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RESUMO 

 

 Os túbulos proximais renais são responsáveis pela manutenção do volume 

extracelular, já que este segmento do néfron está envolvido em ~ 60% do processo de 

reabsorção de fluidos nos rins. Na membrana basolateral do túbulo proximal, estão 

presentes os transportadores ativos primários, sendo a (Na+/K+)ATPase (bombeia o 

sódio em massa para o interstício),  responsável pela geração do gradiente de sódio 

entre a célula, gradiente este necessário para o transporte de íons do lúmen para 

dentro da células epiteliais renais. A Na+-ATPase, responsável pela regulação do ajuste 

fino da reabsorção renal, além da  (Na+/K+)ATPase, foram enzimas de nosso interesse 

nesta tese. No presente trabalho, foi mostrado que ceramida e ceramida-1P não 

modulam a (Na+/K+)ATPase em nosso modelo biológico. No entanto, concentrações 

nanomolares de ceramida (200 nM), inibem a atividade da Na+-ATPase; tendo a 

ceramida-1P um potencial inibitório maior sobre a enzima (efeito máximo com 100 nM). 

O efeito inibitório da ceramida sobre a Na+-ATPase ocorre via ativação de PKA, já que 

este efeito é abolido quando se incubam as membranas com 10 nM do inibidor 

específico de PKA, peptídeo 5-22. Por outro lado, a inibição da Na+-ATPase por 

ceramida-1P ocorre via PKC, já que a pré-incubação das membranas com 10 nM de 

calfostina C (inibidor específico de PKC) previne a inibição da Na+-ATPase. Foi ainda 

mostrada a presença da esfingomielinase ácida e neutra na membrana basolateral 

renal, além da presença e caracterização parcial de uma ceramida cinase, mostrando 

assim a presença de geradores de ceramidas em membranas basolaterais renais. 

 Na busca de ativadores para este sistema gerador de ceramidas, foi mostrado 

que o AMPc estimula a atividade da ceramida cinase, efeito este que é revertido pela 



 x

incubação com o inibidor de PKA. Esta é a primeira demonstração de regulação por 

cinases de uma ceramida cinase. Desta forma, hormônios e autacóides que ativam a 

via AMPc/PKA, apresentam-se como potenciais moduladores deste sistema de 

sinalização via esfingolipídios.    
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ABSTRACT 

 

The kidney proximal tubules are responsible for the maintenance of the 

extracellular volume, which are involved in ~ 60% of reabsorption process in the kidney. 

The basolateral membranes from kidney proximal tubules have active primary carriers, 

which the (Na+/K+) ATPase (pumps in mass the sodium for the interstitial), responsible 

for the generation of the gradient of sodium in the cell. This gradient is necessary for the 

transport of ions present in the lumen into the kidney epithelial cells. The Na+-ATPase, 

responsible for regulating fine renal reabsorption, in addition to (Na+/K+) ATPase, were 

enzymes of our interest in this thesis. In this work, it was shown that ceramide and 

ceramide-1P not modulate the (Na+/K+) ATPase in our biological model. However, 

nanomolar concentrations of ceramide (200 nM), inhibit the activity of Na+-ATPase. The 

ceramide-1P has a greater potential inhibitory on the enzyme (maximum effect with 100 

nM). The inhibitory effect of ceramide on the Na+-ATPase occurs through activation of 

PKA, as this effect is abolished when the membranes were treated with 10 nM of 

specific inhibitor of PKA, peptide 5-22. Moreover, inhibition of the Na+-ATPase by 

ceramide-1P occurs via PKC, as the pre-incubation of membranes with 10 nM of 

calfostina C (specific inhibitor of PKC) prevents the inhibition of Na+-ATPase. It was also 

shown the presence of acid and neutral esfingomielinase in renal basolateral 

membrane, besides the presence and partial characterization of a ceramide kinase, thus 

showing the presence of generators of ceramides in kidney basolateral membranes.  

In search of activators for the system whose generates ceramides, it was shown 

that cAMP stimulates the activity of ceramide kinase, and this effect is reversed by 

incubation with the inhibitor of PKA. This is the first demonstration of regulation by a 
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ceramide kinase. Thus, autacoids and hormones that activate cAMP/PKA pathway, 

present themselves as potential modulators of the sphingolipids signalling system. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Os rins  

 Nos organismos superiores, o controle sistêmico da concentração de 

diferentes íons no líquido extracelular é realizado pelos rins. Dentre as principais 

funções que os rins desempenham estão: a regulação da osmolaridade plasmática 

e do volume extracelular (mantendo a composição destes dentro de uma pequena 

faixa de variação), excreção de produtos metabólicos e substâncias tóxicas, 

secreção de hormônios e regulação do equilíbrio ácido-básico e da pressão 

arterial (BRENNER & RECTOR, 2000). 

Diariamente, cerca de 1.200 litros de sangue chegam aos rins pelas artérias 

renais. Dessa forma, estima-se que em 24 horas sejam filtrados cerca de 180 litros 

de fluido do plasma; porém são formados apenas 1 a 2 litros de urina por dia, o 

que significa que aproximadamente 99% do filtrado glomerular é reabsorvido 

(SCHNERMANN & SAYEGH, 1998; FÉRAILLE & DOUCET, 2001). 

Cada rim é composto de milhões de pequenas unidades funcionais 

denominadas néfrons (Figura 1). Estes são formados pela cápsula de Bowman que 

circunda o glomérulo, onde ocorre a filtração do plasma, conectado a uma parte 

tubular, onde ocorrem os processos de reabsorção e/ou secreção de água e 

osmólitos (MELLO-AIRES, 1999). 

O glomérulo é um enovelado capilar, formado a partir da arteríola aferente, 

que se divide em 5 a 8 ramos que, por sua vez, se subdividem em 20 a 40 alças 

capilares. Estas são sustentadas por células mesangiais, que possuem receptores  
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Figura 1: Segmentos do néfron (unidade funcional do rim). 
Os rins são compostos por milhões de unidades funcionais denominadas néfrons. A 
porção do néfron que circunda o glomérulo é a cápsula de Bowman. A partir da 
cápsula de Bowman, o líquido tubular passa pelo túbulo proximal, pela alça de 
Henle, pelo túbulo distal e pelo ducto coletor (modificado de The McGraw-Hill 
Companies, Inc.). 
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para vários hormônios que têm papel importante na regulação da hemodinâmica 

intraglomerular. Posteriormente, as alças capilares se reúnem formando a arteríola 

eferente do glomérulo (MELLO-AIRES, 1999). 

O sangue arterial é conduzido sob alta pressão nos capilares do glomérulo. 

