 2004).

Na subunidade o distinguem-se trés importantes dominios, dominio A, P e N, os
quais formam o “motor central” de ATPases tipo-P. Na figura acima (Figura 3) é possivel
observar o motivo TGES, composto pelos residuos aminoacidicos Thr-Gly-Glu-Ser
(residuos de treonina-glicina-glutamina-serina), o qual se encontra localizado na regido em
torno do residuo de aspartato fosforilado (Blanco and Mercer 1998; Bublitz et al. 2010), no
dominio atuador A, constituido pelo segmento do terminal -NH, que precede o 1.° segmento



transmembranar e o loop intracelular existente entre 0 2.° e 0 3.° segmento transmembranar,
envolvido assim na desfosforilagdo da enzima. O dominio onde ocorre a fosforilagdo, P, é
constituido pelo loop intracelular entre 0 4.° e 0 5.° segmento transmembranar, ao passo que
0 dominio nucleotidico N é composto maioritariamente pelo grande loop intracelular,
correspondente ao local de ligacdo a molécula de ATP (Horisberger 2004).

Da subunidade a conhecem-se 4 isoformas (al, 02, a3 e a4) e trés isoformas da
subunidade B (B1, B2 e B3), as quais adquirem varias combinagdes off nos diferentes tecidos,
com caracteristicas distintas, nomeadamente com diferentes sensibilidades para os ides e
para os varios CTS, dos quais se destaca a ouabaina, um importante inibidor da NaK-
ATPase.

A isoforma al estd ubiquamente distribuida pelos tecidos, no entanto, ¢ de destacar
que ¢ a principal isoforma expressa nos rins. A isoforma a2 ¢ expressa essencialmente no
musculo cardiaco adulto, masculo liso vascular, musculo esquelético, cérebro, tecido
adiposo, cartilagem e osso. Ja a isoforma o3 ¢ predominante em tecidos excitaveis,
principalmente tecidos do sistema nervoso central e periférico, bem como, no sistema
condutivo do coracdo. Por fim, destaca-se a isoforma a4, a qual parece ser especifica do
testiculo.

A subunidade B ¢ constituida por um unico segmento transmembranar, com um
segmento intracelular curto com o terminal -NH, e um grande dominio extracelular com
varios locais de glicosilacdo (dos quais apenas 3 estdo representados).

A isoforma B1 estd também ubiquamente distribuida, no entanto, as isoformas 2 e
B3 apresentam ambas uma expressdo mais especifica, nomeadamente no cérebro, cartilagem
e eritrocitos. Além destes tecidos, nos quais estas duas Ultimas isoformas apresentam uma
expressdo comum, a isoforma B2 expressa-se também no musculo cardiaco, ao passo que a
isoforma B3 se expressa ainda nos tecidos pulmonares (Bagrov, Shapiro, and Fedorova
2009; Blanco and Mercer 1998).

A subunidade a ¢ B da Na,K-ATPase associam-se a uma terceira, a subunidade v,
pertencente a familia de proteinas de mamiferos FXYD (Blanco and Mercer 1998;
Horisberger 2004), constituidas por sete membros, FXYD1-FXYD?7, caraterizados por dois
residuos de glicina conservados no dominio transmembranar e um residuo de serina (Kathi
Geering 2008; K J Sweadner and Rael 2000), tendo sido a FXYD2 a primeira a ser
identificada (Forbush, Kaplan, and Hoffman 1978) e apenas em 1993 ocorreu a
sequenciacao do seu gene (Mercer 1993). Estes estudos vieram confirmar que esta entidade

proteolipidica € um componente especifico e ndo um contaminante ou produto de
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degradagdo da subunidade a ou P, possibilidade que tinha sido anteriormente levantada,
destacando-se que, ao contrario da subunidade B, a y ndo ¢é glicosilada (Mercer 1993).

Nos tecidos em que a sua existéncia foi confirmada, esta Ultima subunidade existe na
mesma propor¢ao que a o e B, apesar do dimero aff ser funcional por si sé (Mobasheri et al.
2000). Além disso, o elevado grau de homologia da subunidade y descrito entre varias
espécies sugere que esta pode ser importante quanto a funcionalidade da Na,K-ATPase
(Blanco and Mercer 1998) e esta, tal como todas as proteinas FXYD, modula e estd
associada & bomba, alterando a sua afinidade aparente para Na* e K* ou ainda a sua corrente
ionica maxima (Imax), estando também descrito na literatura a sua funcéo protetora contra a
inativacdo térmica da Na,K-ATPase, assegurando a estabilidade da bomba (Bell et al. 2008;
K. Geering 2006; Pestov et al. 2007; K J Sweadner and Rael 2000).

Esta descricdo estrutural da bomba de sddio é indispensavel para a compreensdo das
suas propriedades isoenzimaticas e caracterizacdo das propriedades funcionais das diferentes
combinacBes entre os polipéptidos o e B, a qual € uma andlise extremamente complexa,
ainda mais quando na mesma célula sdo expressas mais do que uma isoforma (Blanco and
Mercer 1998). Por isso, muitos dos estudos efetuados incidem sobre o rim, um dos 6rgaos de
exceléncia para a compreensdo da estrutura, mecanismos reacionais biogquimicos e
propriedades cinéticas da bomba de sddio, pois € ao nivel do rim que a atividade da mesma é
mais elevada. Na literatura esta descrita uma menor afinidade de ATP e maior afinidade para
com os catides Na* e K* para a isoenzima o1p1 renal, em comparagdo com as isoformas o2
e a3 do tecido neuronal. J4 em tecido adiposo de rato, foi descrito que a isoforma al
apresenta um valor de constante de Michaelis, K., para os ides Na" trés vezes menor do que
0 da isoforma a2 (J Lytton 1985; Jonathan Lytton, Lin, and Guidotti 1985).

Shyjan, et al., descreveram outras diferencas ao nivel das propriedades enzimaticas
da Na,K-ATPase, a partir da glandula pineal, na qual a afinidade para ides Na" relativamente
a isoenzima a3B2 ¢ superior a da isoenzima alB1 renal (Shyjan et al. 1990).

Apesar dos varios estudos sugerirem diferencas quanto as propriedades enzimaticas
das isoenzimas da Na,K-ATPase, verificam-se no entanto varias discrepancias nos
parametros cinéticos ja publicados, os quais conferem algumas incertezas quanto as
caracteristicas funcionais das isoenzimas da bomba. Ainda assim, é possivel sumarizar de
uma forma geral os parametros cinéticos das isoenzimas da Na,K-ATPase de rato, expressas
no sistema heterdlogo de células de insetos (Uteis pois expressam uma baixa concentracdo de
unidades da bomba nativas), tal como esta descrito na tabela seguinte (Tabela 1) (Blanco
and Mercer 1998).



Tabela 1: Caracteristicas cinéticas das isoenzimas da Na,K-ATPase de rato expressas em células Sf-9 de inseto.

Os valores sdo expressos pelas médias + SE; Km: Afinidades aparentes (Kos) e Ki: Constante de inibigao, foram calculados a partir
de parametros de curvas de dose-resposta da atividade da Na,K-ATPase para os efetores indicados, por comparagdo com a
isoenzima a1B1 nativa a partir do rim (Adaptado de: Blanco and Mercer 1998).

- acao po a A acao po - acao por ATP DICA0 PO DICao pPo

0 0 Ouaba
alp1 nativa 175+0.4 21407 0.32 +0.04 9.8+0.9X10°
alpl 16.4+0.7 1.9+0.2 0.46 +0.10 43+19X10° 1.0+0.2X 10*
a2pl 12405 36+0.3 0.11 +0.01 1.7+01X 107
a2p2 8.8+1.0 48+04 0.11+£0.02 15+0.2X 107 73+46X10°
a3pl 279+13 53+0.3 0.09 +0.01 31+03X10°
a3p2 17.1+1.0 6.2+0.4 0.07 £0.02 47+04X10°8 1.9+1.0X10°

Através da analise dos parametros cinéticos das isoenzimas da Na,K-ATPase para
rato expressas em células de insetos, é possivel observar que a afinidade aparente para Na*
varia do seguinte modo:

*a2B2 > a2l > alBl = a3B2 > a3p1.

Por sua vez, a afinidade aparente para K* varia de acordo com a seguinte sequéncia:
*alBl > a2l = a2p2 > a3p1 = a3p2.

Através da ativacdo por ATP, as isoformas o2 e a3 parecem exibir valores de K
equivalentes, os quais sdo cerca de 4 vezes mais baixos do que os apresentados para a
isoenzima alfl. No entanto, é de realcar que a diferenca cinética mais evidente entre as
isoenzimas corresponde a inibicdo da bomba através da ouabaina, sendo as isoenzimas o331
e a3B2 as que exibem maior sensibilidade a ouabaina, ao passo que as isoenzimas a2f1 e
a2p2 exibem uma sensibilidade intermédia e a isoenzima a1f31 uma baixa sensibilidade para
a mesma. Curiosamente, a isoenzima de rato a1p1 expressa em células de inseto é cerca de 2
mais vezes mais sensivel e a a331 aproximadamente 20 vezes menos sensivel a ouabaina do
que a enzima nativa.

Esta diferenca de sensibilidade entre a isoenzima nativa e a expressa pela Na,K-
ATPase pode ser um resultado de diferentes ambientes lipidicos, um outro fator de regulagéo
da bomba. Alternativamente, a sensibilidade para a ouabaina pode ser influenciada pela
subunidade y ou pela estrutura oligomérica da subunidade o (Blanco and Mercer 1998).




1.1.3. REGULACAO DA NA,K-ATPASE

A heterogeneidade estrutural que caracteriza a Na,K-ATPase ndo representa uma
redundancia simples, no entanto, contribui para um esclarecimento evolutivo da distribuicéo
da mesma e, consequentemente da sua diversidade funcional de acordo com os tecidos nos
quais esta se expressa. Por isso, € coerente que 0s mecanismos reguladores da bomba
tenham desenvolvido um ajuste entre a sua expressdo e atividade de acordo com as
necessidades de cada celula sob vérias condicGes fisioldgicas e patoldgicas (Blanco and
Mercer 1998).

Deste modo, o esclarecimento e compreensdo do modo como varia a atividade da
Na,K-ATPase é extremamente relevante, pois a sua atividade contribui de modo geral para o
controlo do pH celular, equilibrio osmético e, consequentemente para a manutencdo do
volume celular, bem como, para o transporte de Na’ acoplado a nutrientes, tais como,
aminoacidos e vitaminas em todas as células. A regulacdo desta proteina considera-se assim
crucial e determinante para 0s processos nos quais esta intervém, de modo a que esta
desempenhe adequadamente as suas funcdes de housekeeping, bem como funcbes mais
especificas nos diferentes tecidos (Sweeney and Klip 1998).

S8o véarios 0os mecanismos pelos quais é modulada a atividade da Na,K-ATPase,
nomeadamente pela modulacdo do nimero de moléculas de enzima presente na membrana
plasmatica, regulacdo a longo termo, ou pela regulacdo da atividade desta ao nivel da
superficie celular, regulacéo de curto termo (Blanco and Mercer 1998).

Quanto a regulacdo a longo termo considera-se que, de acordo com as diferentes
exigéncias ao nivel de cada tipo de tecido, a Na,K-ATPase exibe entdo diferentes
concentracdes nos diferentes tecidos, estando descrito que a sua concentracdo € cerca de
160.000 vezes menor em eritrocitos relativamente a concentracdo que esta apresenta no
cortex cerebral. E coerente que a concentracdo da Na,K-ATPase e consequentemente, a
atividade da bomba, seja muito superior em tecidos excitaveis ou contracteis, nomeadamente
no cortex cerebral e coracio, pois estes estdo associados a fluxos passivos de Na* e K™ muito
superiores, quando comparados com aqueles que ocorrem, por exemplo, nos eritrocitos
(Clausen 1998).

A longo prazo, destacam-se ainda altera¢fes na transcricdo do gene, na tradugéo do
gene ou degradacao da proteina (Sweeney and Klip 1998). Esta regulacdo é frequentemente

resultado de alteracGes da taxa de sintese da Na,K-ATPase, destacando-se que alteragdes do



sistema endadcrino e do estado eletrolitico celular, atividade fisica e insuficiéncia cardiaca
estdo associadas a diferentes concentracdes da Na,K-ATPase em musculo esquelético e
miocardio humano (Clausen 1998).

Na regulacéo a curto prazo, destaca-se a regulacao pela disponibilidade de substratos,
pela acdo de moléculas reguladoras endogenas ou exogenas, por fosforilacdo/desfosforilacdo
ou ainda por alteragdes na velocidade de translocacdo das subunidades para a membrana
plasmatica (Blanco and Mercer 1998; Clausen 1998).

E ainda importante destacar que a atividade da Na,K-ATPase esta sob controlo de
uma grande variedade de mensageiros intracelulares capazes de modular a funcdo das
isoenzimas particulares de uma forma especifica. As proteinas cinase A (PKA) e cinase C
(PKC), por exemplo, provocam a fosforilagdo especifica das isoformas al, a2 ¢ a3 em
diferentes locais podendo contribuir para estratégias de regulacdo especificas que podem ser
importantes na funcdo da bomba e respetiva adaptacdo as necessidades de cada célula
(Blanco and Mercer 1998).

A fosforilacdo da isoforma al pela PKA tem lugar no residuo Ser’®

numa regido
citoplasmatica altamente conservada, entre o 8° e o 9.° segmento transmembranar,
parecendo este residuo aminoacidico estar envolvido na fosforilacdo de diferentes isoformas,
nomeadamente ol ¢ a3, pela mesma proteina cinase. J& um estimulo da PKC provoca uma
diminuicdo da atividade da bomba, descrita em o2B1 e o3p1, a qual sugere que a
fosforilacdo de outros residuos de Serina, além dos mais bem descritos, Ser'® e Ser®®, possa
ocorrer dentro do mesmo dominio da proteina nestas isoenzimas.

Por exemplo, a ativagdo especifica das isoenzimas a3f1, concomitante com a
inibicdo das outras duas isoenzimas da bomba, pode levar a subtis variagcdes dos gradientes
ionicos de Na" e K' e, consequentemente, a alteragbes do potencial de membrana e
excitabilidade celular, fendbmenos estes particularmente importantes nas células neuronais,
onde predomina a expressao da isoforma a3 da Na,K-ATPase. Assim, a atividade da bomba
pode ser regulada diretamente, a qual proporciona uma répida adaptacdo das funcdes da
Na,K-ATPase de acordo com o tipo de tecido em questdo (Blanco and Mercer 1998).

Até este ponto fez-se uma descri¢do da regulacdo da bomba de sodio a curto e longo
termo, no entanto, alguns fatores atuam em ambos os tipos de regulacdo, nomeadamente 0s
esteroides cardiotonicos e a insulina.

Os esteroides cardiotonicos (CTS), que se dividem em duas familias, os
cardendlidos, como a digoxina e a ouabaina, e os bufadiendlidos, tal como a

marinobufagenina (MBG), s&o ligantes extracelulares extremamente seletivos e 0s mais bem
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caraterizados que se ligam a Na,K-ATPase. Originalmente descobertos como constituintes
de plantas e toxinas de anfibios, sabe-se hoje que os CTS sdo também importantes devido a
sua funcdo enquanto reguladores enddgenos em mamiferos (Fontana et al. 2013; Kathleen J
Sweadner 2008).

A ouabaina, que é talvez, o CTS mais bem estudado, liga-se a subunidade o do lado
extracelular da bomba de sodio, na cavidade do dominio transmembranar na interface
constituida por seis segmentos transmembranares aM1-6 (Fontana et al. 2013). A sua
afinidade relativamente a Na,K-ATPase € maior quando a enzima se encontra fosforilada, no
entanto, a sua ligacdo pode ocorrer em todos 0s seus estados conformacionais (Yatime et al.
2011).

A ouabaina enddgena, em concentracdes muito baixas, insuficientes para inibir a
Na,K-ATPase, desencadeia, em células intactas, sinalizacdo intracelular, apos ligacdo a
bomba e, consequentemente, ocorre uma amplificacdo do trafego intracelular de
transportadores ionicos, incluindo da prépria bomba de sédio, o que pode, eventualmente,
resultar num aumento da sua atividade (Kathleen J Sweadner 2008).

Esta regulacdo afeta assim a distribuicdo e funcdo da bomba de sodio através da
ligacdo de varias proteinas aos diferentes motivos funcionais dos seus trés dominios,
envolvidos na interacdo com outras proteinas, recetores e moléculas de sinalizagdo (Figura
4), nomeadamente a proteina tirosina cinase (Src), fosfolipase C (PLC), fosfoinositideo-3-
cinase (PI3K), recetor do IP3 (IP3R), anquirina, aducina e caveolinas (Liu and Xie 2010). Da
interacdo direta e constitutiva do dominio N da isoforma al da Na,K-ATPase com o
dominio cinase da Src resulta a formacdo de recetores funcionais para os CTS, complexo
este que é mantido num estado inativo. Este estado € alterado ap0s a ligacdo da ouabaina, a
qual promove entdo a ativacdo do complexo Na,K-ATPase/Src e subsequentemente a
fosforilagcdo em residuos de tirosina em mudltiplas proteinas. Consequentemente ha uma
transativacdo do recetor do fator de crescimento epitelial (EGF-R) e, subsequente, ativacao
das vias de sinalizacdo a jusante do mesmo, nomeadamente, do PI3K, da PLC/PKC e da
cinase regulada por sinais extracelulares 1/2 (Erk 1/2), aspetos ja descritos em células
tubulares proximais renais e de musculo liso (Fontana et al. 2013; Liu and Shapiro 2007).
Esta sequéncia de eventos é conhecida como a hipotese do signalossoma, correspondente a
ativacdo dos processos de transducdo de sinal associados as mdltiplas vias representadas na

Figura 4.
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Figura 4: Representacgdo esquematica do processo de transducio de sinal mediado pela ligagdo de CTS a Na,K-
ATPase - hipdtese do signalossoma da Na,K-ATPase.

0 signalossoma é ativado por ligacio da ouabaina endégena a Na,K-ATPase (NKA) que se encontra em invaginag¢des da membrana
plasmatica ricas em caveolina (caveolae) e noutros elementos celulares que lhe estdo associados, sendo desencadeados processos
de transducdo de sinal através de miltiplas vias. Recetor do fator de crescimento epitelial (EGF-R); Proteina cinase C (PKC);
Fosfoinositideo-3-cinase (PI3K); Proteina tirosina cinase (Src); Fosfolipase C (PLC) (adaptado de: Xie and Cai 2003).

E ainda de referir que a Na,K-ATPase e o IP;R podem formar um microdominio de
sinalizacdo que provoca oscilacdes de Ca*. Mais tarde, foi demonstrado que a anquirina,
que se liga com a extremidade N-terminal da bomba e IP3R, atua como uma proteina
estabilizante de suporte estrutural dentro deste microdominio de sinalizacdo. Ha ainda
evidéncias que apontam para um efeito protetor do tecido através das oscilacdes de Ca*
durante a programacdo do desenvolvimento adverso e apds a exposicdo as toxinas
bacterianas (Fontana et al. 2013).

Além dos CTS, também a insulina induz uma regulacdo a curto e longo prazo da
Na,K-ATPase (Figura 5), sendo esta uma hormona extremamente importante no controlo
do transporte e metabolismo de glucose, assim como na absorcio de K' e,
consequentemente, na concentracdo deste ido no plasma (Chibalin 2007).