Essa pressão, que normalmente é de 70 a 80 mm Hg, é suficiente para que parte do 

plasma passe para a cápsula de Bowman, processo denominado filtração (MULLINS 

et al., 2006). Este fluido extravasado para a cápsula de Bowman constitui o filtrado 

glomerular, que é semelhante ao plasma sangüíneo, mas sem células e proteínas. O 

conceito de que uma das diferenças entre o filtrado glomerular e o plasma 

sangüíneo é a ausência de proteínas, está sendo mudado. Trabalhos de CARUSO-

NEVES e colaboradores (2005 e 2006), mostram que células do túbulo proximal 

renal podem reabsorver grandes quantidades de albumina através de endocitose 

mediada por megalina, evidenciando, assim, que possivelmente a ausência de 

proteínas no ultrafiltrado se deva à sua intensa reabsorção.  

O filtrado glomerular passa da cápsula de Bowman para o túbulo proximal. 

Nesse túbulo ocorre a maior parte da reabsorção ativa de íons e solutos, dentre os 

quais o Na+ aparece como um dos principais íons, estabelecendo um gradiente 

osmótico através do epitélio tubular que permite, por exemplo, a reabsorção de 

água, açúcares e aminoácidos. Com isso, quando o líquido percorre o ramo 

descendente da alça de Henle, há a reabsorção passiva de água a favor do 

gradiente osmótico existente entre o fluido intratubular e o interstício hipertônico que 

o envolve. Em virtude de estar envolto por um interstício hipertônico e de sua 

permeabilidade a sais e uréia ser, de um modo geral, elevada, a concentração 

intraluminal aumenta à medida que o fluido tubular se dirige para a papila 

(formações cônicas com ápice voltado para o interior dos cálices renais presentes na 



 4

região medular), tanto por saída de água como por entrada passiva de solutos. O 

ramo descendente percorre regiões do rim com gradientes crescentes de 

concentração. Conseqüentemente, há a maior perda de água do ramo descendente 

da alça de Henle (SELDIN & GEIBISCH, 1992; SCHNERMANN & SAYEGH, 1998; 

FÉRAILLE & DOUCET, 2001). 

Esse líquido ultrafiltrado, agora muito concentrado, passa então a percorrer o 

ramo ascendente da alça de Henle que é formado por células impermeáveis à água. 

Nessa região, ocorre remoção ativa de Na+ do lúmen, deixando o líquido tubular 

hipotônico. O segmento inicial do túbulo distal convoluto é relativamente 

impermeável à água. Sua porção final, responde ao hormônio antidiurético (ADH), 

também denominado de vasopressina, tendo permeabilidade à água na presença 

deste hormônio e impermeabilidade na sua ausência. Ao sair do néfron, o filtrado 

entra nos ductos coletores. Na membrana apical deste segmento do néfron, pode 

haver a reabsorção final de água, que se dá pela inserção de canais de água que é 

ativada pelo ADH, que é um peptídeo formado por oito aminoácidos e sintetizado em 

células neuroendócrinas localizadas nos núcleos supra-ópticos e paraventriculares 

do hipotálamo, adjacentes aos centros controladores da sede. Daí é transportado 

para a hipófise posterior (ou neuro-hipófise), de onde é secretado para a circulação.  

A secreção do ADH pela neuro-hipófise pode ser influenciada pela 

osmolaridade plasmática, volume, pressão sangüíneos e em casos extremos como 

hipovolemia, decorrente de hemorragias e desidratação, contribuindo para restaurar 

a pressão arterial normal (SCHNERMANN & SAYEGH, 1998; FÉRAILLE & 

DOUCET, 2001). O ADH secretado para a circulação nos túbulos distais e ductos 

coletores liga-se ao receptor localizado na membrana basolateral e, através da 

estimulação da proteína G (Gs), ativa adenilato ciclase, produzindo AMPc que leva à 
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ativação da proteína cinase A (PKA). Esse evento resulta na fosforilação de 

proteínas responsáveis por transferir vesículas lipídicas contendo moléculas de 

aquaporina 2 para a membrana apical, elevando sua permeabilidade à água 

(MELLO-AIRES, 1999).  

Quando o nível plasmático de ADH é baixo, é excretado maior volume de 

urina, sendo esta urina diluída. Quando o nível plasmático de ADH está elevado, é 

eliminado um volume de urina (condição denominada antidiurese), urina esta mais 

concentrada (MELLO-AIRES, 1999). 

Os diferentes processos de transporte presentes ao longo do néfron, fazem 

de cada segmento um compartimento especializado. Esta característica pode ser 

exemplificada através dos distintos transportadores de Na+ presentes ao longo do 

néfron, os quais dão diferentes contribuições à reabsorção renal de íons (com 

destaque para o Na+) e solutos. Dentre os segmentos do néfron, o túbulo proximal é 

responsável por ~ 60 % da reabsorção de substâncias do fluido glomerular (Figura 

2).  

As células que compõem o epitélio do néfron apresentam algumas 

características específicas, quando comparadas com as de outros órgãos e tecidos, 

destacando-se sua polaridade morfológica e funcional. A membrana plasmática 

destas células apresenta duas regiões bem distintas: uma porção apical (voltada 

para o lúmem tubular) e outra porção basolateral (voltada para o interstício) (Figura 

3).    

A membrana apical do túbulo proximal apresenta um grande número de 

vilosidades capazes de aumentar a superfície de absorção. Nesta face da célula 

residem canais e sistemas transportadores específicos, muitos dos quais utilizam o 

gradiente de Na+ entre os meios extra (~ 140 mM) e intracelulares (~ 14 mM) como  
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Figura 2: Porcentagem de reabsorção de Na+ através dos segmentos do 
néfron.  
 
A presença de transportadores ativos primários em todas as membranas 
basolaterais é uma característica das células epiteliais. Um exemplo é a 
(Na+/K+)ATPase, que transporta para o interstício o Na+ que entra por canais, 
trocadores e co-transportadores de Na+ presentes na membrana apical, garantindo o 
fluxo de absorção de Na+ nos diferentes segmentos do néfron. (A) No túbulo 
proximal, ocorre 50-60 % da reabsorção do Na+, através (i) dos transportadores 
presentes na membrana apical acoplados a substratos, como os aminoácidos; (ii) 
dos canais de Na+; e (iii) do trocador Na+/H+ (responsável pela maior reabsorção de 
Na+ neste segmento). (B) 20 % a 30 % de Na+ são reabsorvidos na alça de Henle, 
através do co-transportador Na+/K+/2Cl-. (C) No túbulo distal, 5 % a 7 % de Na+ é 
reabsorvido, mediado pelo co-transportador Na+/Cl- e também pelo trocador Na+/H+ 
(com uma pequena porcentagem de contribuição). (D) No ducto coletor, 2 % a 4 % 
de Na+ é reabsorvido através do canal de Na+ (modificado de MULLINS et al., 2006). 
PCT – Túbulo proximal 
TAL – Alça de Henle 
DCT – Túbulo Distal 
CCD – Ducto coletor 

A 

B 

C 

D 
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Figura 3: Morfologia das células do túbulo proximal renal. 
As células do túbulo proximal renal são ditas polarizadas por apresentarem 
diferenças morfológicas bem distintas entre duas porções (com a presença de 
microvilosidades na face apical da célula e ausência delas na face basolateral) 
(retirado de SCHAUF et al., 1993). 
 

 

 

Interstício 

Membr. 
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Luz do túbulo 
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força motriz dos fenômenos de fluxo transepitelial. O gradiente eletroquímico 

transmembrana de Na+ é gerado principalmente pela (Na+/K+)ATPase, que está 

localizada na membrana basolateral (SACKTOR et al., 1981), e é utilizado para o 

transporte de outros solutos tais como glicose, aminoácidos, prótons e solutos 

orgânicos, por diferentes transportadores ativos secundários presentes na 

membrana apical (SELDIN & GEIBISCH, 1992). A reabsorção de Na+, pode ocorrer 

também pela via paracelular (através dos espaços entre as células), mas este 

processo não é ativamente regulado e varia em função das alterações do transporte 

transcelular (Figura 4). Além da presença de diferentes transportadores na 

membrana apical e na membrana basolateral, há outra importante diferença 

funcional, que é a presença de diferentes receptores nessas duas faces da 

membrana plasmática. Um exemplo é a presença do receptor sensível a Ca2+ 

extracelular, que está localizado exclusivamente na membrana apical das células 

epitelias do túbulo proximal (RICCARDI et al., 1996, 1998). 

As células epiteliais renais, assim como toda célula epitelial, apresentam 

especializações nas membranas celulares que unem as células entre si e são 

denominadas junções oclusivas (Figura 4). A presença das junções oclusivas 

impede que as proteínas residentes na membrana voltada para o interstício migrem 

para a face apical e vice-versa. Em uma situação patológica na qual estas junções 

são destruídas, pode-se encontrar a (Na+/K+)ATPase nas membranas apical e 

basolateral. Estes pacientes apresentam, portanto, grande dificuldade em reabsorver 

solutos e água, que neste caso, passam a ser eliminados na urina (FÉRAILLE & 

DOUCET, 2001).  

Devido à presença de uma grande variedade de proteínas capazes de regular 

a função renal (APERIA et al., 1994; FÉRAILLE & DOUCET, 2001), a membrana  
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Figura 4: Diferença funcional entre as membranas apical e basolateral, 
evidenciando os principais mecanismos de transporte. 
 
A face apical (voltada para a luz do túbulo), apresenta transportadores ativos 
secundários, que utilizam, majoritariamente, a energia do gradiente de Na+ para co-
transportar íons. Já na face basolateral (voltada para o interstício), há a presença de 
transportadores ativos primários, que utilizam a energia proveniente da hidrólise de 
ATP para transportar íons contra seu gradiente eletroquímico (desenhado por Daniel 
Viégas).  

Luz tubular Interstício 
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basolateral das células epiteliais de túbulos proximais funciona como uma estrutura 

transdutora de sinais, constituindo um interessante modelo para o estudo de 

moléculas associadas às vias de sinalização, como por exemplo receptores, 

ATPases, proteínas cinases e lipídios sinalizadores (CARUSO-NEVES et al., 2000; 

EINICKER-LAMAS et al., 2003; CABRAL et al., 2007).  

 

1.2 Transporte de íons através da membrana basolateral 

 A membrana basolateral contém transportadores ativos primários, como por 

exemplo, a (Na+/K+)ATPase, a Ca2+-ATPase e a segunda bomba de Na+ ou Na+-

ATPase, além de uma grande variedade de receptores para diferentes hormônios e 

autacóides (CARUSO-NEVES, 2000; ASSUNÇÃO-MIRANDA, 2005; LARA, 2005). A 

ativação desses receptores leva à produção de mensageiros secundários capazes 

de desencadear modificações funcionais específicas no metabolismo celular, 

regulando o fluxo iônico através das duas membranas (apical e basolateral) e do 

epitélio como um todo (APERIA et al., 1994; VIEYRA, 1996). 

 Os transportadores ativos primários pesentes na membrana basolateral, 

deslocam um soluto, como exemplo um íon, contra o seu gradiente eletroquímico, ou 

seja, o íon é transportado para um determinado compartimento (interstício) apesar 

deste conter alta concentração do mesmo. Para que esse transporte ocorra é 

necessário o consumo de energia que é obitida a partir da quebra de uma molécula 

de adenosina trifosfato (ATP).  

 Nas membranas apicais das células epiteliais renais também se encontra um 

outro tipo de transporte ativo, que desloca um soluto contra o seu gradiente 

eletroquímico, porém este não utiliza a energia proveniente diretamente da quebra 

do ATP e por isso é denominado transporte ativo secundário. Esse transporte é 
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dependente e utiliza a energia de um gradiente iônico de concentração, gerado por 

um transportador ativo primário pesente na membrana basolateral. Exemplificando, 

a atividade da (Na+/K+)ATPase na membrana basolateral cria dentro da célula uma 

diminuição da concentração de Na+. Na membrana apical existem transportadores 

ativos secundários, como por exemplo aqueles que transportam para dentro da 

célula duas moléculas de Na+ e uma de glicose, denominado co-transporte 

Na+/glicose (MULLINS et al., 2006). A diminuição da concentração de Na+ no meio 

intracelular gerada pela (Na+/K+)ATPase facilita a entrada do Na+ para dentro da 

célula pelo lado luminal, sendo seu transporte acoplado ao transporte de outros 

solutos e/ou íons, como exemplificado anteriormente no co-transporte Na+/glicose 

ou, mesmo, no co-transporte Na+/aminoácidos. 

Alguns solutos são secretados nos túbulos também por transporte ativo 

secundário. Com freqüência, esse processo envolve o contra-transporte do soluto 

com o Na+. No contra-transporte, a energia liberada a partir do movimento de um 

dos solutos (que em sua maioria ocorre pela diminuição da concentração intracelular 

de Na+) permite o movimento de um segundo soluto na direção oposta. Um exemplo 

desse transporte é o contra-transporte de Na+ e próton, ou “antiporter” Na+/H+ 

(MULLINS et al., 2006). 

Pode-se concluir então, que a presença de diferentes transportadores nas 

membranas basolateral e apical é o fator que promove a direção do movimento do 

fluido, da luz tubular para o interstício (acarretando a reabsorção) ou do interstício 

para a luz tubular (acarretando a secreção).  

 Como mencionado anteriormente, a (Na+/K+)ATPase é responsável pela 

formação do gradiente eletroquímico propulsor do transporte transcelular de Na+; 

logo, sua regulação acarretará em alterações na reabsorção de Na+ em todo o 
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néfron e, conseqüentemente, na reabsorção e/ou secreção de solutos, tornando-se 

de extrema relevância o estudo da modulação desta ATPase.  

 

1.3 A (Na+/K+)ATPase 

 Descoberta por SKOU (1957) em fração microssomal de nervos de 

caranguejo, a (Na+/K+)ATPase, é o sistema de transporte ativo responsável por 

manter os gradientes de Na+ e K+ através da membrana plasmática na maioria das 

células (HORISBERGER, 2004). 