O masculo esquelético é considerado como um dos mais importantes tecidos alvo da
insulina e como tal, um dos primeiros efeitos desta hormona a ser descrito na literatura é
precisamente a diminuigdo da concentracdo de K™ extracelular (Chibalin 2007). Além disso,
destaca-se a translocacgéo das subunidades da bomba a partir de um local de armazenamento

intracelular na membrana plasmatica em resposta a insulina no musculo esquelético, efeito
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este que corresponde a um dos principais mecanismos de regulacdo da atividade da Na,K-
ATPase (Sweeney and Klip 1998).

Por outro lado, a insulina pode ainda aumentar o influxo de Na®, através da
estimulacio do co-transporte Na/K/2Cl ou através de canais de Na*, apesar do aumento da
[Na']; por si s ser suficiente para aumentar a atividade de Na,K-ATPase, aspeto pouco

claro em adipocitos (Sweeney and Klip 1998).
H‘Q‘
Na#
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f% : q Hepatocitos ‘ ) .
i
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k* Na'

3T3-L1 Adipocitos
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sensilidade/afinidade
ao [Na']i
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Insulina \ *NKA )

NKA
. Translocacdo
Fosforilacao/Desfosforilacio
(Rim)
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NKA M) »E Estabilidade mRNA
NKA
\_/ Expressio das
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Figura 5: Mecanismos de regulacdo da Na,K-ATPase (NKA), mediada pela insulina - Ativagdo pela concentragio

intracelular de Na+ ([Nat]i), aumento da sensibilidade/afinidade a [Na+];, fosforilacdo/desfosforilagcdo e biossintese
da NKA.

(Adaptado de: Sweeney and Klip 1998).
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Uma outra forma de regulacéo consiste na fosforilacdo da Na,K-ATPase, a qual esta
muito bem descrita através da acdo de cinases, tais como a PKA e PKC, ou por agonistas, 0s
quais estimulam a atividade da bomba in vivo, mas também pela insulina. As alteracGes por
fosforilacdo podem, causar alteracfes conformacionais que poderiam potencialmente alterar
a afinidade da bomba para com um ou mais dos seus substratos. Alternativamente, as
alteracbes nos estados de fosforilagdo podem alterar o volume catalitico das varias
subunidades e, por isso mesmo, pode prever-se que esta tenha a capacidade de controlar a
taxa de internalizacdo das subunidades e subsequentemente a sua degradacdo (Chibalin
2007; Sweeney and Klip 1998).

A insulina é também capaz de regular a Na,K-ATPase, atraves do efeito anti-
natriurético desta hormona a nivel renal. Feraille et al. (1992), demonstraram que ao nivel
do tubulo convoluto proximal de rato, bem como, no tdbulo coletor cortical, ocorre a
estimulacdo da bomba por acdo da insulina neste tecido, a qual ndo é mediada por alteracfes
da [Na'];, por translocacdo das subunidades ou por alteracdes da atividade hidrolitica da
Na,K-ATPase. Em vez disso, a insulina parece aumentar a sensibilidade da bomba ao Na*, o
que é evidenciado pela diminuicdo da constante de dissociacio do local de ligacio de Na*
(Sweeney and Klip 1998).

A regulacdo a longo termo pela insulina a nivel celular culmina num controlo
adicional emergente da bomba de sddio, a qual inclui mudangas nos niveis de expressao do
gene. O tratamento a longo prazo de fibroblastos 3T3-L1 com insulina induz um aumento
dos niveis de mRNA da isoforma a2 e uma diminuicdo dos de mRNA da isoforma B1
(Russo and Sweadner 1993). Do mesmo modo, em células do musculo liso vascular, o
mRNA da isoforma a2 € seletivamente regulado por niveis elevados de insulina, sem
alteracbes no mMRNA da isoforma mais abundantemente expressa, a isoforma al (Tirupattur
et al. 1993).

1.2. A NA K-ATPASE NOS DIVERSOS TECIDOS
1.2.1. TECIDO NERV0SO
1.2.1.1. FISIOLOGIA DO TECIDO NERVOSO

O sistema nervoso, do ponto de vista anatomico, divide-se em Sistema Nervoso

Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP). Do ponto de vista funcional divide-se
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em Sistema Nervoso Somatico, envolvido nas funcdes voluntérias, e Sistema Nervoso
Auténomo, exercendo controlo sobre muitas fun¢des involuntérias (Kierszenbaum 2007).

O SNC é constituido, em termos genéricos pelo cérebro, cerebelo e espinal medula,
encontra-se revestido pelas meninges (pia-mater, aracnoide e dura-mater) e esta protegido
pela estrutura déssea do cranio e da coluna vertebral. O SNP é constituido pelos nervos
cranianos, nervos raquidianos e recetores sensoriais. O SNC é constituido por neurdnios
(condugdo de impulsos), células da glia (suporte e nutricdo) e vasos sanguineos.
Histologicamente todo o sistema nervoso consiste em varia¢des no arranjo dos neuronios e
dos seus tecidos de sustentacdo. No SNC ha uma certa separacdo entre os corpos celulares
dos neuronios e os seus prolongamentos. Isto faz com que sejam reconhecidas no cérebro e
na espinal medula duas porgdes distintas, denominadas substancia cinzenta (SC) e
substancia branca (SB), assim chamadas porque mostram essas coloragfes quando
observadas macroscopicamente. A SC é formada principalmente por corpos celulares de
neurdnios e células da glia, contendo também prolongamentos de neurénios. A SB ndo
contém corpos de neuroénios, sendo constituida por prolongamentos dos neurdnios e pelas
células da glia. A sua cor deriva da presenca de grande quantidade de mielina
(Kierszenbaum 2007; Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

O cérebro, um dos constituintes do SNC, estd contido dentro do créanio, o qual é
responsavel pela protecdo deste. O SNC em conjunto com o SNP constituem o sistema
nervoso. Dos componentes basicos do SNC destacam-se 0s neurénios e a glia (astrocitos e
oligodendrdcitos), ao passo que o SNP inclui as células de Schwann e as células satélite
(Kierszenbaum 2007).

O cortex cerebral, o qual corresponde a camada mais externa do cérebro dos
vertebrados, rico em neurénios, no ser humano, ocupa um volume de cerca de 600 cm?® e tem
uma area superficial de cerca de 2500 cm?. A superficie do cortex cerebral é altamente
contorcida e dobrada, contendo areas protuberantes, conhecidas como giros, separadas por
sulcos (quando se tratam de vales pouco profundos) ou fissuras (se menos profundos). Esta
irregularidade aumenta grandemente a area superficial do cortex que pode encaixar-se no
limitado volume que este apresenta dentro do cranio (Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

O cortex cerebral pode ser dividido em dois hemisférios, o hemisfério direito e
esquerdo e, consequentemente subdividido numa série de I6bulos, incluindo o I6bulo frontal,
parietal, temporal e occipital, como se pode observar na figura seguinte (Figura 6).

O lobulo frontal, responsavel pelo pensamento, memdria € comportamento, e 0

I6bulo parietal, responsavel pela linguagem e sensibilidade ao tato, sdo separados pelo sulco
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central, os quais, por sua vez sdo separados do lébulo temporal pela fenda lateral, sendo este
ultimo responsavel pela audicdo, aprendizagem e emocdes. O l6bulo occipital, principal
responsavel pelo processamento visual, e o l6bulo parietal sdo separados pela fissura
parietoccipital. Dentro da fissura lateral encontra-se um outro I6bulo, a insula. O I6bulo
limbico é formado pelo cértex na face medial do hemisfério, que faz fronteira com o tronco

cerebral (Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

Lébulo frontal — Lébulo parietal

Lobulo occipital

Cerebelo

Loébulo temporal
Tronco cerebral

Figura 6: Organizacdo do cérebro nos diferentes I6bulos.
(Adaptado de: http://www.macmillan.org.uk/Cancerinformation/Cancertypes/Brain/Aboutbraintumours/Thebrain.aspx).

O sistema nervoso é composto por células, tecido conjuntivo e vasos sanguineos. Os
principais tipos de células sdo os neurdnios (células nervosas) e as células da glia.

Os neurdnios sdo anatomica e fisiologicamente especializados na comunicacdo e
sinalizacéo, propriedades que sdo fundamentais para o funcionamento do sistema nervoso. A
neurdglia, tradicionalmente designada por células gliais, é caracterizada pela sua funcéo de
suporte, destacando-se que estas células sustentam os neurdnios, metabdlica e fisicamente,
além de garantirem também o isolamento dos neurénios, uns relativamente aos outros, bem
como, a manutengdo do meio interno do sistema nervoso (Bruce M. Koeppen and Stanton
2009).

Os neurdnios apresentam uma constituicdo tipica (Figura 7), a qual consiste num
corpo celular, ou soma, num numero varidvel de dendrites e num axonio, que se estende a
partir da soma. O corpo celular do neurénio contém o ndcleo e o nucléolo da célula e
também possui um aparelho biossintético muito bem desenvolvido para a producdo de
componentes membranares, enzimas sintéticas entre outras substancias quimicas necessarias

para as funcdes especializadas das células nervosas (Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).
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Figura 7: Esquema da constitui¢do tipica de um neurdnio.
(Adaptado de: http://umaquestaodecerebro.blogs.sapo.pt/2009/01/).

Tal como todas as células do nosso organismo, também os neurdnios apresentam um
potencial elétrico, resultante da diferenca de concentracdo das varias espécies idnicas de
cada um dos lados da membrana. E ao nivel das concentragdes idnicas intra e extracelulares
que intervém variadas bombas, transportadores e canais existentes na membrana plasmatica,
dos quais se destaca a Na,K-ATPase que utiliza a energia resultante da hidrélise de ATP
para o transporte idénico contra um gradiente de concentracdo (Ashcroft 2000).

Assim, uma entrada de corrente é capaz de produzir uma despolarizacdo das
membranas de células excitaveis, suficiente para despoletar um potencial de membrana
limite, o qual gera um potencial regenerativo, designado por potencial de a¢do (Figura 8),
no qual interagem duas correntes elétricas principais, a corrente dependente da voltagem de
Na®, responsavel pela subida do potencial de acdo, e de K, responsavel pela descida desse
mesmo potencial (Ashcroft 2000; Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

A despolarizagdo, que causa uma ativacdo inicial dos canais de Na* dependentes de
voltagem, seguida pela ativacdo dos canais de K dependentes de voltagem, despolariza
completamente a membrana e o potencial de membrana inverte de negativo para positivo. O
potencial de agdo seguidamente retorna para o potencial de membrana de repouso quase tdo
rapidamente como decorreu a despolarizagdo, na medida em que a corrente resultante induz
um decrescimo do potencial de membrana, aproximando-se este do valor do potencial para o
potassio (Ashcroft 2000; Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).
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Figura 8: Representacdo da condugdo do potencial de agdo.
A: Componentes do potencial de agdo em fungdo da voltagem ao longo do tempo (ms: milissegundos; mV: milivoltes; RMP:
Potencial de Repouso da Membrana); B: Variacdo do potencial de agdo em fungdo da voltagem, condutancia e corrente ao longo do
tempo (gna, gk: Condutdncia de Na*e de K*, respetivamente; Ina, Ik: Corrente de Na*e de K+ respetivamente; ns: nanosegundos; nA:
nanoamperes) (Adaptado de: Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

Uma vez que os canais de K* dependentes de voltagem demoram algum tempo a
fechar, pode observar-se transitoriamente um decréscimo do potencial de membrana até
valores inferiores ao do potencial de repouso, produzindo-se assim uma hiperpolarizagdo. A
despolarizacéo do potencial de acdo tem uma duracdo de 1 a 2 ms., mas a hiperpolarizacao
pode persistir durante alguns 100 ms., dependendo do tipo especifico de neurdnios (Bruce

M. Koeppen and Stanton 2009).

1.2.1.2. PAPEL DA NA,K-ATPASE NA FISIOLOGIA DO TECIDO NERV0S0

O papel da Na,K-ATPase nos neurdnios € particularmente importante na manutencao
dos gradientes ionicos de Na* e K", funcdo que € crucial apds o desencadeamento de varios
potenciais de acdo na propagacdo do impulso nervoso, na manutencdo do potencial de
membrana em repouso e na homeostasia do volume celular. Além do papel da bomba nos
neurdnios, esta é também essencial nas células gliais, na medida em que, em situacdo de
hipoxia e isquemia, os astrocitos exercem uma funcdo protetora do sistema nervoso,
aumentando o tempo de vida dos neuronios, de acordo com a literatura (Rose, Waxman, and
Ransom 1998).

A protecdo que a Na,K-ATPase confere as células gliais é exercida ao nivel da
libertacdo de lactato, da regulacéo de glutamato extracelular e respetiva concentracao iénica

(Rose, Waxman, and Ransom 1998).
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A nivel dos neuronios, esta descrita a expressdo das isoenzimas alf1, alp2, alp3,
a3B1 e a3B2. J& a nivel da glia, a literatura aponta para a expressao das isoenzimas alfl,
alP2, alB3, a2p1 ¢ a2P2 (Lecuona et al. 1996; Peng, Martin-Vasallo, and Sweadner 1997).

1.2.2. TECIDO HEPATICO
1.2.2.1. FISIOLOGIA DO TECIDO HEPATICO

O figado, a maior glandula do corpo humano, localiza-se no interior da cavidade
abdominal, e as suas funcdes estdo intimamente relacionadas com as dos outros 6rgaos do
sistema gastrointestinal. O figado é considerado como o primeiro local de processamento
dos nutrientes absorvidos e tambeém segrega acidos biliares, desempenhando assim um papel
critico na absorcdo de lipidos da dieta alimentar.

O figado ¢é o 6rgdo metabolicamente mais ativo do nosso organismo, promovendo a
metabolizacdo dos produtos residuais e xenobioticos, convertendo-os nas formas adequadas
para que estes possam ser excretados. Portanto, as principais funcées do figado sdo de uma
forma sucinta: a contribui¢cdo para o metabolismo de todo o organismo, desintoxicacao e
excrecdo de residuos de produtos proteicos e lipidicos (Bruce M. Koeppen and Stanton
2009).

A nivel histologico, o figado, composto por quatro I16bulos mal definidos, € revestido
por uma camada de tecido conjuntivo fina, a capsula de Glisson, a qual esta alinhada com o
peritoneu. Os I6bulos consistem em sinusdides e placas de células parenquimatosas
(hepatdcitos), organizadas radialmente ao redor de uma veia central. Os sinuséides sdo
capilares que ocupam o espaco entre as placas de hepatdcitos. Os hepatdcitos tém funcGes
exocrinas e enddcrinas, as quais correspondem a parte funcional do I6bulo hepatico.

A unidade estrutural e funcional classica do figado € o I6bulo central, no qual é
enfatizada a funcdo endocrina dos hepatdcitos libertando as suas moléculas na veia central
(Figura 9). No conceito dos lobulos acinares é enfatizada a heterogeneidade dos
hepatdcitos, os quais sdo metabolicamente mais ativos quanto mais perto estiverem dos

espacos portais.
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Figura 9: Representagdo esquematica da estrutura de um lé6bulo hepatico.
(Adaptado de: http://medstnews.blogspot.pt/2012_10_01_archive.html).

Nos intersticios de trés ou mais lobulos, ocorrem os espacos (areas) portais. Cada
trato contém um ou mais ramos de uma veia porta, uma artéria hepéatica, um ducto biliar e
um vaso linfatico. Esses varios componentes sdo sustentados por uma estrutura de tecido
conjuntivo. Os componentes da triade portal, incorporado no tecido conjuntivo, sdo
separados a partir do lébulo hepatico através de uma placa de limitacdo de hepatocitos, e
deste modo o sangue da veia porta e da artéria hepatica flui para os sinuséides e é drenado
pela vénula central, sendo que a bilis flui na direcdo oposta, a partir de hepatdcitos para o
canal biliar (Kierszenbaum 2007).

1.2.2.2. PAPEL DA NA,K-ATPASE NA FISIOLOGIA DO TECIDO HEPATICO

Em hepatdcitos, uma infinidade de sistemas de transporte na membrana plasmatica
estdo envolvidos na regulacdo da homeostasia intracelular de ibes, do potencial de
membrana, do pH intracelular e do proprio transporte iénico, os quais sdo dependentes de
um gradiente de Na' e, por isso mesmo, estdo dependentes do papel da Na, K-ATPase, 0
qual é assim essencial também no tecido hepatico (Landmann et al. 1998).

A localizacdo e composicdo da bomba de sédio no tecido hepatico ndo estdo ainda
totalmente esclarecidos, no entanto, todos os autores de uma forma geral descrevem que a
isoforma al existe no figado. J& a existéncia das isoformas da subunidade B parece estar
menos esclarecida, ainda assim, Simon et al., demonstraram que a isoforma B1 esta
localizada na superficie da membrana sinusoidal, indicam ainda que, a al se encontra
presente em ambos os dominios, sinusoidal e apical (Simon et al. 1996). Ainda assim esta

descrito que nos hepatocitos se verifica a expressdo das isoenzimas alfl e alPp3
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(Arystarkhova and Sweadner 1997; Lu and Leffert 1991; Schenk and Leffert 1983; Sun and
Ball 1992).

1.2.3. TECIDO RENAL
1.2.3.1. FISIOLOGIA DO TECIDO RENAL

Os rins, em conjunto com os ureteres emparelhados, a bexiga urinaria e a uretra
constituem em conjunto o sistema urinario. Por sua vez, cada rim tem um cortex, o qual esta
subdividido em cortex exterior e justamedular, e uma medula, subdividida em medula
exterior e interior. Esta Gltima é formada por massas conicas e pirdmides medulares, nas

quais as bases estéo localizadas na jungéo corticomedular.
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Figura 10: Estrutura esquematica de um rim humano.
(Adaptado de: Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

A pirdmide medular, em conjunto com a regido cortical, constituem assim um l6bulo
renal, do qual se destaca a capsula renal, a base deste l6bulo, tal como se pode observar na
Figura 10 (Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

Os limites laterais de cada l6ébulo s&o as colunas renais, denominadas colunas de
Bertin, estruturas residuais que representam a fusdo dos I6bulos primitivos dentro do
blastema metanéfrico. O apice destes termina numa papila de forma conica, a qual por sua
vez, esta rodeada por um calice menor. Cada um dos célices menores converge para formar

os grandes calices, que, por sua vez, formam a pélvis (Kierszenbaum 2007).
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Figura 11: Diagrama do nefrénio.
(Adaptado de: Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

Mais especificamente é de destacar que a unidade funcional dos rins é o nefronio. Os
nefronios sdo tubos ocos compostos por uma camada Unica de células, 0os quais consistem
num corpusculo renal, no qual se inserem os glomérulos capilares e a capsula de Bowman,
num tubulo proximal, na Ansa de Henle, num tabulo distal e num sistema de ductos (Figura
11).

O tubulo proximal forma inicialmente varias bobinas, que posteriormente formam
uma seccao reta, a qual da entdo origem ao proximo segmento da medula, a Ansa de Henle,
que é composta pela parte reta do tubulo proximal, pelo segmento descendente fino, pelo
segmento ascendente fino e pelo segmento ascendente grosso. Na extremidade deste, o
nefronio passa entre as arteriolas aferentes e eferentes do mesmo nefrénio. Esta pequena
seccdo do segmento ascendente grosso € chamada de macula densa.

O tubulo distal comeca a uma curta distancia para além da méacula densa e estende-se
para o cortex, onde dois ou mais nefrénios se juntam para formar uma conduta de recolha

cortical. O ducto coletor cortical entra na medula e divide-se em ducto medular externo e

interno.