 A (Na+/K+)ATPase utiliza a energia livre liberada pela hidrólise de ATP para 

transportar três íons Na+ para fora da célula e dois íons K+ para o interior celular 

(contra seus gradientes de concentração) (Figura 5), o que é determinante para 

manter a diferença de concentração de Na+ e de K+ entre os meios extra e 

intracelular, estando o Na+ em alta concentração fora da célula (~ 140 mM), e o K+ 

em alta concentração dentro da célula (~ 140 mM) .  

 A característica bioquímica da (Na+/K+)ATPase de formar um intermediário 

fosforilado do tipo acil-fosfato durante seu ciclo catalítico, classifica esta enzima 

como uma P-ATPase, sendo a (Na+/K+)ATPase a primeira P-ATPase descoberta. A 

descoberta da (Na+/K+)ATPase foi um dos grandes feitos da ciência mundial, o que 

se reflete no fato de Skou em 1997 ter ganho o Prêmio Nobel por este achado. Nos 

anos subseqüentes, outras P-ATPases foram descobertas em diferentes tecidos e 

organismos: Ca2+-ATPase de retículo sarcoplasmático (SERCA), Ca2+-ATPase de 

membrana plasmática (PMCA), (H+/K+)ATPase e a H+-ATPase (KÜHLBRANDT, 

2004); sendo a SERCA1a (retículo sarcoplasmático de músculo esquelético), a P-

ATPase a ter sua estrutura cristalizada com uma maior resolução (2,6 Å) do que as 

demais P-ATPases (TOYOSHIMA et al., 2000). A estrutura das outras P-ATPases,  
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Figura 5: Ciclo catalítico da (Na+/K+)ATPase.  
 
(1) A ligação do nucleotídeo no domínio N e ligação de três Na+ (E1) (2) faz com que 
haja a fosforilação do domínio P (E1Na), (3) e hidrólise do ATP pelo domínio A, 
liberando ADP e formando um intermediário de alta energia (E1~P). 4 e 5) Há a 
transferência dos três Na+ para o exterior, (6) e a ligação de dois K+ na superfície 
extracelular. (7) Ocorre a defosforilação do intermediário fosforilado (E2K) pelo 
domínio A, 8) podendo haver a ligação do nucleotídio no domínio N. 9 e 10) Há em 
seguida a transferência dos dois K+ através da membrana para o citosol (modificado 
de HORISBERGER, 2004). 
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foi baseada na estrutura da SERCA1a, compartilhando sítios de hidrólise do ATP e 

domínios transmembrana (SWEADNER & DONNET, 2001). 

Há mais de trinta anos, foi estabelecido que as P-ATPases mudam de 

conformação para translocar íons. Originalmente, duas distintas conformações foram 

chamadas de E1 e E2 (enzima-1 e enzima-2), as quais possuem afinidades 

diferentes para o íon transportado. O modelo atualmente descrito sugere que a 

ligação dos íons à (Na+/K+)ATPase passa por dois estágios: uma forma não ocluída 

e outra ocluída (JORGENSEN et al., 2003). Um passo chave para a transferência de 

energia necessária para o transporte ativo desta enzima é que, durante o ciclo 

catalítico, há formação de um intermediário fosforilado (na presença de Na+), sendo 

esse um intermediário de alta energia (E~P). O íon K+ promove a liberação do grupo 

fosfato (Pi) no decorrer do ciclo, fazendo com que a enzima retorne a um estado 

pronto para a ligação com outro ATP (JORGENSEN et al., 2003; MARTIN, 2005). 

Além da formação de um intermediário fosforilado do tipo acil-fosfato durante 

o ciclo catalítico, as P-ATPases possuem aproximadamente dez domínios 

transmembranas (M1–M10) característicos, e domínios citoplasmáticos que unem as 

hélices M2 e M3 e as hélices M4 e M5. Outra característica é que as porções NH2- e 

COOH- terminal estão no lado citoplasmático da membrana (KÜHLBRANDT, 2004).  

Baseado na seqüência homóloga da SERCA1a, as P-ATPases podem ser 

classificadas em o tipo 1 ao 5, sendo as P1-ATPases as que transportam metais 

pesados, as P2-ATPases as que transportam metais não-pesados (como exemplo 

de P2-ATPases, a (Na+/K+)ATPase, a PMCA e a Na+-ATPase), as P3-ATPases as 

que são ATPases de procariotos, as P4-ATPases são transportadoras de lipídios, e 

as P5-ATPases cuja especificidade permanece indeterminada (CATTY & GOFFEAU, 
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1996; HORISBERGER, 2004; KÜHLBRANDT, 2004; PAULUSMA & OUDE 

ELFERINK, 2005). 

 A (Na+/K+)ATPase possui peso molecular de ~ 110 kDa e é formada por três 

subunidades: α, β e γ. As subunidades α e β estão associadas em uma razão molar 

de 1:1. A subunidade α, composta de aproximadamente 1.000 resíduos de 

aminoácidos e com peso molecular de ~ 110 kDa, possui 10 domínios 

transmembrana e suas porções NH2- e COOH- terminal são intracelulares. A 

subunidade α da (Na+/K+)ATPase é a subunidade catalítica da enzima (VASILETS & 

SHWARTZ, 1993), e nela encontram-se sítios de ligação para ATP, Na+, K+, sítio de 

fosforilação na porção citoplasmática, ligação da ouabaína e de lipídios na região 

extracelular. Dentre as quatro isoformas dessa subunidade (α1, α2, α3 e α4), a α1 é 

a que está presente majoritariamente nos rins. Essa isoforma pode ser fosforilada 

por PKA, proteína cinase C (PKC), proteína cinase G (PKG) e, ainda, por tirosina 

cinases, o que indica que seja regulada por diferentes vias de sinalização celular 

(LOPINA, 2001).  

 A subunidade β tem peso molecular entre 40 a 60 kDa, sendo composta por 

cerca de 370 aminoácidos, com apenas um domínio transmembrana e uma grande 

porção extracelular glicosilada. Apesar de não possuir atividade enzimática e de 

transporte, sua associação com a subunidade α é necessária ao funcionamento da 

enzima, pois possibilita o correto enovelamento da subunidade α recém sintetizada e 

seu direcionamento ao retículo endoplasmático e à membrana plasmática, bem 

como sua estabilização dentro da própria membrana (GEERING et al., 1989, 1996; 

UENO et al., 1997). Três isoformas da subunidade β já foram identificadas: β1, β2 e 

β3 (LOPINA, 2001). 
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 Mais recentemente, um grupo de sete pequenas proteínas, chamado  “FXYD” 

(baseado na seqüência de motivos conservados), foi identificado. Uma dessas 

proteínas (FXYD2) é a subunidade γ da (Na+/K+)ATPase (53 aminoácidos e peso 

molecular ~ 10 kDa), sendo esta subunidade expressa principalmente nos rins. Mais 

membros deste grupo foram associados com o protômero α/β da (Na+/K+)ATPase 

(SWEADNER & RAEL, 2000; ARYSTARKHOVA & SWEADNER, 2005). Dados de 

CORTES e colaboradores (2006) mostram a importância da subunidade γ na 

atividade da (Na+/K+)ATPase de rins de porco, já que a medula externa deficiente 

em subunidade γ tem redução na atividade máxima da (Na+/K+)ATPase, enquanto a 

atividade da (Na+/K+)ATPase foi aumentada quando houve a fosforilação da 

subunidade γ pela PKA. Duas variantes da subunidade γ foram identificadas (γa e 

γb), com expressão diferenciada nos diferentes segmentos do néfron (PIHAKASKI-

MAUNSBACH et al., 2005) (Figura 6).  

PU e colaboradores, em 2001, e ZOUZOULAS e colaboradores, em 2003, 

demonstraram o papel modulador da subunidade γ sobre a (Na+/K+)ATPase através 

de diferentes efeitos: (1) pelo aumento da afinidade de Na+ pela (Na+/K+)ATPase na 

presença de altas concentrações de K+; (2) e pelo aumento da afinidade da 

(Na+/K+)ATPase por ATP. 

Na célula tubular renal, assim como em todo o epitélio transportador de Na+, a 

(Na+/K+)ATPase está exclusivamente localizada na membrana basolateral. Assim, o 

gradiente de Na+ formado é dissipado através da membrana apical, resultando no 

transporte vetorial do íon Na+ (SCHWARTZ et al., 1974), conforme detalhado 

anteriormente (seção 1.2). 

Trabalhos recentes, como o de PANAYIOTIDIS e colaboradores (2006), têm 

revelado que essa enzima tem uma função adicional de transdutora de sinais    
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Figura 6: Modelo estrutural da (Na+/K+)ATPase. 
Estrutura da (Na+/K+)ATPase evidenciando seus dez domínios transmembrana. Esta 
enzima é uma ATPase que forma um intermediário fosforilado do tipo acil-fosfato. A 
letra A representa um motivo envolvido na defosforilação. O P é o domínio catalítico 
de fosforilação da enzima. N é o domínio de ligação do nucleotídeo. As subunidades 
β e γ possuem um único domínio transmembrana (retirado de HORISBERGER, 
2004). 
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do meio extracelular para o interior da célula, aumentando, por exemplo, o 

crescimento e a adesão celular e, ainda, o início do processo de apoptose. O 

mecanismo no qual a (Na+/K+)ATPase atua como uma espécie de receptor é 

baseado na ligação da ouabaína (inibidor da enzima) e, a partir daí, a enzima passa 

a ter uma interação física com outras moléculas sinalizadoras citosólicas (APERIA, 

2007). De acordo com COSTA e colaboradores (2003), esse papel “secundário” da 

interação da (Na+/K+)ATPase com outras proteínas pode estar relacionado com a 

dimerização da enzima, uma vez que foi sugerido que essas interações ocorram na 

subunidade α, o que justificaria a formação de dímeros na célula, ainda que estes 

dímeros não sejam essenciais para o transporte dos cátions na membrana. Porém, 

uma vez que a enzima é retirada da membrana e solubilizada, ela se apresenta 

como uma mistura de protômeros associados-dissociados, sendo que a relativa 

quantidade deles depende tanto da concentração de proteína quanto da dos 

ligantes. Além disso, existem evidências que mostram que a bicamada lipídica na 

qual a enzima está inserida também controla a interação entre os protômeros da 

(Na+/K+)ATPase (MIMURA et al., 1993; LOPINA, 2001).  

O clássico inibidor da (Na+/K+)ATPase, a ouabaína, inibe a bomba de Na+ 

ligando-se à porção extracelular da enzima, seletivamente na sua forma fosforilada 

E2P, muito provavelmente devido à posição adequada de alguns grupos importantes 

para a interação da (Na+/K+)ATPase com este inibidor (KAPLAN, 2002), mas a 

interação da (Na+/K+)ATPase com a ouabaína promove, além da inibição da enzima, 

a sua dimerização e associação com outras proteínas afetando múltiplas funções 

celulares como, por exemplo, a expressão gênica, a resposta imune, dentre outros 

(XIE & CAI 2003). 
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1.4 A Na+-ATPase 

 A segunda bomba de Na+ ou Na+-ATPase, foi evidenciada por 

WHITTEMBURY & FISHMAN (1969) em fatias de rim de rato, sendo descrita mais 

tarde em diferentes espécies de animais, insetos, protozoários e, mesmo, em algas 

(WHITTEMBURY & FISHMAN, 1970; MORETTI et al., 1991; CARUSO-NEVES et 

al., 1998, 1999b, 2002; GIMMLER, 2000). Acredita-se que esta enzima possa ter 

antecedido a (Na+/K+)ATPase na escala evolutiva, devido à sua presença em 

eucariotos inferiores, como por exemplo a ameba, nos quais a (Na+/K+)ATPase está 

ausente (BENITO et al., 1997; DE SOUZA et al., 2007a). 

 A Na+-ATPase, tem o peso molecular estimado de 100 KDa, transporta Na+ 

contra o gradiente eletroquímico acoplado à hidrólise do ATP de maneira 

dependente de Na+ e independente de K+ (MARÍN et al., 1985). Esta enzima é 

insensível à ouabaína e inibida por furosemide e ácido etacrínico (CARUSO-NEVES 

et al., 1998, 2002; GIMMLER, 2000). 

 Embora na ausência de K+ e presença de 7 mM de ouabaína (inibidor da 

(Na+/K+)ATPase) ainda se encontre atividade ATPásica dependente de Na+ na 

membrana basolateral de túbulo proximal de rim de rato (PROVERBIO et al., 1989), 

o que permite concluir que haja uma segunda bomba de Na+, o papel da Na+-

ATPase no transporte transepitelial é ainda questionado por alguns autores, 

principalmente pelo fato desta enzima ainda não ter sido clonada em mamíferos. 

Esta segunda bomba de Na+, ou Na+-ATPase, seria responsável por cerca de 10 % 

do transporte de Na+ mediado pela (Na+/K+)ATPase em rins de porco. Desta forma, 

postula-se que a Na+-ATPase seja responsável pelo ajuste fino da reabsorção renal 

de Na+, estando assim envolvida na manutenção do volume intracelular 

(WHITTEMBURY & FISHMAN, 1970; PROVÉRBIO et al., 1975; MARÍN et al., 1985; 
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MORETTI et al., 1991; GIMMLER, 2000; CARUSO-NEVES et al., 2002; DE SOUZA 

et al., 2007b).  