1.2.3.2. PAPEL DA NA,K-ATPASE NA FISIOLOGIA DO TECIDO RENAL

A Na,K-ATPase no nefronio é responsavel pelo transporte ativo priméario de metade da

reabsorcdo global de sddio e pelo transporte ativo secundario de uma série de solutos nos
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tdbulos proximais. Esta é particularmente importante na reabsor¢io de Na®, ao nivel do
segmento ascendente da ansa de Henle, do tabulo contornado distal e dos canais coletores.
Nos tlibulos proximais, a bomba transporta cerca de um terco do Na® filtrado que entra na
regido citoplasmatica de baixo potencial eletroquimico através do co-transporte com
glucose, amino&cidos, P;, entre outros, ou por sistemas de anti-porte com Ca* ou protdes,
exercendo assim um papel importante na regulacgéo renal (Arystarkhova et al. 2002; Licking
et al. 1996). A figura seguinte (Figura 12) retrata entéo a influéncia da bomba de sddio no

transporte de solutos nas células renais.
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Figura 12: Esquema representativo da relagdo da Na,K-ATPase com o transporte de solutos em 1: Células do tibulo
proximal; 2: Células do canal ascendente medular; 3: Células do tibulo coletor principal.

Nas células do tibulo proximal, a NaK-ATPase assegura o porte energético de varios co-transportes dependentes de Na*,
nomeadamente, Na*-glucose, Na*-Pi e Na*-aminodcidos. O bicarbonato é reabsorvido na forma de CO2, o qual se difunde através da
membrana luminal da célula, e por co-transporte passivo de HCOs—Na*, através da membrana basolateral. Nas células do canal
ascendente a Na,K-ATPase energiza o co-transporte eletroneutral luminal de Na/K/2Cl. Nas células do tibulo coletor principal, os
gradientes de Na* e Cl- gerados pela bomba de sédio sdo principalmente dissipados através de canais condutores localizados na
membrana plasmatica luminal, promovendo assim a reabsor¢do de Na* e a secrecdo de K* (Doucet 1988).

Ao nivel do tabulo proximal, a Na,K-ATPase € responsavel pelo controlo do volume
das células epiteliais, contribuindo assim para a manutencdo do gradiente eletroquimico
mesmo em situacGes de pressdo osmotica elevada. Do transporte de todos os solutos
representados na figura em (1), sdo os de Na*, glucose, aminoéacidos e P;, os que dependem
indiretamente da bomba na membrana basolateral, devido a necessidade de uma diferenca de
potencial, a qual é entdo assegurada pela Na,K-ATPase (Doucet 1988).

Apesar da ansa de Henle ndo se encontrar representada na figura acima, a distribuicéo
da Na,K-ATPase nesta é uma caracteristica particular do rim de mamifero, destacando-se
que a reabsorcao ativa de NaCl é particularmente importante, pois gera a energia necessaria
para a regulacdo da excrecdo de agua. O gradiente assim gerado nos canais ascendentes é
transmitido aos gradientes de ureia e NaCl na medula interna, através de caracteristicas
especificas de permeabilidade dos tdbulos da ansa de Henle, tibulos convolutos distais e

canais coletores (Jgrgensen 1980).
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Sabe-se que é na zona mais interna da medula externa, que contém 0s canais
ascendentes, que existe uma maior concentragdo de unidades da bomba, entre todos o0s
tecidos de mamifero. No entanto, é nas células epiteliais dos canais ascendentes medulares
da ansa de Henle, que a bomba se encontra em maior quantidade no lado basal (Jgrgensen
1980). A existéncia de canais condutores de CI" e K* nas membranas celulares basolaterais e
luminais, respetivamente, na presenca de uma acumulacdo intracelulares de ambos os ides
de equilibrio acima referidos induz uma diferenca de potencial transepitelial positivo do
limen. Esta voltagem transepitelial é desviada em parte pelo transporte de Na* e CI” ao
longo das juncdes intercelulares condutoras (Doucet 1988).

Nos tubulos distais e canais coletores, o papel da bomba de sddio é mais claro, estando
descrito que esta regula o ajuste final da excrecdo dos ides Na* e K", processo este que
depende de regulacdo hormonal. Assim a Na,K-ATPase tem a funcdo de manter o potencial
de membrana celular, que nestas zonas € negativo relativamente ao lumen, fator
parcialmente dependente da secrecéo de K™ (Doucet 1988; Jargensen 1980).

Sumariamente, no tecido renal, em particular nas células do tabulo renal, esta descrita
a expressdo da isoenzima alfl da Na,K-ATPase (Arystarkhova and Sweadner 1997,
Farman 1996).

1.2.4. TECIDO CARDIACO
1.2.4.1. FISIOLOGIA DO TECIDO CARDIACO

O coracdo é um tubo dobrado, cuja parede endotelial atua como uma bomba
regulada, sendo este 6rgdo o principal determinante da pressdo arterial sistémica. Assim, a
parede cardiaca é constituida por trés camadas, tal como se pode observar na Figura 13:

1. Endocéardio: O qual consiste num revestimento endotelial e tecido conjuntivo
subendotelial.

2. Miocardio: Um sincicio funcional de fibras musculares estriadas cardiacas,
formando trés tipos de musculo cardiaco: muasculo atrial, musculo ventricular e excitatério
especializado e fibras musculares condutivas.

3. Epicardio: Uma superficie de baixa friccdo caracterizada pelo mesotélio em

contacto com o0 espago seroso pericardico.
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O coracao € composto por dois sincicios de fibras musculares: sincicio atrial, o qual
forma a parede dos dois ventriculos, e por tecido fibroso conjuntivo, que cerca as aberturas

valvulares entre os atrios e ventriculos (Kierszenbaum 2007).

) ALY
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Figura 13: Histologia do musculo cardiaco.
(Adaptado de: http://fisiologiahumanainfoco.blogspot.pt/2012/04 /camadas-da-parede-cardiaca.html).

O coragdo tem como principal funcdo bombear o sangue através do sistema
circulatério, a qual é conseguida através da contracdo altamente organizada das células do
musculo cardiaco. Especificamente, as células do musculo cardiaco estdo ligadas entre si
para formar um sincicio elétrico, através das ligacGes elétricas e mecénicas entre as células
do musculo cardiaco adjacente.

Um potencial de acdo iniciado numa regido especializada do coracao é, assim, capaz
de passar rapidamente ao longo do coracédo, de modo a facilitar a contragéo sincronizada das
células do musculo cardiaco, sincronizacdo que é extremamente importante para 0 bombear

do coracgdo (Bruce M. Koeppen and Stanton 2009).

1.2.4.2. PAPEL DA NA,K-ATPASE NA FISIOLOGIA DO TECIDO CARDIACO

A Na,K-ATPase tem ainda um importante papel na reposicdo dos gradientes de Na* e
K*, no tecido muscular, apds o desenvolvimento de um potencial de agdo, o que
consequentemente contribui para a manutencdo do potencial de membrana, tal como foi ja

descrito para o tecido nervoso. O gradiente eletroquimico desenvolvido afeta
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consequentemente a translocacdo de Na‘/Ca®*, importante na extrusdo de Ca** do meio
intracelular, de Na*/H", importante na manutencdo do pH citoplasmatico, bem como, ao
nivel do co-transporte de Na'/K*/CI e de Na'/glucose, indispensavel a atividade contractil
(Clausen 1998).

Assim sendo, em suma, a corrente gerada pela bomba tem efeitos diretos sobre a
atividade elétrica do musculo cardiaco, na medida em que pequenas variagdes nesta corrente

alteram drasticamente a duracdo do potencial de acao.
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Figura 14: Diagrama esquematico do movimento do calcio no acoplamento excitagdo-contragio do musculo
cardiaco.

0 influxo de Ca?+, a partir do liquido intersticial, durante a excitagdo provoca a libertagdo de Ca2* do reticulo sarcoplasmético (RS).
0 Ca?* citosolico livre ativa a contragdo dos miofilamentos durante a sistole, ao passo que, no relaxamento cardiaco, na diastole,
ocorre como um resultado da absorg¢do de Ca2* pelo RS, por extrusdo de Ca?* intracelular, através do anti-portador 3Na+*-1Ca%*, num
grau limitado pela bomba de Ca?*-ATPase. Legenda: BR: Recetor B-adrenérgico; cAMP-PK: proteina cinase dependente de cAMP.

A atividade da Na,K-ATPase ¢ alvo da acdo de glicésidos cardiacos, por exemplo, 0s
quais provocam uma inibicdo da mesma (Figura 14). O gradiente eletroquimico da
membrana no seré4 suficiente para ativar a trocadora Na‘/Ca*, ap6s a sua inibicdo pelos
glicosidos cardiacos, 0 que leva a que uma parte do célcio nédo seja expelida para o exterior
da célula, tal como deveria de ocorrer, e seja assim armazenado ao nivel do reticulo
sarcoplasmaético, de forma que, na ocorréncia de nova despolarizacdo, o excedente de célcio

libertado dara origem a um aumento da forga contractil (Clausen 1998).
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No musculo cardiaco, nomeadamente em midcitos, destaca-se a expressao das
isoenzimas alfB1, alB2, alP3, a2PB1, a2p2, a2P3, a3p2, bem como, o3B3 (Arystarkhova and
Sweadner 1997; Nakagawa, Qiao, and Asano 1990; Shamraj, Melvin, and Lingrel 1991;
Wang et al. n.d.).

1.3. ANAK-ATPASENA DT2
1.3.1.DT2

A hiperglicemia é, sem duvida, a anomalia metabdlica mais evidente e que, até hoje,
tem sido utilizada para diagnosticar e caracterizar a diabetes (Holt et al. 2011), uma doenca
cronica cada vez mais frequente na nossa sociedade, para a qual a prevaléncia aumenta com
a idade, atingindo ainda assim ambos o0s sexos e todas as idades (Gardete Correia et al.
2012). Esta patologia compreende um grupo heterogéneo de distlrbios caracterizados pela
hiperglicemia tanto em jejum, como no estado pds-prandial, consoante os quais diferem as
varias etiologias da diabetes. Apesar das vérias etiologias, destacam-se duas em particular,
do ponto de vista metabdlico, as quais diferem do grupo de deficiéncia de insulina presente,
a diabetes mellitus tipo 1, DT1, e a diabetes mellitus tipo 2, DT2 (Holt et al. 2011).

Na DT2, apesar do pancreas enddcrino ter capacidade de produzir, segregar e manter
em circulacdo concentragbes de insulina, estas sdo inadequadas e insuficientes face as
concentracdes de glucose no organismo. Assim, a DT2 caracteriza-se pela inadequada acao
da insulina, insuficiente secrecdo da mesma, ou ambos (Holt et al. 2011).

Esta € uma patologia multifatorial, para a qual contribuem fatores como a obesidade,
alimentacdo inadequada, inatividade fisica, envelhecimento, insulinorresisténcia, historia
familiar de diabetes, ambiente intrauterino deficitario, etnia, entre outros (Gardete Correia et
al. 2012).

Além das imensas causas que podem contribuir para o seu desenvolvimento, também
extremamente preocupantes sdo as muitas consequéncias que a sua evolucdo despoleta, as
quais afetam com o tempo muitos drgaos e tecidos do paciente. Estas consequéncias derivam
essencialmente de uma elevada concentracdo de glucose no sangue, que afetam de um modo
geral diversos orgaos, mas principalmente, os rins (nefropatia), olhos (retinopatia), nervos
periféricos (neuropatia), sistema vascular (doenca vascular periférica e cerebral) e coragédo

(doencga coronaria), as quais podem levar a amputagéo de certos membros (como por ex.: pé
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diabético), ou serem mesmo fatais com a evolucdo da patologia (Gardete Correia et al.
2012).

Face ao desconhecimento dos mecanismos moleculares subjacentes a DT2, € assim
de extrema importancia que se proceda ao estudo das alteracdes que os principais 6rgaos
afetados por esta patologia destacados anteriormente apresentam, as quais podem ou nao
dever-se a alteracdes da atividade/expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase.

Na DT2 os principais defeitos fisiopatologicos sdo a insulinorresisténcia no musculo
e figado e a faléncia da célula B-pancreatica, mas ndo menos importante é o aumento da
lipolise no tecido adiposo, 0 aumento da reabsorcdo de glucose a nivel renal, bem como, a
insulinorresisténcia no cérebro. No figado, a insulina inibe a glicogendlise e a
gluconeogénese e, portanto, deste modo promove um aumento da formacdo de glicogénio.
No tecido hepatico a insulinorresisténcia provoca entdo um aumento da producdo hepatica
de glucose enddgena (Holt et al. 2011).

No musculo a insulinorresisténcia manifesta-se por captacdo de glucose diminuida
num estado pos-prandial e resulta em hiperglicemia também neste estado. A insulina
estimula ainda o transporte de glucose e 0 seu armazenamento como glicogénio, bem como,
a atividade do ciclo dos acidos tricarboxilicos.

Contrariamente aos dois tecidos anteriormente descritos, as células B-pancreéticas
séo capazes de aumentar a secrecdo de insulina de modo a compensar a insulinorresisténcia.
No entanto, com o tempo, a faléncia das células p-pancredticas agrava-se e,
consequentemente ocorre um aumento dos niveis de glucose no plasma, no estado pds-
prandial. A concentracdo de glucose no plasma, em jejum, aumenta, com o0 aparecimento de
diabetes evidente (Defronzo 2009).

Coletivamente, a insulinorresisténcia no masculo e a faléncia de células hepaticas e
células B tém sido referidos como o trio da DT2. Além deste trio, destacam-se também os
adipdcitos, os quais contribuem para 0 conhecido quarteto “desarmonioso”, na patogénese
da DT2. Cronicamente ha um aumento dos niveis de acidos gordos livres, FFA, no plasma
estimulando a gluconeogénese, induzindo insulinorresisténcia hepatica e muscular, a qual
prejudica a secrecdo de insulina, sendo estas alteragdes traduzidas na lipotoxicidade. Quando
a capacidade de armazenamento dos adipdcitos é excedida, é ao nivel dos musculos, figado e
células B que se verifica um armazenamento lipidico excessivo, promovendo a
insulinorresisténcia do tecido muscular e hepatico, mas também em células lisas vasculares

arteriais, e consequentemente uma aceleracao da aterosclerose (Defronzo 2009).
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Além destes, destacam-se ainda os rins. E descrito na literatura que, tanto para
modelos animais da DT1 e DT2, a capacidade maxima tubular de reabsorcdo renal, Tm,
aumenta com o aumento da glucose. Portanto, o rim apresenta uma resposta adaptativa por
forma a conservar a glucose, essencial aos gastos energéticos do cérebro e de outros tecidos
neurais. Assim, em pacientes diabéticos verifica-se que o rim conserva a glucose, em vez de
a excretar através da urina e, com 0 tempo, este 6rgdo tende a reabsorver a glucose,
resultado de um aumento absoluto na capacidade de reabsorcédo renal de glucose (Defronzo
2009).

Estudos realizados por Obici, et al., em roedores também forneceram evidéncias ao
nivel da insulinorresisténcia cerebral, de que esta parece conduzir a um aumento da
producdo hepética de glucose, HGP, e reduzir a absorcdo da glucose muscular (Obici et al.
2001, 2002).

A insulinorresisténcia, mesmo quando presente em individuos ndo diabéticos, é
caracterizada ndo so6 por alteracdes na homeostase de glucose, mas também pela deficiéncia
na regulagdo de insulina, do metabolismo lipidico e do &cido urico, da funcdo vascular, da
hemostase e coagulacdo. Estas consequéncias, reconhecidas clinicamente pela sindrome
metabolica, estdo associadas com muitos componentes que podem potencialmente ser
modificados para evitar a aterosclerose prematura e doengas cardiovasculares, a principal
causa de mortalidade excessiva em pacientes com DT2 (Holt et al. 2011).

A insulinorresisténcia pode entdo ter origem principalmente em fatores genéticos e
fatores ambientais (Holt et al. 2011), mas esta por si s6 ndo implica o aparecimento da
diabetes, ainda assim contribui como um fator de stress ao qual as células j se submetem e
que, consequentemente levaram a uma progressiva faléncia destas mesmas células, seguida
de um aumento da glicemia, inicialmente num estado pos-prandial e posteriormente mesmo

em jejum, despoletando esta situacao o desenvolvimento da DT2 (Defronzo 2009).

1.3.2. EVIDENCIAS DE ALTERACOES DA NA,K-ATPASE DESCRITAS NA DT2

A problematica deste trabalho destaca-se pela importancia que este estudo das
alteracbes, quer de atividade, quer de expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase, num
modelo animal ndo obeso da DT2, podera constituir para uma futura clarificacdo e
compreensdo da patologia e da forma como a regulacdo desta bomba ¢ afetada em pacientes

diabéticos, visto ser este 0 Unico modelo em que permite a avaliacdo de alteracGes a nivel
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celular e molecular, as quais podem contribuir para o conhecimento/esclarecimento dos

mecanismos subjacentes a referida patologia, e futuramente levar ao desenvolvimento de

estratégias de prevencdo e diagnostico ou até mesmo ao desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos.

Este estudo pretende assim complementar a literatura até a data publicada, na qual

estdo registados diferentes tipos de alteracdes na Na,K-ATPase, associadas a diabetes, mas

maioritariamente em modelos de diabetes induzidos quimicamente, os quais sdo “modelos”

ndo representativos da patologia (ver Tabela 2), sendo os modelos de diabetes induzida

quimicamente, quer por Estreptozotocina, quer por Aloxano, mais adequados para a DT1 do

que paraa DT2.

Tabela 2: Resumo das principais alteracdes, em modelos de diabetes, de atividade e/ou expressdo isoenzimatica da

Na,K-ATPase, em diferentes tecidos ou 6rgaos.

Alteracdes na

Alteracbes na

Tecido ~ . Modelo animal Referéncia
expressao atividade
Diabetes induzida (Ng, Tolerico, and
Rim Aumento da al e B1 Aumento com Estreptozotocina 9 '
Book 1993)
(STZ)
Decréscimo da a2 e Diabetes induzida .
. . . . (Ng, Tolerico, and
Musculo cardiaco p1 Decréscimo com Estreptozotocina Book 1993)
Sem alteragdo da al (ST2)
Decréscimo da al, Diabetes induzida
Cortex cerebral a3, Bl e P2 Decréscimo com Estreptozotocina | (Vér et al. 1995)
Sem alteragdo da a2 (STZ2)
Decréscimo da al Diabetes induzida (Fink, Datta, and
Nervo Sem alteracdo da a2 e | Decréscimo com Estreptozotocina ' '
Mata 1994)
a3 (STZ)
Diabetes induzida
Nervo vagal - Decréscimo com Estreptozotocina | (Nowak et al. 1995)
(STZ)
Cérebro i Sem alteracio Diabetes induzida (Mayanil, Kazmi, and
¢ com Aloxano Baquer 1982)

Ganglios da raiz

Diabetes induzida

q - Decréscimo com Estreptozotocina | (Green et al. 1985)
orsal
(STZ)
. . Diabetes induzida
Hipocampo e cortex . . (Leong and Leung
cerebral - Decréscimo com Estreptozotocina 1991)
(STZ)
, . Diabetes induzida
Talamo, hipotalamoe | _ Decréscimo com Estreptozotocina (Leong and Leung

tronco cerebral

(ST2)

1991)

Corpo estriado e
cerebelo

Sem alteracdo

Diabetes induzida
com Estreptozotocina
(STZ)

(Leong and Leung
1991)

Ganglio cervical

Diabetes induzida

(Greene and

superior - Decréscimo com Estreptozotocina Mackway 1986)
(ST2)
Diabetes induzida

Nervo ciatico - Decréscimo com Estreptozotocina | (Das et al. 1976)

(STZ)
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Diabetes induzida

(Pierce and Dhalla

Sarcolema cardiaco Decréscimo com Estreptozotocina
1983)
(STZ)
Musculo ventricular Diabetes induzida
. Decréscimo com Estreptozotocina | (Kjeldsen et al. 1987)
cardiaco
(STZ)
_ Diabetes induzida _ (Clark, Hamel, and
Rim Aumento com Estreptozotocina Queener 1983)
(STZ) e Aloxano
Tabulo coletor Aumento Diabetes Insipidus (Trinh-Trang-Tan et

(D)

al. 1985)

Segmento ascendente
cortical

Sem alteracdo

Diabetes Insipidus

(D)

(Trinh-Trang-Tan et
al. 1985)

Glomérulos intatos

Decréscimo

Diabetes induzida
com Estreptozotocina
(STZ)

(Cohen,
Dasmahapatra, and
Shapiro 1985)

Segmento ascendente
medular

Sem alteracdo

Diabetes Insipidus

(D)

(Trinh-Trang-Tan et
al. 1985)

Segmento ascendente

Diabetes induzida

(Tsimarato et al.

Decréscimo com Estreptozotocina
medular (ST2) 2001)
Diabetes induzida
Medula e cortex renal Aumento com Estreptozotocina (Wald and Popovtzer
(ST2) 1984)
Diabetes induzida
Tuabulo renal Aumento com Estreptozotocina (Ku, Sellers, and
(ST2) Meezan 1986)
Diabetes induzida (Carnovale et al
Hepatdcitos Decréscimo com Estreptozotocina '
(ST2) 1991)
Diabetes induzida (Sennoune et al
Figado Aumento com Estreptozotocina '

(STZ)

2000)

As complicagdes associadas a diabetes, das quais se destacam, a nefropatia, a
retinopatia, a neuropatia, bem como, desordens a nivel cardiaco estdo associadas a alteracdes
de atividade da bomba de sddio (Chibalin 2007).

Tal como se pode observar na Tabela 2, estd descrito um aumento da atividade da
Na,K-ATPase e um aumento da expressdo das isoformas al e B1, em rim, num modelo
induzido por Estreptozotocina (DT1), segundo Ng, Tolerico, and Book 1993. De acordo
com estes mesmos autores, jA& em mausculo cardiaco, cortex cerebral e nervo esta descrita
uma diminuicdo da atividade da bomba e um decréscimo da expressdo da isoforma a2 e 1,
da isoforma al, a3, Bl e B2, e da isoforma al, respetivamente.

Alguns autores sugerem também que o funcionamento da bomba de sddio pode ser
afetado na diabetes por acdo inadequada da insulina sobre a bomba. Neste sentido, é assim
tida em conta a hipétese da Na,K-ATPase constituir um possivel alvo terapéutico a
considerar, nestas patologias associadas a DT2. Por isso, ser de extrema relevancia avaliar o

seu funcionamento num “bom” modelo desta patologia.
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1.3.3. MODELOS ANIMAIS DA PATOLOGIA

Os animais de laboratério séo ferramentas fundamentais para a compreensao e estudo
da base molecular das complicacdes da patogénese e da utilidade de diferentes agentes
terapéuticos. Deste modo, os modelos animais sdo cruciais na investigacdo cientifica,
nomeadamente em patologias multifatoriais, como por exemplo, a DT2. A variabilidade
genética, os fatores ambientais e muitas outras causas fazem com que a diabetes,
nomeadamente a DT2, se possa manifestar em varias condicGes fisiopatologicas e clinicas e,
por isso, esta doenga € considerada como um fendmeno Unico e caracteristico de cada
individuo. Assim, ndo existe um Unico modelo animal representativo para a investigacao
sobre a DT2 humana ou dos processos do seu desenvolvimento. Por isso, tém sido
desenvolvidos diferentes modelos animais com o intuito de dar resposta a variabilidade e
multiplicidade fisiopatolégica de patologias complexas como a DT2 (Chatzigeorgiou et al.
2009).

Assim, destacam-se modelos animais com hiperglicemia severa, com possivel
evolucdo para um estado de insulinodependéncia na sequéncia da degenerescéncia da célula
B, conhecidos como ratinho db/db, com hiperglicemia moderada, ratinho ob/ob e rato GK,
ou ainda os que apresentam uma anomalia da tolerancia a glucose, rato fatty Zucker, fa/fa.
As sindromes descritas podem ser induzidas quimicamente, nomeadamente através da
administracdo de estreptozotocina e de aloxano, no estado adulto ou neonatal, ou ainda por
selecdo dietética, bem como, por administracdo de doses excessivas de hormonas com
efeitos contrarios no que diz respeito a regulacdo dos niveis de glucose plasmaticos, como 0s
glucocorticoides e glucagina, os quais induzem estados equivalentes aos das endocrinopatias
(FLATT and LENZEN 1994a).

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar outbred, como controlos, e ratos Goto-
Kakizaki, GK, uma variante dos primeiros obtida por inbreading, como modelo animal
espontaneo ndo obeso caracteristico da DT2, através de reproducdo seletiva.

Os ratos GK adultos caracterizam-se por hiperglicemia moderada em jejum e
intolerancia a glucose, insulinorresisténcia hepatica e periférica, hiperinsulinemia em jejum,
e diminuicdo da secrecdo de insulina em resposta a glucose in vivo e in vitro. Por isso, 0s
ratos GK sdo uma estirpe que apresenta algumas caracteristicas importantes da DT2 humana
ao nivel do metabolismo da glucose, na medida em que este modelo animal desenvolve

hiperglicemia em jejum, diminui¢do da secrecdo de insulina em resposta a glucose, bem
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como, insulinorresisténcia nos tecidos periféricos e no tecido hepatico (FLATT and
LENZEN 1994b).

Este modelo animal progressivamente caracterizado por Goto e Kakizaki, no Japéo,
foi produzido por reproducdo endogamica seletiva ao longo de varias geragdes, com inicio
numa colonia de ratos Wistar ndo diabéticos e tendo como indice seletivo a intolerancia a
glucose, dos quais 18 ratos foram selecionados e acasalados (endogamia) ao longo de
geragdes, e nos quais se conseguiu tornar a diabetes estavel a partir da trigésima geracao,

afetando igualmente machos e fémeas (Ceica 1998).
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Figura 15: Provas de tolerancia a glucose por via oral (PTGO) de ratos Wistar e GK com idades diferentes.
(Adaptado de: Ceiga 1998).

De acordo com a figura anterior (Figura 15) é possivel observar que os ratos Wistar,
oriundos da colénia de Coimbra, apresentam uma moderada intolerancia a glucose nas duas
primeiras semanas de vida e uma normalizacao e estabilizacdo do perfil glicémico a partir da
terceira, ao passo que o0s ratos diabéticos exibem em qualquer idade uma marcada
intolerancia a glucose e hiperglicemia em jejum a partir da sexta semana de vida. Além
destes dados foi também descrito que 0os mesmos animais diabéticos, GK, sdo, em jejum,
normoinsulinémicos a quarta semana de vida e hiperinsulinémicos a décima segunda semana
de vida (Ceica 1998).
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Figura 16: Insulinemia em jejum de ratos Wistar e GK com 42. e 122. semanas de vida.
(Adaptado de: Ceiga 1998).

E ainda de realcar que apenas a 122 semana a insulinemia em jejum dos ratos GK,
difere significativamente a dos ratos normais, sendo a destes ultimos cerca de 2,9 vezes
menor (Figura 16) e, portanto, os ratos GK sdo considerados normoinsulinémicos, em
jejum, a 42 semana de vida e hiperinsulinémicos a 122. (Ceica 1998).

Apesar de alguns sistemas do modelo animal escolhido eventualmente né&o
corresponderem aos sistemas fisiologicos existentes em humanos adultos, este €
provavelmente o melhor modelo animal para a realizacdo deste estudo, na medida em que
permite a avaliacdo de alteracdes a nivel celular e molecular, as quais podem contribuir para
0 conhecimento/esclarecimento dos mecanismos subjacentes a referida patologia, e
futuramente levar ao desenvolvimento de estratégias de prevencdo e diagnostico ou até

mesmo ao desenvolvimento de novos alvos terapéuticos.

34



2. PROJETO
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2.1. PROBLEMATICA

A diabetes mellitus, DM, uma doenca metabdlica de vérias etiologias, é caracterizada
pela hiperglicemia cronica, bem como, por perturbacGes do metabolismo glucidico, lipidico
e proteico, resultantes da insuficiente ou inexistente secrecdo de insulina, da inadequada
acao da insulina, ou ambos. Na DT2 os principais defeitos fisiopatoldgicos sdo a
insulinorresisténcia no musculo e figado e a faléncia da célula B-pancreética, mas ndo menos
importante é o aumento da lip6lise no tecido adiposo, 0 aumento da reabsorcdo de glucose a
nivel renal, bem como, a insulinorresisténcia no cérebro (Defronzo 2009). Os mecanismos
subjacentes a DT2 sdo ainda desconhecidos, 0 que demonstra a importancia da investigacao
dos mesmos, para além de que se prevé que em 2030 o nimero de diabéticos aumente para
438 milhdes, um aumento de 54% relativamente a 2010 (Holt et al. 2011).

Das principais consequéncias da DT2 destacam-se as complicagdes microvasculares
especificas caracteristicas da retinopatia, as quais podem conduzir a cegueira, nefropatia
associada a uma potencial faléncia renal, e neuropatia, bem como, complicacbes
macrovasculares (Holt et al. 2011). Apesar das consequéncias da DT2 serem j& bem
conhecidas, o conhecimento sobre as desordens das fun¢des da membrana em diabéticos séo
limitadas, sendo que os danos membranares estdo principalmente relacionados com a
desregulacdo da sintese de proteinas de membrana devido a uma deficiéncia de insulina.
Deste modo, a Na,K-ATPase, uma enzima membranar que catalisa a hidrélise de ATP e que
exerce um papel fundamental na funcdo celular, garantindo um adequado gradiente de
Na'/K" transmembranar, € o principal alvo de estudo deste trabalho, uma vez que exerce um
papel crucial na fisiologia dos diferentes tecidos e, deste modo, € um potencial alvo
terapéutico (Chibalin 2007; Siddiqui et al. 2006; Tsimaratos et al. 2001). Na literatura estdo
descritas algumas alteracdes da atividade e da expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase
associadas a diabetes, em diferentes 6rgdos e tecidos, no entanto a grande parte destas foi
realizada em modelos da diabetes quimicamente induzida, ndo sendo bons modelos da DT2
(Chibalin 2007). E entfo extremamente importante proceder-se a avaliacio e estudo das
referidas alteracbes da bomba em modelos que caracterizem bem a patologia,
nomeadamente, ratos GK (animais diabéticos) relativamente a ratos Wistar (animais

controlo).
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Assim, neste trabalho é proposto avaliar a atividade e a expressao isoenzimatica da
Na,K-ATPase em diferentes 6rgdos (figado, cérebro, coracdo e rim) num modelo animal da
DT2.

2.2.  OBJETIVOS

Este trabalho tem como principais objetivos averiguar eventuais alteracbes na
atividade e/ou expressdo isoenzimética da Na,K-ATPase em figado, coracdo, cérebro e rim
na DT2.

Para tal, recorreu-se a um modelo animal ndo obeso da DT2, ratos Goto Kakizaki —
GK, usando como controlo ratos Wistar com idades semelhantes.

Assim, propds-se:

v Avaliacdo das possiveis alteracGes na atividade da Na,K-ATPase em ratos Wistar e
ratos GK, através da diferenca de atividade ATPasica relativamente a atividade de

ATPases insensiveis a ouabaina;

v’ Estudo de alteracdes na expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase em ratos Wistar e
ratos GK, através de Western Blot, por determinacdo da intensidade das bandas das
subunidades da respetiva bomba, e de imuno-histoquimica, por avaliacdo da
expressdo de proteinas de interesse e relacionamento das zonas de expressdo com a

morfologia do tecido.
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2.3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para a realizacdo deste trabalho seguiu-se a estratégia experimental abaixo descrita,

tendo em conta as seguintes condicdes:
v Realizac¢ao do trabalho:

- Local: Laboratério de Bioquimica da Universidade de Evora, Departamento de Quimica

da Universidade de Evora, Portugal.
- Duracdo: 1 ano letivo.
v" Modelo animal e respetivas caracteristicas:

- Modelo animal:

* Ratos da estirpe GK, um modelo animal ndo obeso da DT2;

* Ratos da estirpe Wistar (wild-type), da qual derivam os primeiros, como controlos.
- Local de manutencéo dos animais: Biotério da Universidade de Evora, Portugal.
- Critérios de selecao dos animais: Idade e género (fémeas de 17 semanas).

- Tipo de alimentacdo e condi¢bes de manutengdo: Alimento e agua ad libitum, com
temperatura e humidade do biotério controlados, e ciclos de 12 horas de luz e escuriddo

alternados.

v" Enzima alvo: Na,K-ATPase (EC 3.6.3.9).

v" Meétodos e técnicas utilizadas:

- Determinacéo da atividade enzimatica da Na,K-ATPase:

Para avaliacdo da atividade enzimatica da Na,K-ATPase sera efetuou-se uma prévia
preparacdo de fracOes celulares enriquecidas em membranas de figado, rim e coragdo e uma
fragdo enriquecida em sinaptossomas para cérebro. A concentracdo de proteina da fracdo
preparada foi determinada utilizando o método de Bradford.

A atividade foi determinada com base no método de Erdmann (1971) acoplada a
determinacdo do fosfato inorganico pelo método colorimétrico desenvolvido por Taussky
and Shorr (1953).
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- Avaliacdo da expressdo isoenzimatica:

A expressdo das varias isoenzimas da Na,K-ATPase foi avaliada por Western Blot. A
expressdo isoenzimética foi avaliada em comparacdo com a a-tubulina, uma proteina
considerada housekeeping.

Para complementar a informacéo obtida por blot, utilizou-se a imuno-histoquimica,
que permitiu avaliar a expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase in situ. Para isso, foi
aplicado um protocolo de coloragdo de cortes histologicos dos tecidos em andlise
(UltraVision Detection System Anti-Polyvalent, HRP/DAB kit, Thermo Scientific).

Nota: Este plano de trabalho prevé a utilizacdo de animais mas apenas para efetuar
colheita de 6rgdos para o estudo. Neste sentido, e de acordo com a alinea h) do art.° 3° do
DL-113/2003 que estabelece o quadro legal para a prote¢do de animais utilizados para fins
experimentais e outros fins cientificos, ndo se configura um procedimento em
experimentacdo animal. Mais se informa que, em conformidade com o mesmo Decreto-Lel,
a eutanasia dos animais decorrerd de acordo com as normas estabelecidas e por pessoa
considerada competente, com creditacdo pelos Servicos de Saude e protecdo animal do

Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas.
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2.4. ORGANIGRAMA
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. REAGENTES E SOLUCOES

No seguinte esquema (Tabela 3) encontram-se enumeradas as solucdes e reagentes
utilizados para a elaboragdo das mesmas, necessarios para a realizacdo deste trabalho.

Tabela 3: Esquema das solugdes e respetivas composi¢des utilizadas no procedimento experimental.

g 8 B ) Sacarose (0,32 M); EDTA (1 mM); Tris-HCI (50 mM);
> 2 8 Solucéo de isolamento:

£ g E pH 7,5.

3 g &

25 8

g 8 < N N Sacarose (0,32 M); Tris-HCI (5 mM); Hepes (5 mM);
S 8 ¢ Solucéo de ressuspensao:

© =2 o pH 7,4.

(o (&)

3 3 N ) NaHCO;3; (20 mM); Sacarose (0,25 M); PHSF (0,1 mM);
> 2 2 Solucéo de isolamento:

- pH 7,0.

3 2 5

S & 5

S 8 E Sacarose (0,32 M); Tris-HCI (5 mM); Hepes (5 mM);
T 8 E Solucéo de ressuspensao:

o =2 pH 7,4

o o

g 8 . Padrdes: BSA (25, 50, 75, 125, 250, 500 pg/mL) (em &gua).
< o =

£ ¢ &

§ g s Azul brilhante de Coomassie G-250 (0,12 mM); C,HgO
T S 3 Reagente de Bradford: )

0 s (4,75%); H3PO,4 (8,5%) (em agua).

Determinacédo de atividade enzimética da Na,K-ATPase

Solucdo-mée de KH,PO,:

TCA 11,5% (2 mM); Tris-HCI (128 mM); pH 7,5; ATP

(40 mM).
Padrdes para determinacédo da | KH2PO4 (5, 11, 23, 45, 92, 183, 367 uM de Pi) em TCA
concentracao de Pi: (11,5%).

NaCl (80,55 mM); KCI (6,94 mM); MgCl,.6H,0 (5,55

Solucéo A: mM) em tampdo Tris-HCI (127,78 mM); pH 7,5; TCA
(11,5%).

NaCl (15,55 mM); MgCl,.6H,0 (5,55 mM); ouabaina

Solucéo B: (1,21 mM) em tampéo Tris-HCI (127,78 mM); pH 7,5;

TCA (11,5%).

Reagente sulfato de ferro-

molibdato de amonio:

Molibdato de amdnio (1%); Sulfato de ferro 11 (5%) em
acido sulfarico (1N).
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Preparacao das

Tampéao de amostra (6x):

amostras

Glicerol (30%); Tris-HCI (1,5 M); SDS (12%); DTT
(600 mM); Azul de bromofenol (0,06%); pH 6,8.

2,5 mL Tris-HCI (1,5 M); 100 pL SDS (10%); 4,9 mL

k'{j Gel de resolucéo (7,5%): H,0; 2,5 mL Acril/Bis (30%); 75 uL APS (10%); 5 pL
e TEMED.
(%2}
?
% 1 mL Tris-HCI (0,5 M); 40 puL SDS (10%); 2,43 mL
% Gel de concentracéo (4%): H.0; 0,53 mL Acril/Bis (30%); 24 uL APS (10%); 4,4
m uL TEMED.

Tampéo de corrida pH 8,3: Tris-HCI (250 mM); Glicina (250 mM); SDS (0,1%).

o Tris-HCI (25 mM); Glicina (192 mM); Metanol (20%);
Tampao de transferéncia:
SDS (0,037%); pH 8,3.
o Ponceau S (0,2%): Ponceau S (0,2%); Acido acético (3%).
c
% TBS-T (Tris-HCI Buffer Saline | Tris-HCI (25 mM); NaCl (150 mM); Tween-20 (0,1%);
= with Tween): pH 7,6.
TBS (1x): Tris-HCI (25 mM); NaCl (150 mM); pH 7,6.

3.2.  MODELO ANIMAL

Neste trabalho foram utilizados ratos GK, da colénia de Coimbra, para obtencdo do

material bioldgico necessario para a realizacdo do mesmo (figado, coracdo, rim e cérebro).

Foram utilizadas fémeas, com idades semelhantes, cerca de 17 semanas. Como controlos,

foram utilizados ratos Wistar, também do género feminino e com idades semelhantes aos

anteriores.