 O papel fisiológico da Na+-ATPase tem sido explorado por diferentes estudos, 

os quais mostram entre outras coisas que: (1) ratos alimentados com dieta rica em 

cloreto de Na+ durante um período de quatro meses apresentam um aumento de   

70 % no acúmulo de Na+ medido em vesículas de membrana basolateral de túbulo 

proximal de rim, enquanto a atividade (Na+/K+)ATPásica permanece inalterada 

(MARÍN et al., 1986); (2) compostos natriuréticos inibem a atividade Na+-ATPásica 

de túbulo proximal e compostos antinatriuréticos a estimulam (CARUSO-NEVES et 

al., 1997, 1999a, 2000, 2003; RANGEL et al., 1999); (3) a reabsorção de Na+ em 

túbulos proximais é inibida por furosemide, inibidor da Na+-ATPase, como mostram 

experimentos realizados através de técnicas de micropunção de néfrons corticais 

(MALNIC et al., 1969). 

Assim como a (Na+/K+)ATPase, a Na+-ATPase pertence à família das P-

ATPases, por também formar um intermediário fosforilado durante o seu ciclo 

catalítico, além de ser inibida por vanadato. Estas características, além do fato dela 

não transportar metais pesados, permitem classificar a Na+-ATPase como do tipo 2 

das P-ATPases transportadoras de íons (MOLLER et al., 1996; DE SOUZA et al., 

2007b) (Figura 7).  

Não são conhecidos os sítios de fosforilação por proteínas cinases, nem sítios 

de ligação para lipídios, já que o gene da Na+-ATPase ainda não foi clonado em 

mamíferos e a estrutura primária da proteína não foi seqüenciada. No entanto, um 

grande número de trabalhos mostra bioquimicamente a regulação desta enzima por 

cinases (PKA, PKC e PKG), hormônio (bradicinina) e autacóides (angiotensina (1-7) 

e angiotensina II), dentre outros sistemas de sinalização celular (CARUSO-NEVES  
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Figura 7: Proposta do ciclo catalítico da Na+-ATPase. 

O ciclo inicial proposto para a Na+-ATPase consiste das etapas: 1) ligação do ATP 
no domínio de ligação do nucleotídeo (E1), 2) ligação do Na+ no domínio de ligação 
do íon (E1), 3) fosforilação do domínio de fosforilação por ATP (E1Na), 4) hidrólise 
do ATP, liberando ADP (E1~P) formando um intermediário de alta energia, 5) 
interconversão para um intermediário de baixa energia e pouca afinidade por Na+ 

(E2-P),acarretando na liberação do mesmo para o meio extracelular, 6) hidrólise do 
intermediário é completada, liberando o Pi. A furosemide inibe a formação do 
intermediário fosforilado (desenhado por Daniel Viégas).  
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et al., 2000, 2003; RANGEL et al., 2001; WENGERT et al., 2007; LARA et al., 2008; 

LÍBANO-SOARES et al., 2008). Foi sugerido, por BORGATTI e colaboradores em 

1985, que essa enzima, em mamíferos, teria distribuição paralela (encontrada no 

mesmo tecido) à da (Na+/K+)ATPase, o que justificaria a dificuldade de se isolar a 

Na+-ATPase. 

 

1.5 Papel do entorno lipídico na atividade dos transportadores de Na+   

 As membranas biológicas definem o limite externo das células e regulam o 

trânsito molecular através desse limite. Nas células eucarióticas, elas também 

dividem o espaço interno em compartimentos distintos para separar processos 

metabólicos e componentes estruturais.  

O conceito de como é a membrana plasmática passou por muitas mudanças. 

No final do século XIX, OVERTON (1899) definiu a membrana plasmática como 

sendo apenas uma barreira estática entre o citosol e o meio extracelular, sem 

definição acerca de sua estrutura. Já em 1925, GORTER & GRENDEL evidenciaram 

que a membrana celular era uma bicamada lipídica. Em 1935, DANIELLI & DAVSON 

sistematizaram e organizaram os resultados de diferentes autores a respeito da 

composição e da organização da membrana plasmática, obtidos desde 1920 até o 

início dos anos 30, revelando a existência não somente de lipídios mas também de 

proteínas na superfície celular. No início da década de 70, SINGER e NICOLSON 

(1972) propuseram um modelo no qual a membrana plasmática seria composta não 

apenas de diferentes classes de lipídios, mas também de diferentes proteínas 

imersas na matriz lipídica. Assim, a membrana seria como um mosaico de diferentes 

tipos de proteínas e lipídios com alto grau de fluidez, em condições fisiológicas e, 
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por isso, passou a ser chamado de “Modelo do Mosaico Fluido”, sendo este modelo 

aceito até os dias de hoje. 

Já é descrito na literatura que alguns lipídios apresentam um papel chave no 

processo de regulação da dinâmica da membrana. Por exemplo, foi demonstrado 

que proporções muito baixas de lipídios mensageiros como ceramidas, diacilglicerol, 

alguns tipos de ácidos graxos, esfingolípidos, glicolípidos e seus produtos 

metabólicos causam mudanças de organização molecular de interfaces mistas com 

fosfolipídios. Isto se pode ampliar a níveis supramoleculares e induzir mudanças 

topológicas que afetam a formação de domínios segregados de diferentes estados 

de fase, espessura e curvatura interfacial que podem participar na transdução de 

sinal mediada por fosfolipase A2 (PLA2), fosfolipase C (PLC) e esfingomilelinases 

(BORIOLI et al., 2002; MAGGIO et al., 2002, 2006; NOLAN et al., 2003). 

Um fato importante a ser destacado é que a atividade da (Na+/K+)ATPase 

pode ser ativada por gangliosídios e outros glicoesfingolipídios que, em pequenas 

proporções, induzem mudanças consideráveis do estado mesomórfico e topológico 

dos fosfolipídios nas biomembranas (CAPUTTO et al., 1977; LEON et al., 1981; 

MAGGIO, 1994).  

 Dentre os lipídios já descritos como envolvidos na regulação do transporte de 

Na+ – transporte este alvo de estudo desta tese de doutorado - estão: colesterol, 

fosfolipídios e glicoesfingolipídios. Foi visto que o colesterol (molécula lipídica com 

uma estrutura característica de quatro anéis esteróides e componente importante da 

membrana plasmática das células animais) e a fosfatidilcolina (fosfolipídio 

predominante na membrana plasmática de várias células de mamíferos) juntos, 

interagem diretamente com os segmentos transmembrana hidrofóbicos das duas 
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bombas de Na+, aumentando a atividade da (Na+/K+)ATPase e da Na+-ATPase 

(CORNELIUS, 2001, 2008; CORNELIUS et al., 2003).  

 Além da fosfatidilcolina, o fosfatidilinositol-4-fosfato (um dos principais 

fosfoinositídeos) também é descrito por modular P-ATPases, como a SERCA de 

músculo esquelético e a PMCA em rim, levando ao aumento da atividade das 

bombas de Ca2+ (STARLING et al., 1995; GUILHERME et al., 1998).  