Os animais, oriundos do biotério do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da

Universidade de Coimbra, CNC, foram transferidos para o biotério do Departamento de

Quimica da Universidade de Evora, onde foram mantidos com alimento e agua ad libitum,

com temperatura e humidade do biotério controlados, e ciclos de 12 horas de luz e escuridao

alternados.
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A eutanasia dos animais decorreu por decapitacdo, de acordo com as normas do
Decreto de Lei n.°113/2003, o qual estabelece o quadro legal para a protecdo de animais
utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos.

Os 6rgdos recolhidos foram congelados em azoto liquido e mantidos a -80°C até

serem analisados.

3.3.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1. PREPARACAO DE FRACOES CELULARES ENRIQUECIDAS EM SINAPTOSSOMAS

Para a obtencdo de fracGes celulares enriquecidas em sinaptossomas, procedeu-se
inicialmente a descongelacdo do cérebro (congelado a -80°C) e, posteriormente, efetuou-se a
sua pesagem.

De seguida, cortou-se o tecido em pequenos pedacos, 0s quais foram transferidos
para o copo do homogeneizador de Potter, contendo 20 volumes de solugéo de isolamento
(relativamente a massa). Apds a homogeneizacdo do tecido adicionou-se 10 pL de PHSF,
um inibidor de proteases, com a finalidade de evitar a degradacéo proteolitica da amostra.
Procedeu-se entdo a centrifugacdo do homogeneizado a 1000 g, durante 5 min, em
centrifuga refrigerada (a 4°C), da qual se recolheu cuidadosamente o sobrenadante. Este
ultimo foi submetido posteriormente a uma centrifugacdo de 12000 g, durante 20 min, em
centrifuga refrigerada (a 4°C), da qual se recolheu o sedimento, isto €, a fracdo mitocondrial
rica em sinaptossomas. Procedeu-se entdo a ressuspensdao do sedimento em 0,5 mL de
solucdo de ressuspensdo, tendo o cuidado de manter sempre o extrato em gelo até ao inicio
das experiéncias.

O método seguido para a preparacdo desta fracdo celular enriquecida em
sinaptossomas é bastante simples e rapido (Gordon-Weeks 2000), através do qual ndo se
obtém um extrato com um grau de purificacdo muito elevado, sendo, no entanto, adequado

para o trabalho a realizar.

3.3.2. PREPARACAQ DE FRACOES CELULARES ENRIQUECIDAS EM MEMBRANAS

Para a obtencdo de fracdes celulares enriquecidas em membranas, procedeu-se

inicialmente ao descongelamento do érgdo em estudo (corag&o, rim ou figado) (preservado a
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-80°C) e, posteriormente efetuou-se a sua pesagem e respetivo protocolo de preparacédo de
fragdes celulares (Siddiqui et al. 2006).

Cortou-se o tecido em pequenos pedacos. Estes foram transferidos para o copo do
homogeneizador de Potter, ao qual se adicionou inicialmente 5 mL de solucdo de
isolamento. Depois de uma parcial homogeneizagdo do tecido, adicionou-se novamente 5
mL de solucdo de isolamento ao copo. Apds a homogeneizagdo total do tecido adicionou-se
10 pL de PHSF, um inibidor de proteases, com a finalidade de evitar a degradagéo
proteolitica da amostra. Procedeu-se entdo a centrifugacdo do homogeneizado a 1200 g,
durante 10 min, em centrifuga refrigerada (a 4°C), da qual se recolheu cuidadosamente o
sobrenadante. Este Gltimo foi submetido posteriormente a uma centrifugacdo de 9000 g,
durante 10 min, em centrifuga refrigerada (a 4°C), da qual se recolheu também o
sobrenadante. Posteriormente efetuou-se uma terceira centrifugacdo a 105000 g, durante 65
min, na ultracentrifuga (a 4°C), da qual se desprezou o sobrenadante e recolheu o sedimento.
Por fim, procedeu-se a ressuspensao do sedimento em 0,5 mL de tampdo de ressuspenséo,

mantendo sempre o extrato em gelo até ao inicio das experiéncias.

3.3.3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA (METODO DE BRADFORD)
3.3.3.1. PREPARACAO DOS PADROES DE BSA

Os padrdes de BSA (25, 50, 75, 125, 250, 500 pg/mL) foram preparados a partir de

uma solucéo de 2 mg/mL de BSA, do seguinte modo (Figura 17):

125 pL 275 pL 275 pL 300 pL 267 puL 125 uL
+375uLH,0  +275pLHO0  +275puLH,O0 +200puLH,O  +133pLH,O  +125pL H,0

OO TA YA

BSA BSA BSA BSA BSA BSA BSA
(2 mg/mL) (500 pg/mL) (250 pg/mL) (125 pg/mL) (75 pg/mL) (50 pg/mL) (25 pg/mL)

Figura 17: Esquema representativo da preparacao dos padroes de BSA.

3.3.3.2. PREPARACAO DAS DILUICOES DAS AMOSTRAS

Seguidamente procedeu-se a preparacdo de trés diluigdes das amostras em estudo

(1:10; 1:250; 1:500), tal como representa o esquema seguinte (Figura 18):
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25 pL de amostra + 40 pL da diluigéo (1:10) + 960 pL 500 pL da diluicéo (1:250) + 500
225 pL H,0 H,0 uL H,0

Amostra original Diluicdo (1:10) Diluicéo (1:250) Diluicdo (1:500)

Figura 18: Esquema representativo da preparagdo das dilui¢des das amostras.

3.3.3.3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA DA FRACAO PREPARADA

Finalmente procedeu-se a determinacdo da concentracdo de proteina da fracdo
preparada, adicionando 10 pL de padrbes e amostras e 200 uL do reagente de Bradford a

microplaca, de acordo com o método de Bradford (Bradford 1976).
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Figura 19: Representacdo das alteragdes estruturais do reagente de Bradford na presenca de proteinas, reacdo esta
que é utilizada para determinacdo da concentragdo proteica.

Este método é baseado na mudanca de coloracdo do reagente azul brilhante de
Coomassie G-250 de vermelho para azul ap6s a sua ligacdo as proteinas na amostra (Figura
19). Este complexo, proteina-corante, carateriza-se por ter um elevado coeficiente de
absortividade molar e, portanto, confere a este método uma elevada sensibilidade na
determinacio da concentracio de proteina. E também descrito como um método bastante
reprodutivel e rapido, cuja reacdo demora aproximadamente apenas 2 minutos e mantem-se

estavel até cerca de 1 hora.
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A leitura de absorvancia da microplaca deveria ter sido efetuada a 650 nm, no
entanto, devido ao equipamento utilizado esta foi efetuada a 630 nm (comprimento de onda
programado no computador utilizado).

0,30 -

0,25 | y=0,001x +0,0006
R?=0,9935
0,20 -
0,15 -

0,10 -

Abs. (630 nm)

0,05 -

0,00 ¢ T T )
) 100 200 300

[BSA] (ug/mL)

-0,05 -

Figura 20: Exemplo de curva de calibragdo para quantificacdo de proteina pelo método de Bradford.
Na figura representa-se uma curva exemplificativa da quantificagdo de proteina efetuada em todos os ensaios utilizando o método
de Bradford. Os dados sdo representativos da média de trés replicados, com o respetivo desvio padrao. Os parametros da regressio
linear realizada no programa Microsoft Office Excel 2010 estdo apresentados no canto superior direito da figura.

Na figura acima (Figura 20) é entdo possivel observar um exemplo de uma curva de

calibracdo para a quantificacdo de proteina de acordo com este método.

3.3.4. ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA DA NA,K-ATPASE
3.3.4.1. ELABORACAO DE UMA CURVA DE CALIBRACAO PARA FOSFATO INORGANICO (P )

Para a determinacdo de fosfato inorganico (Pi) libertado, procedeu-se inicialmente a
preparacdo de padrGes de KH,PO, em TCA 11,5%, para a elaboracdo de uma curva de
calibragdo, de acordo com o método colorimétrico desenvolvido por Taussky and Shorr
(1953). De acordo com este método, na presenga de molibdato de amoénio, o Pi libertado
forma um complexo de fosfomolibdato, o qual apds a reducdo pela acdo do sulfato de
ferroso, desenvolve uma coloracéo azul.

O uso do sulfato ferroso enquanto agente redutor confere especificidade ao método,
bem como rapidez, na medida em que a cor desenvolvida no final da reacdo por este agente
redutor ocorre muito rapidamente e permanece estavel durante cerca de, pelo menos, duas
horas. Além disso, é ainda de salientar a simplicidade introduzida por este agente redutor
que faz com que este método seja 0 mais adequado para a determinacdo quantitativa de Pi
(TAUSSKY and SHORR 1953).

47



y =0,0032x + 0,0142
R?=0,9961

Abs. (630 nm)
e o o o o o
N w H (9] [e)} ~N
1 1 1 1 1 J

o
RN
1

o

0 50 100 150 200

[Pi] (uM)
Figura 21: Exemplo de curva de calibragcdo para quantificagio de Pi, de acordo com o método colorimétrico
desenvolvido por Taussky and Shorr (1953).
Na figura representa-se uma curva exemplificativa da quantificagdo de Pi efetuada pelo método de Taussky and Shorr. Os dados

sdo representativos da média de trés replicados, com o respetivo desvio padrao. Os parametros da regressdo linear realizada no
programa Microsoft Office Excel 2010 estdo apresentados no canto superior direito da figura.

Na figura acima (Figura 21), € apresentado um exemplo de uma curva de calibragéo
para a quantificacdo de Pi, de acordo com o método colorimétrico desenvolvido por Taussky
and Shorr (1953), para a qual se preparam padrdes com as concentragdes finais: 5, 11, 23,
45, 92, 183, 367 UM de Pi, a partir de uma solu¢do-mae de KH,PO4 (2 mM) em TCA 11,5%.

3.3.4.2.  DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA NA,K-ATPASE

A determinacdo da atividade enzimatica da Na,K-ATPase foi efetuada tendo em
conta 0 método colorimétrico proposto por Taussky e Shorr, através do qual é possivel
quantificar o Pi resultante da hidrolise de ATP por acdo das ATPases (TAUSSKY and
SHORR 1953). Assim, neste ensaio procedeu-se a quantificacao da atividade enzimatica das
ATPases totais, bem como da atividade enzimatica de todas as ATPases a excecdo da Na,K-
ATPase, por inibicdo da mesma através da presenca de ouabaina e de um meio pobre em
Na’e sem K" (Erdmann, Bolte, and Liideritz 1971).

Para tal procedeu-se previamente a diluicdo das fracbes celulares de modo a que a
concentracéo final de proteina fosse de 25 pg/mL em todas as amostras e preparou-se uma

série de tubos com as solucgdes apresentadas na tabela seguinte (Tabela 4).
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Tabela 4: Esquema das solu¢des usadas no ensaio de atividade enzimatica da Na,K-ATPase.

Branco A ATPases totais Branco B Na,K-ATPase inibida
Solucdo A 0,9 cm? 0,9 cm? - -
Solucéo B - - 0,9 cm? 0,9 cm?
Fracdo celular - 0,05 cm® - 0,05 cm®
Tris-HCI, 128 mM, pH 7,5 0,05 cm® - 0,05 cm® -

Pré-incubacéao a 37°C, 10 minutos

ATP 40 mM 0,05 cm?® 0,05 cm® 0,05 cm® 0,05 cm®

Incubagéo 10 minutos

TCA 11,5% 1cm® 1cm® 1cm® 1cm®

Apds a realizacdo do ensaio propriamente dito, os tubos foram submetidos a uma
centrifugacdo de 3000 g, durante 5 min, de modo a sedimentar a proteina. De seguida,
preparou-se o reagente sulfato de ferro-molibdato de amonio, o qual foi adicionado numa
proporc¢do de 80 uL a uma microplaca, a qual se adicionou previamente 120 pL de padrdes e
fracdes a analisar. Apds 1 min, no qual ocorreu o desenvolvimento da coloracdo azul na
solugdo, procedeu-se a leitura de absorvancia da microplaca, a qual deveria ter sido efetuada
a 762 nm, no entanto, devido ao equipamento utilizado, esta foi efetuada a 630 nm
(comprimento de onda programado no computador utilizado).

A atividade da Na,K-ATPase foi entdo obtida calculando a diferenca entre os

resultados da atividade das ATPases totais e a atividade da Na,K-ATPase inibida.

3.3.5. WEsTERN BLor
3.3.5.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As fracdes celulares dos 6rgaos em estudo entdo obtidas foram preparadas para a
subsequente separacdo de proteinas por eletroforese SDS-PAGE (Figura 22). Deste modo,
calculou-se o volume de amostra a aplicar para que a concentracdo de proteina fosse igual
em todos os pocos. Adicionou-se entdo o tampdo de amostra 6x, tendo em conta o fator de
diluicdo e a razdo: 1/6 Tampdo de amostra e 5/6 amostra. Sempre que necessario, para

completar o volume de 20 pL, adicionou-se ainda tampé&o da amostra 1x.
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As amostras, depois de preparadas, foram colocadas num banho térmico a 45°C,
durante 30 min. De seguida, estas foram colocadas em gelo e antes da sua aplicacdo no gel

foram submetidas a um spin prévio, em centrifuga de bancada.
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_— blizmu::::’eenol % % Tecido (amostra)
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Figura 22: Esquema representativo da preparacdo das amostras para a corrida eletroforética.
(Adaptado de: http://protocolsonline.com/protein-science/western-blotting/).

Tris

3.3.5.2. ELETROFORESE SDS-PAGE

A eletroforese SDS-PAGE é uma técnica essencial para a separacao de proteinas,
nomeadamente em amostras bioldgicas complexas (Cleveland et al. 1977; Rath et al. 2009),
a qual é conseguida através da aplicacdo de um campo elétrico. A migracdo das proteinas
ocorre a uma determinada velocidade, a qual depende da massa molecular e da carga global
das macromoléculas em estudo. No sistema SDS-PAGE o tampé&o incorpora o SDS e um
agente redutor tiolico (B-mercaptoetanol ou di-tiotreitol). Assim, neste sistema, as proteinas
séo desnaturadas pelo calor, as ligagdes dissulfureto eventualmente existentes sdo reduzidas,
e 0 SDS liga-se as proteinas para que estas adquiram uma razdo uniforme entre a carga e
massa, sendo assim separadas exclusivamente em funcdo da sua massa molecular
(LAEMMLLI 1970).

Inicialmente efetuou-se a montagem do sistema de eletroforese Mini-Protean-3 da
Bio-Rad. Procedeu-se paralelamente a preparacéo da solucdo de persulfato de amoénio (APS)
10% (m/v), a qual foi de seguida colocada em gelo, protegida da luz. De seguida, efetuou-se
o0 gel de resolucéo (7,5%) e, adicionou-se imediatamente essa solugdo ao sistema, com uma
micropipeta, até 1 cm abaixo dos pentes, tendo o cuidado de n&o criar bolhas de ar.
Adicionou-se H,O destilada e aguardou-se cerca de 30 a 45 min, de modo a garantir a
polimerizagdo do gel. Procedeu-se entdo & preparagdo do gel de concentracdo e a sua
aplicacdo no sistema, até ao topo do vidro. Por fim, colocou-se o pente e deixou-se

polimerizar o gel de concentragéo durante cerca de 30 a 45 min, tendo o cuidado de ndo criar
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bolhas de ar. Apos a polimerizacdo do gel de concentracao, retirou-se o pente e procedeu-se

a lavagem dos pogos com H,0 destilada (Figura 23).

Solugdo do gel de
concentracdo (4%)

m— Pente

Gel

Isopropanol

Solucdo do gel de
resolucdo (7,5%)

Sistema de eletroforese

Figura 23: Esquema representativo da preparagao do gel.
(Adaptado de: http://www.answers.com/topic/sds-polyacrylamide-gel-electrophoresis).

\

Foi adicionado Tampao de corrida a “camara interna”, e foi aplicado um volume de
20 pL de amostras e 10 uL de padrdo. Posteriormente foi adicionado Tampéo de corrida a
“camara externa”, a qual foi completamente preenchida com este. Finalmente ligou-se a
fonte de alimentacdo com as seguintes condi¢des: Voltagem constante, 140 V (60 mA, 15

W), durante aproximadamente 1.30 h (Figura 24).

[— Cassete Seringa Hamilton
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Figura 24: Esquema representativo da eletroforese SDS-PAGE.
(Adaptado de: http://protocolsonline.com/protein-science/western-blotting/).

3.3.5.3. TRANSFERENCIA ELETROFORETICA

O Western Blot (protein blotting ou immunoblotting) é uma importante técnica
analitica através da qual é possivel proceder & imunodeteccdo de proteinas ap0s a sua
separacdo por eletroforese SDS-PAGE (Bolt and Mahoney 1997; Hames and Rickwood
1998). Esta técnica inicia-se com a transferéncia das proteinas previamente separadas num
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gel de poliacrilamida para uma membrana adsorvente de nitrocelulose ou PVDF (acrénimo
para Polyvinylidene difluoride). Este processo de transferéncia é conseguido através da
aplicacdo de uma corrente elétrica no gel em contacto com a membrana, na qual se forma
uma réplica exata do gel. Apo6s a transferéncia eletroforética procede-se entdo a
imunodeteccdo, onde a membrana é sujeita a incubacdo com um anticorpo primario, um
anticorpo secundario e respetivo substrato reacional. O Western Blot € assim uma ferramenta
poderosa para detetar e caracterizar um grande namero de proteinas (Harlow and Lane 1999;
Kurien and Scofield 2006).

Retirou-se o gel do sistema de eletroforese e com uma espatula removeu-se o gel de
concentracdo. De seguida, equilibrou-se 0 gel e embebeu-se a membrana (previamente
ativada com metanol durante 5 s, e posteriormente lavada com H,O destilada durante 5 min),
o papel de filtro e as placas de fibras no Tampdo de transferéncia previamente preparado
(mantido a 4°C), durante cerca de 30 min. Apés a preparacdo da sandwich, fechou-se a
cassete e colocou-se a mesma no mddulo. Repetiu-se 0 mesmo procedimento para a

montagem da segunda cassete (Figura 25).

Tamp3o de transferéncia

Catodo ()

A

papel de filtro

gel
membrana PVDF D

papel —
de filtro Anodo
{+)

-

Membrana
(com as proteinas ja
transferidas)

Figura 25: Esquema representativo da transferéncia eletroforética.
(Adaptado de: http://protocolsonline.com/protein-science/western-blotting/).

De seguida, colocou-se a unidade de arrefecimento e encheu-se completamente o
tanque com Tampéo de transferéncia. Iniciou-se entdo a transferéncia electroforética numa
tina Mini-Trans-Blot (Bio-Rad), apds a ligacdo dos cabos a fonte de alimentacdo, tendo em
conta as seguintes condicdes: Amperagem constante; 350 mA; 150 V; 40 W, durante cerca
de 1 h. Por fim, a membrana foi corada com solucdo Ponceau S (0,2%) durante 15 min.
Seguiram-se 3 lavagens da membrana com H,O destilada (quando necessario, repetiu-se este
procedimento até 3 vezes, para uma melhor visualizacdo das bandas do padréo) e captacéo

da imagem num scanner convencional.
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3.3.5.4. IMUNODETECCAO

Procedeu-se inicialmente ao bloqueio da membrana com tampdo TBS-T
suplementado com 5% de leite magro, durante 2 h, ou overnight (& temperatura ambiente ou
a 4°C, respetivamente). Ap6s o bloqueio, a membrana foi lavada com solugdo TBS-T.
Assim, marcou-se a membrana com o anticorpo primario policlonal anti-a2-Na,K-ATPase
(1:1000), produzido em coelho (*), durante 2 h, ou overnight (& temperatura ambiente ou a

4°C, respetivamente).

Anticorpo primario - Anticorpo secundario

Tampdo de bloqueio (TBS-T|

3 Lavagem
com 5% de leite magro com TBS-T | ‘

AT %% =
Membrana I

Membrana
(preparada para
visualizacdo)

overnight (4°C)

SN S
Q. | )T R
I Incubacdo 2 h ou I Incubacio 2 hou ™

overnight (4°C) h

transparente

Scanner

Resultados

|

Visualizador de bandas (Bio-Rad)

Figura 26: Esquema representativo dos procedimentos de imunodetecc¢do.
(Adaptado de: http://protocolsonline.com/protein-science/western-blotting/).

Posteriormente lavou-se a membrana, durante 15 min, 3 vezes com TBS-T
suplementado com 0,5% de leite magro e, de seguida, procedeu-se a sua incubagdo com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina, (1:10.000) (**),
2 h, ou overnight (a temperatura ambiente ou a 4°C, respetivamente). Seguidamente

procedeu-se a 4 lavagens da membrana, durante 5 min, com TBS-T.

* Fornecido por Millipore Corporation, by: CHEMICON International, Inc. ** Fornecido por GE Healthcare,
UK Limited. *** Fornecido por Sigma-Aldrich Co. LLC.
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Por fim, procedeu-se a incubacdo com o reagente luminescente ECF Plus Western
Blotting Detection Reagents (**), o substrato da fosfatase alcalina. Para tal, as membranas
foram aplicadas sobre as gotas do respetivo reagente e, esperou-se cerca de 2/4 min, de

modo a desenvolver a cor, no escuro, resultante do produto da reacdo (Figura 26).

3.3.5.5. REMARCACAO DAS MEMBRANAS — “STRIPPING”

Procedeu-se a remocao do substrato ECF Plus Western Blotting Detection Reagents,
de acordo com o método Stripping, de modo a remover 0s anticorpos das membranas,
submergindo-se as mesmas durante 5 s, em metanol, a temperatura ambiente. De seguida,
efetuou-se uma lavagem com agua destilada, durante 5 min. Posteriormente procedeu-se a
uma incubacdo com NaOH (0,2M), durante 5 min, seguida de nova lavagem com &gua
destilada, também durante 5 min.

De seguida, deu-se inicio ao protocolo de imunodetecdo, através do bloqueio das
membranas com TBS-T suplementado com 5% de leite magro, durante 2 h, ou overnight (a
temperatura ambiente ou a 4°C, respetivamente). Lavou-se a membrana com TBS-T e
procedeu-se entdo a incubacdo da membrana com o anticorpo priméario monoclonal anti-o-
tubulina (1:200), produzido em ratinho (***), durante 2 h, ou overnight (& temperatura
ambiente ou a 4°C, respetivamente).

Posteriormente lavou-se a membrana, durante 15 min, 3 vezes com TBS-T com 0,5%
de leite magro e, de seguida, procedeu-se a sua incubagdo com o anticorpo secundario anti-
IgG de ratinho conjugado com peroxidase de rébano-HPR (1:10.000) (***), 2 h, ou
overnight (a temperatura ambiente ou a 4°C, respetivamente). Seguidamente procedeu-se a 4
lavagens da membrana, durante 5 min, com TBS-T.

Por fim, a membrana foi revelada com o substrato 3,3'5,5-tetrametilbenzidina
(TMB), do qual foram aplicados cerca de 2 a 3 mL sobre a membrana até ao aparecimento
da coloracdo das bandas de interesse. Apds a sua revelacdo, a membrana foi imediatamente
submersa em agua ultra pura e, de seguida, foi obtida a sua imagem através de um scanner
convencional.

O mesmo protocolo foi efetuado para a marcacdo com o anticorpo primario
monoclonal anti-al-Na,K-ATPase (1:150), produzido em ratinho (***) e para o anticorpo
primario monoclonal anti-a3-Na,K-ATPase (1:200), produzido em ratinho (***), usando-se

para ambos o anticorpo secundario anti-IgG de ratinho conjugado com HPR (1:10.000).
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3.3.6. IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoguimica (IHC) surge em 1941, data em que comecou a ser descrita a
utilizacdo de anticorpos para a detecdo de antigénios em cortes de tecido, e que marcou o
nascimento da IHC. Desde entdo, o nimero de testes, a sua especificidade e sensibilidade
tém aumentado grandemente. Embora a sua principal aplicacdo inicialmente fosse a
caracterizacdo de neoplasias, esta técnica atualmente tem aplicacbes mais amplas e mais
orientadas clinicamente ao nivel do diagndstico, prognostico, tomada de decisdo terapéutica
e patogénese. Essencialmente, a IHC preenche a lacuna existente entre a histopatologia
classica e a patologia molecular e, por isso mesmo, considera-se que relaciona trés
disciplinas fundamentais, a imunologia, histologia e quimica (Ramos-Vara and Miller 2014).

Esta técnica tem como principio basico a localizacdo visual da célula ou tecido alvo,
recorrendo a utilizacdo de anticorpos especificos para 0s antigénios a detetar, numa razédo
satisfatoria de sinal-ruido e embora seja conceitualmente simples, a sua metodologia tornou-
se mais complexa, com requisitos mais rigorosos de sensibilidade e especificidade e torna-se
particularmente importante na medida em que, além de permitir a avaliacdo da expressao de
proteinas alvo, permite também relacionar essa expressdo com as zonas da estrutura
morfolégica dos tecidos em que a mesma se verifica.

Os métodos iniciais simples (diretos) permitiam produzir resultados rapidos, mas a
sua sensibilidade ficava aquém do pretendido. Atualmente, os métodos extremamente
sensiveis podem detetar um ou varios antigénios, simultaneamente, ou podem mesmo
englobar centenas de tecidos, na mesma sec¢éo (tecnologia de microarrays de tecido) para
detetar a presenca de um antigénio particular. E ainda de realcar que a IHC permite uma co-
localizacdo de um antigénio com uma lesdo, aumentando assim drasticamente a
interpretacdo de diagndstico e compreensdo da patogenia, ao contrario de muitas outras
técnicas de detecdo (Ramos-Vara and Miller 2014).

A imuno-histoquimica € uma técnica potencialmente utilizada na investigacdo
cientifica para localizacdo da Na,K-ATPase em varios tecidos, tanto em condicGes
fisiolégicas como patoldgicas (Kobayashi et al. 2003), sendo assim considerada uma
importante ferramenta que permite efetuar tanto uma avaliagdo semi-quantitativa dos niveis
de expressdo isoenzimatica da referida bomba, como também, nos permite situa-los
morfologicamente no tecido em andlise. Esta técnica baseia-se assim na marcacdo das

seccOes do tecido em analise com anticorpos especificos, 0s quais estabelecem uma reacdo
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com o respetivo antigénio, atraves de uma reacdo histoquimica que é detetada por
microscopia de luz visivel ou por fluorescéncia de luz ultravioleta. Assim é possivel obter
uma avaliacdo da expressdo de proteinas de interesse, tal como, o relacionamento das zonas
de expressao com a morfologia do tecido (Ramos-Vara 2005).

Para preparacdo das seccOes de parafina, as seccdes de tecido a analisar foram
desparafinadas com xileno e re-hidratadas numa série graduada de etanol. De seguida,
procedeu-se a lavagem do tecido a preparar num banho de PBS durante 10/15 min, antes de

se iniciar o processo de coloracdo (Figura 27 — etapa 1).

Procedimento:
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Preparacdo da seccdo de tecido Adicdo da solucdo de bloqueio  Adicdo do anticorpo primario
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Figura 27: Representagio do procedimento de imuno-histoquimica.
(Adaptado de: http://withfriendship.com/images/h/38739 /Immunohistochemistry-image.jpg).

Seguidamente, acrescentou-se 2 gotas (aproximadamente 100 uL) de solugdo Ultra V
Block a cada seccéo de tecido durante 10/15 min, de modo a concretizar o bloqueio destas
mesmas secgoes (Figura 27 — etapa 2). Por fim drenou-se a solugdo, sem enxaguar.

Posteriormente aplicou-se cerca de 100 uL de cada um dos anticorpos primarios, em
camara hamida, durante 30 a 60 min (Figura 27 — etapa 3). Ap0s o tempo de incubacao,
enxaguou-se com PBS-T, 4 vezes, durante cerca de 2 min. Procedeu-se de seguida a
aplicagéo de 2 gotas do anticorpo biotinilado, Biotinylated Goat Anti-Polyvalent Plus, a cada

preparacédo, durante cerca de 20 min. Enxaguou-se com PBS-T, 4 vezes, durante cerca de 2
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min (Figura 27 — etapa 4). Numa quinta etapa procedeu-se a aplicacdo de Streptavidin
Peroxidase Plus, enxaguando-se de seguida com PBS-T, como nas etapas anteriores.

Finalmente, procedeu-se a mistura de 40 uL do reagente DAB Plus Chromogen com
2 mL de DAB Plus Substrate, de modo a obter a solu¢cdo Cromogénio DAB, aplicando-se 2
gotas desta a cada seccdo, enxaguando-se por fim com agua destilada. Este cromogéneo
permite a visualizacdo da expressdo da proteina de interesse com coloracao castanha.

Fez-se a coloracdo de contracoloragdo com 2 gotas de Hematoxilina e colocaram-se
as laminas em PBS até ficarem azuis. De seguida, lavaram-se as mesmas com agua destilada
e aplicaram-se 2 gotas de CLEARMOUNT, aqueceu-se a 37°C overnight, ou a 60°C durante
30/60 min.
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3.4.  ANALISE DOS RESULTADOS
3.4.1. ANALISE DOS BLOTS

A imagem de fluorescéncia das membranas foi captada e analisada pelo sistema Bio-
Rad Gel-doc (system e software) e a determinacdo das massas moleculares, foi efetuada no
software de analise de imagem Quantity One (Bio-Rad). Nas membranas em que a revelagao
se fez utilizando o0 TMB, o produto de reacdo néo é fluorescente e, nesse caso, a captacdo da
imagem foi feita num scanner convencional.

As bandas detetadas foram delineadas e quantificadas no software de analise de
imagem SIGMA Scan Pro 5, por forma a determinar a intensidade destas, as quais foram
expressas em intensidade/mm? das bandas selecionadas, relativamente & expressdo da

intensidade da a-tubulina, utilizada como padréo.

3.4.2. ANALISE DAS FOTOMICROGRAFIAS

A anélise das laminas histoldgicas foi efetuada por microscopia Otica com um
microscopio Nikon Eclipse 600 acoplado a uma camara digital Nikon DN100, com a qual se
obtiveram as fotomicrografias. Foram assim efetuadas uma média de seis fotografias por
lamina com ampliagOes de 4, 10 e 400X, registando-se uma classificacdo da intensidade da

coloracdo apenas qualitativamente.

3.4.3. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi efetuada com recurso ao teste de
analise de variancia (ANOVA), do programa Microsoft Office Excel 2010, para a avaliacdo
do significado estatistico da diferenca entre os valores médios de dois grupos de resultados,
modelos animais controlo e GK, respetivamente. Foi assim considerado um valor de p <0,05
como significativo em todos os casos, excetuando os graficos de atividade enzimatica da
Na,K-ATPase (Figura 29) para 0s quais se considerou um valor de p <0,10.

Os resultados apresentados consideram os valores médios de cada amostra
respetivamente + erro padrdo da média (e.p.m.).

Os gréaficos apresentados foram realizados no programa OriginPro 8 (OriginLab
Corporation, USA).
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4.  RESULTADOS
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4.1.  ATIVIDADE ENZIMATICA DA NA,K-ATPASE

Neste capitulo, encontram-se os resultados referentes a primeira etapa do trabalho de
determinacdo e avaliacdo da atividade enzimatica da NaK-ATPase em fraches
sinaptossomais e fracdes membranares de rim, figado e coracgdo, de acordo com o método de
Erdmann (1971) acoplado a determinacéo do fosfato inorganico pelo método colorimétrico
desenvolvido por Taussky and Shorr (1953).
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Figura 28: Representacdo da atividade enzimatica total, insensivel a ouabaina e da Na,K-ATPase, respetivamente,
em ratos controlo e GK, em rim, figado, cérebro e coragdo. Resultados representativos da média + desvio padrdo de
um conjunto de cinco determinagdes de atividade por cada amostra de controlo e GK.
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A figura anterior (Figura 28) representa a atividade enzimatica das ATPases totais
(barras pretas), bem como a atividade enzimatica de todas as ATPases a excecdo da Na,K-
ATPase (barras riscadas), o que é conseguido por inibicdo da mesma através da presenca de
ouabaina (ImM) e de um meio pobre em Na* e sem K" (Erdmann, Bolte, and Liideritz
1971). A atividade da Na,K-ATPase corresponde a diferenca entre a atividade das ATPases
totais e a atividade insensivel a ouabaina e esta também representada no grafico (barras

brancas).
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Figura 29: Determinacdo da atividade enzimdtica da Na,K-ATPase individual e média, em ratos controlo e GK, em
rim, figado, cérebro e coragdo, respetivamente. Resultados representativos da média + epm de um conjunto de
animais por cada grupo.
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Os gréficos da Figura 29 representam apenas os valores de atividade da Na,K-
ATPase, equivalentes aos da figura anterior, embora num sistema de eixos que permite uma
melhor comparacéo entre individuos. Representam-se ainda, no painel da direita, as médias
calculadas dentro de cada grupo, com o objetivo de comparar a atividade enzimética entre
controlos e GK.

Os resultados obtidos apontam para uma reducdo da atividade da Na,K-ATPase em
tecido renal de 55,7 % em GK (n=6 para GK e n=4 para Wistar), com uma atividade de
23,7+0,7 e 10,5+1,6 nmol Pi/min/mg de proteina, em controlo e GK, respetivamente.

Em figado e cérebro ndo se registaram alteracdes significativas. Em figado registou-
se uma atividade de 4,3+0,6 e 3,1+0,5 nmol Pi/min/mg de proteina, em controlo e GK,
respetivamente (n=6 para GK e n=4 para Wistar). Em cérebro registou-se uma atividade de
13,4+3,2 e 12,7+£1,9 nmol Pi/min/mg de proteina, em controlo e GK, respetivamente (n=3
para GK e Wistar).

Em tecido cardiaco, foi registado, tal como em tecido renal, um decréscimo da
atividade da Na,K-ATPase, mas neste caso de 77,5% em GK (n=6 para GK e n=8 para
Wistar), com uma atividade de 8,9+2,6 e 2,0+1,2 nmol Pi/min/mg de proteina, em controlo e
GK, respetivamente.

Em suma, estes resultados sugerem que a atividade enzimatica da Na,K-ATPase
parece sofrer uma diminuigdo, em animais GK relativamente a ratos controlo, em tecido
renal, bem como em tecido cardiaco e, portanto, a funcdo da bomba de sddio parece estar
comprometida no modelo animal GK. Por outro lado, em cérebro e figado, a atividade
enzimatica da bomba de sédio parece ndo variar significativamente.

Por fim, os resultados obtidos neste capitulo podem sugerir que, subjacentes as
alteracOes de atividade verificadas podem estar alteracGes da expressao isoenzimética e/ou
um desacoplamento na cascata de sinalizacéo, através da regulacdo da bomba de sddio.

4.2.  AVALIACAO DA EXPRESSAO ISOENZIMATICA DA NA,K-ATPASE

Tendo em conta as diferencas de atividade enzimatica da Na,K-ATPase entre ratos
controlo e GK (ver capitulo 4.1), surgiu a necessidade de avaliar se estas alteracGes poderdo
contribuir para diferencas da expressdo isoenzimatica da bomba de sodio, pois, noutros
tecidos que ndo o do pancreas, a regulacdo desta é extremamente complexa e envolve véarios

mecanismos de regulacdo, nomeadamente, a regulacdo da expressdo isoenzimatica. Assim,
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procedeu-se a avaliagdo da expressdo isoenzimatica das isoformas al, a2 ¢ a3 da Na,K-
ATPase por Western Blot e por imuno-histoquimica.

O Western Blot é uma técnica analitica extremamente utilizada para detetar proteinas
especificas numa determinada amostra, a partir da separacdo das mesmas por eletroforese
em gel e consequente transferéncia para uma membrana adsorvente, onde posteriormente é
possivel proceder a imunodetecdo das proteinas de interesse (Bolt and Mahoney 1997).

Esta técnica permite entdo detetar, caraterizar e quantificar multiplas proteinas,
principalmente quando estas se encontram em pequenas quantidades na amostra em estudo.
Nesta técnica beneficia-se do facil manuseamento e da maleabilidade das membranas, da
rapidez e simplicidade com que se imobilizam as proteinas na membrana e de como estas
ficam uniformemente disponiveis aos diferentes ligantes, além de que é possivel fazer varias
réplicas do mesmo gel e do facto de, apds transferéncia ser possivel utilizar a mesma
membrana para remarcacdo das mesmas amostras com diferentes anticorpos (Kurien and
Scofield 2006).

Assim considera-se que este método é extremamente sensivel e especifico, o qual é
considerado como o método de eleicdo para diagnostico de inumeras doencas (Kurien and
Scofield 2006). No entanto, ha que ter em consideracdo que é frequente a ocorréncia de
reatividade cruzada e/ou inespecifica que origina falsos positivos.

A imuno-histoquimica, IHC, é uma técnica que tem como principio béasico a
localizagdo visual da célula ou tecido de um alvo molecular especifico, com anticorpos
especificos, 0s quais estabelecem uma reacdo com o respetivo antigénio, atraves de uma
reacdo histoquimica que € detetada por microscopia de luz visivel ou por fluorescéncia de
luz ultravioleta. Assim é possivel obter uma avaliagdo da expressdo de proteinas de
interesse, tal como, o relacionamento das zonas de expressdo com a morfologia do tecido
(Ramos-Vara 2005).

Deste modo, ambas as técnicas serdo aplicadas para avaliacdo das alteracGes da
expressdo isoenzimética da Na,K-ATPase, com o intuito de complementar e comparar a

informacdo dada por cada uma destas técnicas.

4.2.1. AVALIACAO DA EXPRESSAO POR WESTERN BLOT

A NaK-ATPase apresenta diferentes isoenzimas, compostos por diferentes

combinagdes da subunidade —o e —B. Sendo a subunidade —a a responsavel pela oclusdo dos
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ibes, bem como a que contém o local de fosforilagdo e a zona reconhecida pela ouabaina, é
esta a subunidade que serd alvo de avaliacdo neste trabalho. As vérias isoformas da
subunidade —a apresentam um padrdo de expressdo que ¢ especifico de cada tecido e, até, de
cada linha celular dentro dum determinado tecido. Essa diferenciacdo de expressdo permite
que a Na,K-ATPase, para além da funcdo geral de manutencdo do potencial de membrana,
possa ter acOes diferenciadas e desempenhe papéis adequados a determinadas funcgdes
especificas nos Vvérios tecidos, o que se deve a diferente sensibilidade que os varios
isoenzimas apresentam para os catiGes e para o ATP e também ao facto de apresentarem vias
de regulaco intracelulares especificas. E assim importante caracterizar entdo a expresséo da
subunidade o nos tecidos estudados. Assim, foi necessario proceder-se inicialmente a

otimizacdo desta técnica para adequar a mesma a cada tipo de amostra (tecido) em estudo.