 

1.6 Os esfingolipídios 

 Nomeados por THUDICHUM em 1884, os esfingolipídios eram tidos apenas 

como constituintes de membrana, mas desde há cerca de duas décadas vêm sendo 

considerados importantes moléculas sinalizadoras, capazes de modular lipases, 

cinases, fosfatases e ATPases (HOLTHUIS et al., 2001; COLOMBAIONI & GARCIA-

GIL, 2004; FUTERMAN & HANNUN, 2004; GOMEZ-MUÑOZ, 2004; CABRAL et al., 

2007). 

O representante mais conhecido dos esfingolipídios é a esfingomielina (SM), 

abundante em células do sistema nervoso central de mamíferos (SHAYMAN, 2000). 

Os esfingolipídios são, por definição, componentes que contêm uma base 

esfingóide, ou seja, uma longa cadeia de amino álcool com a esterificação de um 

ácido graxo no carbono C-1, sendo esta a estrutura molecular da esfingosina (Sph) 

(esfingolipídio mais simples). Com a ligação de um ácido graxo no carbono C-2 do 

amino álcool, há a formação da ceramida (Cer). A SM possui como estrutura básica, 

a Cer, tendo no carbono C-3 a ligação de um grupamento fosfato e de uma colina 

(Figura 8). 

A Cer está envolvida em eventos de sinalização celular, com diversos efeitos 

celulares, tais como: proliferação, sobrevivência celular, diferenciação, apoptose, etc 
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Figura 8. Principais esfingolipídios.   
Os esfingolipídios possuem uma base esfingóide (azul), e com a ligação de um 
ácido graxo no carbono C-2, há a formação de ceramida, sendo seu produto 
fosforilado, a ceramida-1P, com a ligação de um grupamento fosfato no carbono C-
3. A esfingomielina possui como estrutura básica a ceramida mais a ligação de um 
grupamento fosfato e de uma colina (retirado de FUTERMAN & HANNUN, 2004). 
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(FUTERMAN & HANUNN, 2004; SNOOK et al., 2006), envolvendo modulação de 

fosfatases (PP1A e PP2A), cinases (PKA e PKC), fosfolipase (PLD) e Ras 

(CHALFANT et al., 1999; RUVOLO, 2003; GOMEZ-MUÑOZ, 2004; CABRAL et al., 

2007), ações celulares estas que dependem do tamanho da cadeia de 

hidrocarboneto da Cer e do tipo celular estudado. 

A ceramida-1P (C1P), produto fosforilado da Cer, é igualmente relacionada a 

diferentes e importantes efeitos celulares, por exemplo, bloqueia a apoptose, 

aumenta a fagocitose, é mediadora de respostas inflamatórias e é mitogênica, além 

de modular cinases (PKA, PKC, ERK e PI3K), lipases (PLD e cPLA2 alfa) e inibir 

esfingomielinases ácidas (GOMEZ-MUÑOZ, 2004; PETTUS et al., 2004). 

Além de sua ação como molécula sinalizadora, a Cer participa decisivamente 

da organização de microdomínios regulatórios presentes nas membranas 

plasmáticas, chamados de rafts ou plataformas sinalizadoras, que são enriquecidos 

em esfingolipídios e colesterol (SIMONS & IKONEN, 1997). Esses microdomínios 

lipídicos, concentrariam elementos envolvidos em cascatas de sinalização celular, 

aumentando a eficiência da resposta celular (SIMONS & IKONEN, 1997). 

A geração de moléculas de Cer leva a mudanças significativas na 

organização da membrana plasmática com maior formação de pequenos 

microdomínios ricos em Cer, os quais são capazes de se unir espontaneamente a 

outros microdomínios, resultando assim nas chamadas plataformas sinalizadoras 

(HOLOPAINEN et al., 1998; KOLESNICK et al., 2000; NURMINEN et al., 2002). 

Desta maneira, microdomínios ricos em Cer desempenham a importante função de 

facilitar e amplificar processos de sinalização via diferentes tipos de receptores 

celulares, resultando na ativação de uma maquinaria celular que tem como produto 

final a resposta celular (BOLLINGER et al., 2005). 
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 TORTELOTE e colaboradores, em 2004, mostraram a presença exclusiva da 

PMCA em microdomínios ricos em caveolina denominados cavéolas, onde esta 

ATPase está ativa e é regulada por lipídios característicos de rafts, como a Cer 

(CABRAL et al., 2007). A existência de poucas cópias da PMCA na membrana 

basolateral e sua localização exclusiva em cavéolas, faz desses microdomínios 

lipídicos, importantes plataformas sinalizadoras, implicando em um vigoroso controle 

da atividade da enzima e da concentração intracelular de Ca2+ (TORTELOTE et al., 

2004).  

 A associação da (Na+/K+)ATPase com cavéolas/rafts já foi evidenciada por 

LIU e colaboradores em 2003. Entretanto, por existirem muito mais cópias de 

(Na+/K+)ATPase do que de PMCA, é possível se propor que existam “pools” de 

(Na+/K+)ATPase encontrados em microdomínios lipídicos e “pools” fora desses 

microdomínios. Como a Na+-ATPase ainda não foi clonada em mamíferos, ainda 

não existe anticorpo contra a Na+-ATPase, mas por ela apresentar 1 décimo da 

atividade da (Na+/K+)ATPase em rins de porco, postula-se que, assim como a 

PMCA, a Na+-ATPase apresente menos cópias do que a (Na+/K+)ATPase, podendo 

estar localizada também exclusivamente em cavéolas/rafts, que são microdomínios 

ricos em ceramidas, o que aumenta o interesse no estudo da regulação da Na+-

ATPase. Com base nessas informações, decidimos investigar os efeitos de Cer e 

C1P sobre as duas bombas de Na+ presentes na membrana basolateral: 

(Na+/K+)ATPase e Na+-ATPase, e pesquisar qual via de sinalização estaria envolvida 

na possível modulação dessas bombas de Na+ por ceramidas. 

 

1.7 Geração de esfingolipídios bioativos 

Existem duas vias principais de geração de ceramidas:  
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1-   A síntese de novo, que se inicia com a condensação da serina com o 

palmitoil-CoA, resultando na 3-cetodiidroesfingosina. Posteriormente há uma 

redução seguida de N-acilação resultando na formação da diidroceramida. A 

introdução de dupla ligação entre os carbonos 4-5 resulta na formação da Cer. A Cer 

é então convertida a glicoesfingolipídios complexos e SM no complexo de Golgi 

(SNOOK et al., 2006). Pelo fato da Cer ser uma molécula hidrofóbica, a 

transferência dela do retículo endoplasmático para o complexo de Golgi, e 

posteriormente para a membrana plasmática, ocorre através de uma proteína 

específica chamada de proteína transportadora de Cer (CERT), já identificada em 

diferentes organismos (SNOOK et al., 2006). 

2- A Cer também pode ser formada através da ação de esfingomielinases 

(SMase) que agem sobre a SM, gerando Cer e fosfocolina (Figura 9). 