4.2.1.1.  OTIMIZACAO DA TECNICA

A primeira fase de otimizacdo da técnica de Western Blot é ao nivel da preparagédo
das diferentes amostras a aplicar no gel de eletroforese. Este processo de otimizagdo tem
entdo em consideracdo as caracteristicas intrinsecas das respetivas amostras. Uma das
observacBes mais evidentes foi que, apds preparacdo dos homogeneizados com tampéo de
amostra, a sua desnaturacgdo proteica realizada em banho seco proporcionava uma aplicagao
e distribuicdo no gel muito mais homogénea, aquecendo as amostras a 45°C durante 30 min,
ao invés de se proceder a esse aquecimento a 95°C durante 5 min.

Assim seguiu-se o procedimento do protocolo fornecido para Western Blot para o
anticorpo anti-a2-Na,K-ATPase (Millipore) segundo o qual se considera a hipétese de
ocorrer a formacdo de agregados proteicos quando a desnaturacdo de proteinas é efetuada a
temperaturas muito elevadas, como a 95°C, e assim optou-se por estandardizar o processo de
desnaturacdo efetuando o mesmo a 45°C durante 30 min (Figura 30).

Um outro aspeto em consideracao foi a solucdo de bloqueio da membrana a utilizar,
pois duas das opcOes seriam uma solucdo de BSA ou de leite magro. Apos se terem testado
ambas verificou-se que, de facto, ndo se conseguiam melhorias significativas com o BSA e

assim optou-se pela utilizagdo de uma solucdo de leite magro (mais econémica).
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Figura 30: Estudos de otimizacdo do método de andlise da expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase por Western
Blot (*: Rim; +: Coragdo).

Neste processo de otimizacdo foram também testadas quais as melhores diluicdes a
aplicar aos anticorpos, considerando-se assim para o anticorpo primario monoclonal anti-a-
tubulina uma diluicdo de 1:200, para o anticorpo primério monoclonal anti-al-Na,K-
ATPase, produzido em ratinho, uma diluicdo de 1:150, e para o anticorpo secundario anti-
IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina uma diluicdo de 1:10.000.

Um outro aspeto também crucial para a qualidade da revelacdo das membranas
corresponde ao tempo de incubagdo com o substrato ECF Plus Western Blotting Detection
Reagents. De acordo com o fabricante, este pode ser aplicado durante 2 a 4 min, no entanto,
pelas experiéncias realizadas neste tipo de amostras, concluiu-se que o tempo suficiente para
obter bandas bem visiveis e definidas e com uma boa razéo sinal-ruido, a incubacdo deveria
ser no maximo de apenas 1 min.

Além disso, foram também testadas diferentes concentracdes de amostra, por forma a
visualizar qual a concentragdo “ideal” para a obten¢do de bandas bem visiveis € com uma
boa razdo de sinal-ruido. Com esta gama de concentracdes foi possivel proceder a execucéo
de curvas de calibracdo em que se expressa o volume das bandas detetadas em funcéo da
concentracdo de proteina de amostra aplicada, como o exemplo apresentado na figura

seguinte (Figura 31).
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Figura 31: Quantificagdo da intensidade das bandas da Na,K-ATPase em amostras de rim obtidas por Western Blot

em funcdo da concentragio de proteina.

Na figura representa-se uma curva de calibragdo exemplificativa do volume das bandas da Na,K-ATPase de rim em fun¢do da
[proteina] aplicada. A curva de calibragdo foi realizada no programa Microsoft Office Excel 2010. O mesmo tratamento estatistico
foi aplicado as amostras de figado, cérebro e coragdo para andlise da intensidade de Na,K-ATPase e da a-tubulina.

Assim foram escolhidas as concentra¢es de 100, 50, 10 e 50 ug, para rim, figado,
cérebro e coracdo, respetivamente.

Fez ainda parte da otimizacdo do Western Blot analisar se as bandas detetadas com
cada um dos anticorpos utilizados correspondiam a marcacdo da proteina alvo ou a alguma
eventual marcacdo inespecifica. Utilizou-se a determinacdo da massa molecular da proteina
detetada na marcacdo imunolégica como método para fazer essa diferenciacdo. A massa
molecular da proteina em avaliacdo € determinada tendo em conta a mobilidade
eletroforética da mesma, bem como a de uma série de proteinas padrdo, de massa molecular
conhecida, que permitem a construgdo de uma curva de calibragéo.

A massa molecular da isoforma al foi de 91,43+3,30; 105,69+4,65; 109,93+10,41 e
101,69+3,08, para as amostras de rim, figado, cérebro e coracdo, respetivamente,
semelhantes a descrita pelo fabricante, 100 kDa. O mesmo tratamento foi aplicado a a-
tubulina (usada como controlo), para a qual se obteve uma média de 47,17+1,20;
51,40+1,33; 56,28+1,14 e 46,64+1,01, para as amostras de rim, figado, cérebro e coracao,
respetivamente, semelhantes a descrita pelo fabricante, 50 kDa (Ver Anexo ).

A massa molecular da isoforma a2 foi de 87,22+1,57; 94,37+3,45; 99,95+2,68 e
94,33+2,67, para as amostras de rim, figado, cérebro e coracdo, respetivamente, semelhantes
a descrita pelo fabricante, 100 kDa. O mesmo tratamento foi aplicado a isoforma a3 para a
qual se obteve uma média de 106,10£2,25 e 109,98+2,50 para as amostras de rim e cérebro,
respetivamente, semelhantes a descrita pelo fabricante, 110 kDa e para a a-tubulina, para a

qual se obteve uma média de 50,12+0,00; 55,60+3,89; 51,47+1,71 e 48,50+1,27, para as
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amostras de rim, figado, cérebro e coragdo, respetivamente, semelhantes a descrita pelo
fabricante, 50 kDa (Ver Anexo II).
Estes resultados permitiram-nos confirmar que as bandas marcadas pelos anticorpos

correspondiam as proteinas de interesse.

4.2.1.2. RESULTADOS DA APLICACAO DA METODOLOGIA OTIMIZADA PARA WESTERN BLoT

Com a tecnica de Western Blot otimizada, procurou-se avaliar a expressdo das
isoformas al, 02 e a3 da Na,K-ATPase em homogeneizados de tecidos de animais controlo
e GK.

A Figura 32 mostra que a expressdo da isoforma al-Na,K-ATPase em rim néo
apresenta alteracOes significativas entre ratos controlo e GK, para os quais se registou uma
expressao de 1,929+0,107 e 1,923+0,124 (unidades arbitrarias - UA), respetivamente. Por
sua vez, a expressdo da isoforma a2-Na,K-ATPase foi de 0,009+0,002 UA e 0,021+0,006
UA, em ratos controlo e GK, respetivamente, as quais sdo diferentes significativamente
entre si. A isoforma a3-Na,K-ATPase apenas foi identificada em ratos GK para 0s quais se

observou uma expressdo de 0,539+0,021 UA.
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Figura 32: Avaliagdo da expressdo da isoforma a1, a2 e a3-NKA em amostras controlo e GK de rim.

No canto superior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 3 imagens de sec¢des dos blots com marcagio
para a isoforma a2 e para a a3 apos Stripping da mesma membrana, acoplado a marcacgdo para a a-tubulina correspondente. No
canto inferior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 2 imagens de secgdes dos blots para a isoforma al,
acoplado a marcagdo para a a-tubulina respetiva (W: Wistar; GK: Goto-Kakizaki). Os graficos sdo representativos da média * e.p.m
da razdo da intensidade/mm? das bandas de a1, a2 e a3-NKA, relativamente a tubulina.

A expressdo da isoforma a1-Na,K-ATPase em figado de ratos controlo e GK foi de
1,295+0,095 e 0,856+0,084 UA, respetivamente, registando-se assim uma alteracdo

significativa da sua expressdo. Por sua vez, a expressdo da isoforma a2-Na,K-ATPase foi de
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0,040+0,027 e 0,024+0,004 UA, em ratos controlo e GK, respetivamente, ndo se registando

uma diferenca significativa diferente entre si (Figura 33).
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Figura 33: Avalia¢do da expressdo da isoforma al, a2 e «3-NKA em amostras controlo e GK de figado.

No canto superior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 3 imagens de sec¢des dos blots marcados para a
isoforma a2 e para a3 apds Stripping da mesma membrana, acoplado a marcagdo para a a-tubulina correspondente. No canto
inferior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 2 imagens de sec¢des dos blots marcados para a isoforma
al, acoplado a marcagdo para a a-tubulina correspondente (W: Wistar; GK: Goto-Kakizaki). Os graficos sdo representativos da
média #* e.p.m da razdo da intensidade/mm? das bandas de a1, a2 e a3-NKA, relativamente a tubulina.
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Figura 34: Avaliacdo da expressdo da isoforma al, a2 e «3-NKA em amostras controlo e GK de cérebro.

No canto superior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 3 imagens de sec¢oes dos blots da marcagdo para
a isoforma a2 e para a o3 apds Stripping da mesma membrana, acoplado a marcagdo para a-tubulina correspondente. No canto
inferior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 2 imagens de sec¢des dos blots marcados para a isoforma
al, acoplado a marca¢do para a a-tubulina correspondente (W: Wistar; GK: Goto-Kakizaki). Os graficos sdo representativos da
média * e.p.m da razdo da intensidade/mm? das bandas de a1, a2 e a3-NKA, relativamente a tubulina.

Na figura anterior (Figura 34), observa-se que a expressdo da isoforma ol-Na,K-
ATPase em cérebro, em ratos controlo e GK, ¢é de 0,367+0,021 e de 0,602+0,073 UA,
respetivamente. Assim € possivel observar uma diferenca significativa da expressdo
registada para esta isoforma entre ratos controlo e GK. O mesmo se verifica na expressao da
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isoforma a2-Na,K-ATPase, para a qual se registaram os valores de 0,043+0,003 e
0,037+0,001 UA, em ratos controlo e GK, respetivamente. Ao contrario da isoforma al e
a2, a a3-Na,K-ATPase ndo difere significativamente entre ratos controlo e GK, para a qual

se observou uma expressao de 0,765+0,047 e 0,684+0,044 UA, respetivamente.
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Figura 35: Avaliacdo da expressdo da isoforma al, a2 e «3-NKA em amostras controlo e GK de coracdo.

No canto superior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 3 imagens de sec¢des dos blots da marcac¢do para
a isoforma a2 e para a a3 apds Stripping da mesma membrana, acoplado a marcagdo para a-tubulina correspondente. No canto
inferior esquerdo da figura encontra-se representado um conjunto de 2 imagens de sec¢des dos blots marcados para a isoforma
al, acoplado a marcagdo para a a-tubulina correspondente (W: Wistar; GK: Goto-Kakizaki). Os graficos sdo representativos da
média * e.p.m da razdo da intensidade/mm? das bandas de a1, a2 e «a3-NKA, relativamente a tubulina.

A expressdo da isoforma o1-Na,K-ATPase em coragéo de ratos controlo e GK foi de
0,782+0,050 e 0,465+0,054 UA, respetivamente, registando-se assim uma alteracao
significativa da expressdo desta isoforma da bomba de sédio. A expressdo da isoforma o2-
Na,K-ATPase foi de 0,037+0,011 e 0,012+0,004, em ratos controlo e GK, respetivamente,
para a qual também se observa que a expressdo entre ratos controlo e GK €

significativamente diferente (Figura 35).

4.2.2. AVALIACAO DA LOCALIZACAO “Z¥S/T0/” DAS ISOFORMAS DA SUBUNIDADE ALFA DA
NA,K-ATPASE NOS DIFERENTES TECIDOS

Para a investigacdo da distribuicdo isoenziméatica da Na,K-ATPase recorreu-se a
procedimentos de imuno-histoquimica, através dos quais foi possivel analisar e avaliar a
marcacdo imunologica das isoformas al, 02 e o3 desta bomba. Na figura seguinte

encontram-se exemplos de um conjunto de fotomicrografias representativas de seccdes de
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cada um dos tecidos em analise sujeitas a imunomarcacdo com 0s anticorpos contra as
isoformas al, a2 e a3 da Na,K-ATPase.

al-Na,K-ATPase a2-Na,K-ATPase

Figado

Coracao

Figura 36: Andlise qualitativa da expressdo imuno-histoquimica das isoformas al e a2 da Na,K-ATPase em sec¢des
de rim, figado e coragdo, de ratos controlo.

Foram analisadas uma média de 6 fotomicrografias por lamina com diferentes amplia¢oes (10, 40 e 100X) das quais se mostram
apenas imagens com ampliagdo de 400X (Legenda: G: Glomérulo; TP: Ttibulo proximal; TD: Tubulo distal; VC: Veia central; S:
Sinusoéides; N: Nucleo; E: Eritrocitos; DI: Discos intercalares).

Tal como se pode observar na imagem da lamina de rim marcada com o anticorpo

para a isoforma al da Na,K-ATPase (Figura 36), os glomérulos exibem uma marcagdo
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muito pouco intensa. Por sua vez, os tubulos proximais exibem uma marcacao intermédia,
enquanto os tubulos distais tem uma marcagdo j& muito intensa (castanho muito escuro). No
que diz respeito a subunidade a2, a estrutura celular que surge com marcagao mais intensa ¢
o glomerulo, ndo havendo uma diferenciacdo entre tabulos proximais e distais.

al-Na,K-ATPase

Figura 37: Andlise qualitativa da expressdo imuno-histoquimica das isoformas al, a2 e a3 da Na,K-ATPase em

secgoes de cérebro, de ratos controlo.

Foram analisadas uma média de 6 fotomicrografias por lamina com diferentes ampliagdes (10, 40 e 100X) das quais se mostram
apenas imagens com ampliacdo de 100X (Legenda: GL: Camada granulosa; PL: Camada de células de Purkinje; ML: Camada
molecular; P: Células de Purkinje).
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Na ldmina de figado marcada para a isoforma al observa-se claramente que o
citoplasma dos hepatdcitos ndo apresenta qualquer marcacéao (a azul) e apenas as membranas
dos sinusdides e da veia central exibem uma coloracdo acastanhada, onde se confirma a
marcacdo para esta isoforma da bomba de sodio. No entanto, para a lamina de figado
marcada com 0 anticorpo para a isoforma o2 da Na,K-ATPase, verifica-se que além das
membranas, também o citoplasma exibe alguma marcacdo, apesar desta parecer um pouco
menos intensa.

Na lamina de cora¢do marcada para a isoforma al observa-se que 0s ndcleos dos
miocitos (a azul) ndo estdo marcados, mas o citoplasma dos midcitos exibe uma evidente
marcagdo para esta isoforma da subunidade o da bomba de sodio. Os discos intercalares
exibem uma marcacéo mais intensa do que a dos midcitos, sendo estes bem evidentes devido
ao tom castanho-escuro observavel entre os midcitos.

Na Figura 37 é possivel observar, na lamina de SNC marcada com o anticorpo para
a isoforma ol que a camada granulosa, onde se localizam 0s neuronios, esta
maioritariamente corada de azul e, por isso, considera-se que tem marcacdo nula ou muito
pouco intensa para a al-Na,K-ATPase, ao contrario da camada molecular (a castanho) que
se considera marcada com uma coloracdo de tonalidade intermédia. Ainda nesta lamina é
possivel observar que a camada de células de Purkinje exibe uma colora¢do azul e, portanto,
ndo estd marcada para esta isoforma da bomba de sédio. As mesmas consideracdes se
retiram da observacdo da lamina de SNC marcada para a isoforma 2.

Da lamina marcada para a a3-Na,K-ATPase, verifica-se uma evidente marcagdo da
camada molecular, ao contrario das inumeras células de Purkinje que podem ser observadas,

em que todas elas apresentam uma coloracéo azul.
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5. DIsCussAo
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Séo diversos os trabalhos que referenciam a existéncia de alteracdes na atividade
(Sweeney and Klip 1998; Vague et al. 2004) e/ou expressdo isoenzimética (Sweeney and
Klip 1998) da bomba em modelos animais da diabetes. Contudo, os resultados sdo
controversos e em alguns casos contraditorios, ndo havendo consenso sobre as alteracfes
observadas na Na,K-ATPase nos diferentes tecidos, o que pode estar relacionado com 0s
diferentes modelos animais da doenca utilizados (Ver capitulo 1.3.3).

Neste trabalho procedeu-se ao estudo e avaliacdo de possiveis alteracdes de atividade
e expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase em diferentes 6rgdos de ratos GK, conhecidos
por desenvolverem espontaneamente uma sindrome semelhante a diabetes tipo 2 humana
(Ceica 1998), relativamente a ratos normoglicémicos.

Os resultados obtidos mostram uma reducdo da atividade da Na,K-ATPase, em
tecido renal em GK. Apesar da diminuicdo de atividade observada em rim, a expressao
isoenzimatica (ver capitulo 4.2.1) da subunidade al, a subunidade mais abundante neste
tecido (Blanco and Mercer 1998), ndo foi significativamente diferente entre ratos controlo e
GK. Contudo, estes ultimos apresentaram uma expressdo aumentada da subunidade o2 e
apenas nestes foi possivel detetar a subunidade a3, sugerindo uma alteragdo no balango entre
as diferentes isoformas, com uma diminuicao relativa da al.

Além disso, a diminuicdo na atividade da bomba observada em tecido cardiaco foi
acompanhada da reducdo de expressdo, quer da isoforma al quer da a2, sugerindo uma
relacdo entre 0s dois parametros.

No entanto, em figado e em cérebro observou-se uma alteracdo da expressdo de ol
da Na,K-ATPase em GK que nédo se refletiu numa reducdo significativa da atividade
enzimética da bomba, embora pareca haver uma tendéncia para a atividade enzimética da
Na,K-ATPase ser inferior em tecido hepatico de GK.

De facto, tendo em conta o conjunto de resultados obtidos nos diferentes érgdos, cujo
resumo se apresenta de forma esquematica na Tabela 5, com excecdo do cérebro, existe
uma alteragdo do balango entre isoformas em que a diminui¢do da proporg¢ao relativa da al
parece estar associada a uma diminuicdo da atividade total da Na,K-ATPase no tecido
(Tabela 5).
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Tabela 5: Tabela comparativa de alteragdes de atividade e expressdo isoenzimdtica das isoformas al, a2 e a3 da

Na,K-ATPase, em rim, figado, cérebro e coragdo.

Expressao isoenzimatica

Atividade
enzimatica
a2
. < S6 identificada
Rim J Sem alteracéo ™ em GK
Figado Sem alteracéo J Sem alteragéo
Cérebro Sem alteragéo ™ N Sem alteragéo
Coragéo NY N2 N2

Muito embora estas alteracdes de expressdo da subunidade o, em particular em
cérebro, ndo se traduzam numa alteracdo global de atividade catalitica, se tivermos em conta
que a expressdo de cada uma das isoformas esta associada a tipos celulares distintos, como
demonstra a localizacdo in situ da bomba por imuno-histoquimica (Ver capitulo 4.2.2), e que
cada isoforma apresenta sensibilidade para os catifes e para os agentes de regulacdo fina
(ouabaina enddgena e pelas vias de sinalizacdo intracelulares) distintos (Blanco and Mercer
1998), € espectavel que ocorram alteracdes do funcionamento da Na,K-ATPase em tecido
cerebral em GK resultantes da alteracdo da expressao relativa das diferentes isoenzimas.

Por outro lado, em tecido renal, apesar de ndo se registar alteracdo na expressdo da
subunidade al, podem ocorrer nesta subunidade processos de regulagdo fina da atividade,
nomeadamente por fosforilagdo pela PKC ou pela PKA, que podem contribuir para a
alteragdo da sua atividade. As isoformas da subunidade a da Na,K-ATPase sdo também
expressas diferencialmente em regi6es particulares do tecido renal.

Na realidade desconhece-se ainda como é que a atividade da bomba nos diferentes
tecidos ¢ afetada pela expressdo quantitativa diferencial das isoformas da subunidade a.
Finalmente, os resultados apresentados neste trabalho ndo permitem excluir a possibilidade
da existéncia de alteracdes na expressdo das isoformas da subunidade B da Na,K-ATPase
que, por afetar a regulacdo da funcdo da bomba (Blanco and Mercer 1998), possa contribuir
para explicar as alteracdes da atividade aqui descritas.

E ainda de realcar que a distribuicdo tecidular das isoformas da subunidade o da
Na,K-ATPase apresentada neste trabalho é concordante com a literatura no que respeita aos
tecidos analisados (Blanco and Mercer 1998; Vér et al. 1995), apresentando pela primeira

vez evidéncias da existéncia da isoforma a2 em tecido hepatico (Ver capitulo 4.2.2).
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Os resultados apresentados neste trabalno mostram ainda pela primeira vez a
atividade e expressdo da Na,K-ATPase num modelo espontaneo da DT2. Estes pdem em
evidéncia diferencas face a literatura, com os quais estad por vezes em desacordo. E de
realcar, porém, que esta contradicdo pode residir no facto de se tratar de modelos de diabetes
com etiologia diferente. Efetivamente, muitos estudos tiveram por base modelos de diabetes
quimicamente induzida (assunto revisto no capitulo 1.3.2) por estreptozotocina (Ng,
Tolerico, e Book (1993); Clark, Hamel, e Queener (1983)) ou aloxano (Carnovale et al.
1991; Clark, Hamel, and Queener 1983; Mayanil, Kazmi, and Baquer 1982; Tsimarato et al.
2001).

Por um lado, o aloxano e a estreptozotocina sdo analogos da glucose, que penetram
nas células pelos transportadores de glucose (GLUTS), que para além de apresentarem
toxicidade para as células B-pancreéticas, apresentam também alguma toxicidade hepética e
renal, o que torna os resultados relativos a atividade ou expressdo da Na,K-ATPase
dificilmente comparaveis com os que foram obtidos neste trabalho.

Por outro lado, a administracdo de estreptozotocina e aloxano gera modelos da DT1,
se a dose administrada for suficiente para que ocorra desaparecimento total das células p-
pancreaticas, ou de DT2, se a dose administrada conduzir apenas a uma reducdo do nimero
de células pB-pancreaticas funcionais (Holt et al. 2011). Em qualquer dos casos,
fenotipicamente estas doencas séo distintas da DT2, que se desenvolve espontaneamente, na
medida em que se caracterizam por apresentar secrecdo insuficiente de insulina, mas nao
hiperinsulinemia em jejum ou insulinorresisténcia nos tecidos periféricos (Defronzo 2009),
condices tipicas da DT2 humana (Holt et al. 2011). Assim sendo, ndo é de esperar que a
diabetes quimicamente induzida constitua 0 modelo mais adequado para estudar alteracdes
associadas a fisiopatologia da DT2, em particular em situacbes em que a insulina
desempenha um papel relevante como € o caso da regulacdo da expressdo isoenzimatica da
Na,K-ATPase.

As alteragBes isoenzimaticas e de atividade que foram identificadas nos tecidos
estudados neste trabalho podem ser resultado da desregulacdo dos niveis circulantes de
insulina, pois sdo uma carateristica deste modelo animal (Ceica 1998). A insulina
desencadeia vias de transducdo de sinal distintas nos vérios tecidos, que dependem
fundamentalmente dos substratos do recetor de insulina presentes nesse tecido. Assim
podem ser desencadeadas pela insulina quer alteracbes gendmicas, que levem a expressao
diferencial de isoformas da bomba, quer alteracGes de regulacdo fina da bomba, que podem

ocorrer em consequéncia da ativagdo de fosfatases ou cinases (Sweeney and Klip 1998).
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Assim, muito sucintamente, este trabalho sugere que as alteracbes de expressao
isoenzimética ou de regulacdo intracelular da Na,K-ATPase poderdo contribuir para
disfungdes da Na,K-ATPase nos tecidos estudados de animais GK.
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6. CONCLUSAO
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Este trabalho mostra a caracterizacdo da atividade enzimatica e da expressao das

isoformas da subunidade o em diversos tecidos num modelo animal da DT2 humana.
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

v' Em ratos GK, a atividade da Na,K-ATPase foi significativamente diferente em tecido
renal e cardiaco, observando-se um decréscimo da atividade da Na,K-ATPase, em
tecido renal de 55,7% e em tecido cardiaco de 77,5%; contrariamente, em tecido
hepatico e cerebral ndo se registaram diferencas estatisticamente significativas de

atividade da bomba;

v’ Ha alteragdes significativas da expressdo isoenzimatica da Na,K-ATPase em GK; a
expressdo da isoforma al, em figado e coracdo sofreu um decréscimo significativo
em ratos GK, ao invés do observado em cérebro, em que se observou um aumento
significativo da expressdao da al em ratos GK; a nivel renal observou-se um aumento
significativo da expressdo da isoforma a2 em ratos GK, contrariamente aos
resultados obtidos em cérebro e coragdo, para 0s quais se observou um decréscimo

significativo da expressdo dessa isoforma;

v No seu conjunto estes resultados apontam para alteracdes na expressédo relativa das

isoenzimas podendo estas originar as alteracdes observadas na atividade da bomba.

v" No que respeita a distribuicdo in situ, observou-se uma distribuicdo diferencial e
caracteristica das células e estruturas dos tecidos, em concordancia com a literatura;

De realgar que foi descrita pela primeira vez a existéncia de 02 em tecido hepatico.

Em suma, estes resultados em conjunto permitem concluir que a atividade da Na,K-
ATPase parece estar afetada na DT2, em tecidos renal, hepatico, cardiaco e cerebral,
podendo estas alteragdes contribuir para o desenvolvimento das co-morbilidades associadas

a diabetes.
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8. ANEX0S
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8.1.

R/

REAGENTES

3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma Aldrich, Inc. 3050 Spruce Street Saint
Louis, Missouri 63103 USA)

Acido acético (3%)

Acido cloridrico concentrado

Acido fosférico (8,5%)

Acido sulfurico (1N)

Acido tricloroacético (11,5%) 2mM

Acrilamida/Bisacrilamida (30%)

Agua bidestilada, destilada e ultrapura

Albumina do Soro Bovino 2mg/mL

Anticorpo primario monoclonal anti-Na'/K*-ATPase (isoforma a1) clone M8-P1-A3,
produzido em ratinho (Sigma Aldrich, Inc. 3050 Spruce Street Saint Louis, Missouri
63103 USA)

Anticorpo primario monoclonal anti-Na'/K*-ATPase (isoforma a3) clone M7-PB-
E9, produzido em ratinho (Sigma Aldrich, Inc. 3050 Spruce Street Saint Louis,
Missouri 63103 USA)

Anticorpo priméario monoclonal anti-o-tubulina clone B-5-1-2, produzido em ratinho
(Sigma Aldrich, Inc. 3050 Spruce Street Saint Louis, Missouri 63103 USA)
Anticorpo primario policlonal anti-a2-Na'/K*-ATPase, produzido em coelho
(Millipore Corporation, CHEMICON International, Inc.)

Anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (GE

Healthcare, UK Limited)

93



X/
L X4

X/
°

X/
°e

X/
°

X/
°e

Anticorpo secundario anti-lgG de ratinho conjugado com peroxidase de rabano-HRP

(Sigma Aldrich, Inc. 3050 Spruce Street Saint Louis, Missouri 63103 USA)
APS (10%) (m/v)

ATP 40mM

Azul brilhante de Coomassie G-250 0,12mM
Azul de bromofenol (0,06%)

Bicarbonato de Sodio 20mM

Biotinylated Goat Anti-Polyvalent Plus
Cloreto de Magnésio Hexa-hidratado 5,55mM
Cloreto de Potassio 6,94mM

Cloreto de Sodio 150mM; 80,55mM e 15,55mM
DAB Plus Chromogen

DAB Plus Substrate

Ditiotreitol 600mM

EDTA 1ImM

Etanol (4,75%)

Glicerol (30%)

Glicina 192mM e 250mM

Hematoxilina

Hepes 5mM

Leite magro

Metanol (20%)

Molibdato de amonio (1%)

NaOH 0,2M

Ouabaina 1,11mM
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X/ X/
° °e

X/
°

X/
L %4

Padréo Precision Plus Protein™ Dual Color Standards#161-0374 (Bio-Rad)
Perdxido de hidrogénio

PBS

PBS-T

PHSF 0,1mM

Ponceau S (0,2%) (v/v)

Reagente de Bradford

Reagente de Sulfato de ferro-molibdato de amdnio
Reagente luminescente ECF Plus Western Blotting Detection Reagents (GE
Healthcare)

Sacarose 0,32M e 0,25M

SDS (12%; 10%; 0,1% e 0,037%)

Streptavidin Peroxidase Plus

Sulfato de ferro 11 (5%)

TEMED

Tris 25mM, pH 8.3

Tris-HCI 0,5M, pH 6.8

Tris-HCI 1,5M, pH 6.8

Tris-HCI 25mM, pH 7.6

Tris-HCI 50mM e 128mM, pH 7.5

Tris-HCI 5mM, pH 7.4

Tween-20 (0,1%)

Xileno
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8.2.  MATERIAL E EQUIPAMENTO

% Agitador magnético

+ Balanca analitica METTLER AE200

% Baldes volumétricos

% Banho seco

%+ Banho termostatizado a 37°C com agitacao
% Centrifuga de bancada (spin)

% Centrifuga Refrigerada HERMLE Z 323 K
%+ Congelador

%+ Copos de vidro

% Cronémetro

% Eppendorfs (1,5e 2 mL)

%+ Esguichos

%+ Espatulas

% Espetrofotdmetro

% Etiquetas

% Frigorifico

% Gelo

¢+ Homogeneizador de Potter FALC Instruments S.R.L Treviglio (BG) Italy
% Luvas descartaveis

¢+ Medidor de pH Inolab pH Level 1

% Membrana PDVF (acrénimo para Polyvinylidene difluoride) (Hybond-P, GE

Healthcare)

K/
L X4

Micropipeta multicanal
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X/ X/ X/ X/
°e o0 o0 L X4

X/
°

X/
°e

8.3.

K/ ) K/
*0 ° L X4

K/
°e

Micropipetas P2, 20, P200, P1000, P5000

Microplaca 96 pogos

Microscépio Nikon Eclipse 600 com cdmara digital Nikon DN100
Papel de aluminio

Papel de filtro

Parafilm

Pingas

Pipetas de Pasteur

Pontas para micropipetas

Seringa Hamilton

Sistema Bio-Rad Gel-doc (system e software)

Sistema de eletroforese Mini-Protean-3 da Bio-Rad (USA)

Sistema Mini Trans-Blot Electroforetic Transfer Cell da Bio-Rad (USA)
Tubos de centrifuga

Tubos de Falcon (50 mL)

Ultracentrifuga BECKMAN Optima™ LE-80K Ultracentrifuge (USA)
Varetas de vidro

Vortex ZX3

SOLUCOES

Cromogenio DAB

Gel de concentracao (4%)
Gel de resolucao (7,5%)
Ponceau S (0,2%)

Solucéo A para determinagdo de atividade enzimatica
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°e

X/
°

X/ X/ X/
> ° °e °

o
A5

X/
°

Solucéo B para determinacéo de atividade enzimética
Solucdo CLEARMOUNT

Solucdo de isolamento

Solucdo de KH,PO,

Solugéo de peroxidase

Solucdo de ressuspenséo

Solucédo Ultra V Block

Tampao de amostra (6x)

Tampao de corrida (10x) pH 8.3

Tampao de homogeneizagao

Tampao de transferéncia

Tampéo Tris-salino

TBS (10x)

TBST

TBST suplementado com 0,5% de leite magro

TBST suplementado com 5% de leite magro
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75 kDa

50 kDa

75 kDa

75 kDa

50 kDa

8.4.  FIGURAS COMPLEMENTARES

Anexo |
P Rim GK1I W1 P GK2 W2 GK3 W3 2,500 - y = -0,1704x + 2,4441
& R2=0,9711
2,300 -
-l
— 2,100 -
Marcacdo com o corante Ponceau S = &
£ 1,900 - P~
— Ce— %D
- _ = 1,700 -
Marcacéo com al-Na.K-ATPase. 1,500 -
1,300 T T T T T 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
e —— R P g5 L
Distancia (cm)
Marcacio com a-tubulina.
Figura 38: Representacdo da expressdo e determinacdo da massa molecular (kDa) da isoforma a1-Na,K-ATPase e
respetiva a-tubulina, da membrana com amostras controlo e GK de rim.
No painel esquerdo visualiza-se a imagem da marcagdo da membrana, com amostras de cérebro, com o corante Ponceau S (1); com
a isoforma a1-Na,K-ATPase (2) e com a a-tubulina (3). No painel direito representa-se uma curva exemplificativa da determinagdo
da massa molecular da isoforma al-NaK-ATPase e respetiva a-tubulina, efetuada em todas as amostras. A estatistica da
linearidade da curva, realizada no programa Microsoft Office Excel 2010, é expressa no canto superior direito da figura.
Anexo I
W1 GK1 W2 GK? P W3 GK3 Rim 2500 - y= -0,1906x + 2,49t
& R2=0,9752
2,300 -
i — 2,100 -
Marcacéo com o corante Ponceau S 2
' 2 1,900 - >
oo
o
= 1,700 -
1,500 -
Marcacdo com a2-Na.K-ATPase. 1,300 : : : : :
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

v g - — Distancia (cm)

Marcacio com a3-Na.K-ATPase.

S— S - -

Marcacio com a-tubulina.

Figura 39: Representacdo da expressdo e determinacdo da massa molecular (kDa) da isoforma a2 e a3-NaK-
ATPase e respetiva a-tubulina, da membrana com amostras controlo e GK de rim.

No painel esquerdo visualiza-se a imagem da marcagdo da membrana, com amostras de cérebro, com o corante Ponceau S (1); com
a isoforma a2-Na,K-ATPase (2); com a isoforma a3-Na,K-ATPase (3) e com a a-tubulina (4). No painel direito representa-se uma
curva exemplificativa da determinagdo da massa molecular da isoforma a2 e a3-Na,K-ATPase e respetiva a-tubulina, efetuada em
todas as amostras. A estatistica da linearidade da curva, realizada no programa Microsoft Office Excel 2010, é expressa no canto
superior direito da figura.
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Anexo III

Rim - Atividade enzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Média  Varidncia
44,23747 3 50,49409 16,83136 14,42225
13,01587 5 50,00882 10,00176 16,42453
ANOVA
Fonte de
variagdo sQ mMQ F valor P Fcritico
Entre grupos 87,4564 1 87,4564 5,550284 0,0566 5,987378
Dentro de
grupos 94,54262 6 15,7571
Total 181,999 7

Figado - Atividade enzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Média  Varidncia
5,050505 3 12,22814 4,076046 1,510946
2,491582 5 16,22935 3,245871 1,678208
ANOVA
Fonte de
variagdo sQ mMQ F valor P F critico
Entre grupos 1,292232 1 1,292232 0,796467 0,406518 5,987378
Dentro de
grupos 9,734725 6 1,622454
Total 11,02696 7
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Cérebro - Atividade enzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
8,417508 2 31,64983 15,82492 25,47586
16,30208 2 21,77083 10,88542 1,388889
ANOVA
Fonte de
variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 24,39865 1 24,39865 1,816407 0,310111 18,51282
Dentro de
grupos 26,86475 2 13,43237
Total 51,2634 3

Coracgido - Atividade enzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
14,89899 7 56,40331 8,057616 55,97241
7,946429 5 4,234209 0,846842 0,519745
ANOVA
Fonte de
variag@o 5Q gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 151,6528 1 151,6528 4,48792 0,060178 4,964603
Dentro de
grupos 337,9134 10 33,79134
Total 489,5663 11
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Anexo IV

Rim al - Expressao isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Controlo 4 7,71789274 1,929473185 0,04538909
GK 4 7,69096732 1,922741831 0,0612354
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 9,06223E-05 1 9,06223E-05 0,00169984 0,968451 5,98737761
Dentro de grupos 0,319873454 6 0,053312242
Total 0,319964076 7

Rim a2 - Expressao isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

Controlo 4 0,03586374 0,008965935 1,3722E-05
GK 4 0,083867071 0,020966768 0,000130275
ANOVA

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,00028804 1 0,00028804 4,000643075 0,092405725 5,987377607
Dentro de grupos 0,000431991 6 7,19984E-05
Total 0,00072003 7
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Figado a1 - Expressdo isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Controlo 4 5,17926071 1,294815178 0,03607839
GK 4  3,425918 0,856479501 0,02825647
ANOVA
Fonte de variagéo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,384276332 1 0,384276332 11,9461317 0,013528 5,98737761
Dentro de grupos 0,193004568 6 0,032167428
Total 0,577280899 7

Figado a2 - Expressdo isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Controlo 2 0,08097955 0,040489773 0,00143908
GK 2 0,04858876 0,024294379 3,5282E-05
ANOVA
Fonte de variagGo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,000262291 1 0,000262291 0,35580116 0,6113718 18,5128205
Dentro de grupos 0,001474367 2 0,000737184
Total 0,001736658 3
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Cérebro al - Expressao isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
w 3 1,10161275 0,367204248 0,00130908
GK 3 1,80534761 0,601782535 0,0159563
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,082540459 1 0,082540459 9,56138469 0,0364981 7,70864742
Dentro de grupos 0,034530755 4 0,008632689
Total 0,117071214 5

Cérebro a2 - Expressao isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

Controlo 3 0,129892826 0,04329761 3,23914E-05
GK 3 0,110697707 0,03689924 3,86064E-06
ANOVA

Fonte de variagdo s5Q gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 6,14088E-05 1 6,1409E-05 3,387881244 0,13949813 7,7086474
Dentro de grupos 7,2504E-05 4 1,8126E-05
Total 0,000133913 5
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Cérebro o3 - Expressao isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

Controlo 3 2,294698024 0,76489934 0,006699677
GK 3 2,051286172 0,68376206 0,005759046
ANOVA

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,009874888 1 0,00987489 1,585216734 0,27647711 7,7086474
Dentro de grupos 0,024917446 4 0,00622936
Total 0,034792335 5

Coracdo al - Expressao isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Controlo 4 3,12930997 0,782327493 0,01019874
GK 3 1,39590886 0,465302953 0,0088748
ANOVA
Fonte de variagdo SQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,17229353 1 0,17229353 17,8188598 0,0083179 6,60789097
Dentro de grupos 0,048345835 5 0,009669167
Total 0,220639364 6
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Coracdo a2 - Expressao isoenzimatica Na,K-ATPase

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Controlo 4 0,14947621 0,037369051 0,00045558
GK 3 0,03506242 0,011687473 3,7331E-05
ANOVA
Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0,001130646 1 0,001130646 3,92204276 0,1045227 6,60789097
Dentro de grupos 0,001441399 5 0,00028828
Total 0,002572045 6
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