A SM é o lipídio mais abundante presente na membrana apical de células de 

túbulo proximal renal (estando também presente na membrana basolateral), sendo 

encontrada preferencialmente na face externa da bicamada lipídica formando 

interações hidrofóbicas com o colesterol e conferindo a essas membranas menor 

fluidez (SNOOK et al., 2006). 

Sabe-se que mudanças na fluidez e/ou na composição lipídica da membrana 

plasmática afetam a atividade de co-transportadores presentes na membrana apical. 

A degradação da SM inibe os co-transportadores Na+/glicose e Na+/Pi presentes na 

membrana apical de células epiteliais renais, independentemente de alterações na 

fluidez da membrana (VRTOVSNIK et al., 1992).  

Como mencionado anteriormente, a Cer deflagra diversas respostas celulares 

(RUVOLO, 2003; GOMEZ-MUÑOZ, 2004), o que levou alguns autores a 

considerarem a via de geração de Cer a partir de SM responsável por danos  
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Figura 9: Geração de ceramidas. 
Existem duas vias principais de geração de ceramidas. A figura 9 mostra a geração 
de ceramidas através da ação da esfingomielinase sobre a esfingomielina. Sendo 
que a ceramida pode ser gerada pela ação de uma ceramida-1P fosfatase, por uma 
cerebrosidase (glucosilceramida), por uma ceramida sintase (esfingosina + acil CoA) 
e pela reação reversa da ceramidase. A ceramida, por sua vez, pode ser fosforilada 
por uma ceramida cinase, formando ceramida-1P (desenhado por Daniel Viégas). 
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celulares e tissulares como aqueles induzidos por isquemia ou injúria renal. Nestes 

casos, a explicação para a acumulação de Cer durante o estresse fisiológico seria a 

ativação de SMases, tendo a geração de Cer pela síntese de novo menor 

contribuição neste processo (KOLESNICK & KRÖNKE, 1998; ZAGER et al., 1998; 

ZAGER, 2000; ANDRIEU-ABADIE et al., 2001). 

 

1.7.1 As esfingomielinases 

As SMases já são bem conhecidas há muitos anos (BARENHOLZ et al., 

1966), mas nas últimas décadas despertaram maior interesse dos pesquisadores, 

principalmente depois da descoberta do importante papel da SM e de seu 

metabólito, a Cer, em vias de transdução de sinal. A ativação de SMases é 

provavelmente o principal evento gerador de Cer nas células já estudadas, 

entretanto este evento gerador de Cer é ainda um ponto de discussão entre os 

autores (GOÑI & ALONSO, 2002; MARCHESINI & HANNUN, 2004). 

As SMases são classificadas de acordo com a posição da ligação do carbono 

com o hidrogênio, onde promovem a hidrólise. Duas classes de SMases foram 

identificadas: SMase C e SMase D. As SMases C clivam SM, produzem Cer e 

fosfocolina, são as SMases mais comuns e são subclassificadas de acordo com seu 

pH ótimo: ácidas (localizadas na membrana externa da bicamada lipídica, com um 

pH ótimo entre 4,5 e 5,5), neutras (localizadas na membrana interna da bicamada 

lipídica, dependentes ou independentes de Mg2+, com um pH ótimo de 7,4) e 

alcalinas. As SMases D são menos comuns e estudadas, e produzem C1P e colina, 

podendo ser subclassificadas em: bacteriana e secretória (MARCHESINI & 

HANNUN, 2004; SNOOK et al., 2006). 
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Além de inibidores fisiológicos de SMases, como a glutationa, inibidores 

farmacológicos, tais como, scifostatina e xantona α-mangostina também já foram 

testados (GOÑI & ALONSO, 2002). Dentre os ativadores para SMases já foram 

identificados, alguns agentes extracelulares como o fator de necrose tumoral (TNF), 

interleucina-1 (IL-1) e estresse mecânico e oxidativo (LEVADE & JAFFRÉZOU, 

1999).  

 

1.7.2 A ceramida cinase 

Há pouco mais de uma década, foi sugerido que a Cer poderia ser fosforilada 

por uma ceramida cinase (CerK), cessando assim a sinalização celular disparada 

pela Cer. Mais tarde, foi descoberto que a fosforilação de Cer por CerK resulta em 

outro esfingolipídio bioativo, a C1P, com funções diferenciadas dependendo do tipo 

celular em questão, levando a respostas celulares opostas às da Cer, como por 

exemplo, anti-apoptose (FUTERMAN & HANUNN, 2004; SNOOK et al., 2006).  

A CerK só foi clonada em 2002 por SUGIURA e colaboradores, o que pode 

explicar a pouca literatura ainda existente sobre a atividade desta enzima. Com isso, 

existem muitos questionamentos sobre a enzima CerK, como por exemplo, de que 

maneira ela é regulada? É alvo de cinases? Estudo recente de MITSUTAKE & 

IGARASHI (2005) sugere que a Ca2+/calmodulina cinase ativa a CerK, já que esta é 

dependente de Ca2+. Esta dependência de Ca2+ também é evidenciada em células 

de epitélio cardíaco, que quando tratadas com ionóforo de Ca2+ (A23187) 

apresentam maior formação de C1P (PETTUS et al., 2003; MITSUTAKE et al., 

2004). 

Foi observada maior expressão de CerK em coração, cérebro, músculo 

esquelético, fígado e rins. Também foi verificada uma alta similaridade da região 
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catalítica da CerK com a da esfingosina cinase (SUGIURA et al., 2002), lipídio-

cinase envolvida no balanço de outros dois esfingolipídios bioativos, Sph e 

esfingosina-1P (S1P).  

BORNANCIN e colaboradores, em 2005, além de mostrarem a ativação da 

expressão e da atividade da CerK por PMA (éster de forbol - clássico ativador de 

PKC) (BAUMRUKER et al., 2005), identificaram um novo homólogo de CerK, 

designado ceramida cinase-like protein (CERKL). No entanto, a Cer com diferentes 

tamanhos de cadeia de hidrocarbonetos, que são substratos para CerK, não foram 

fosforiladas por CERKL in vitro.  

A necessidade de caracterizar a atividade da CerK, enzima responsável pela 

modulação dos níveis de dois importantes esfingolipídios bioativos em mamíferos, 

Cer e C1P, tornou-se de nosso interesse, já que o balanço na formação e 

degradação destes dois esfingolipídios leva a importantes respostas celulares, como 

já mencionado (GOMEZ-MUÑOZ, 2004), evidenciando que provavelmente, Cer e 

C1P tenham ações antagônicas nas células. Isto levanta a pergunta: teriam a Cer e 

a C1P também ações antagônicas sobre a atividade da (Na+/K+)ATPase e da Na+-

ATPase? Além disso, uma vez demonstrada a presença de sistemas de geração de 

Cer e C1P na membrana basolateral, qual seria a relevância fisiológica desta via 

envolvendo esfingolipídios bioativos e transporte de Na+?  
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2 OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral desta tese foi: 

 Investigar a possível modulação das ATPases transportadoras de Na+ por Cer 

e C1P, e a geração destes esfingolipídios na membrana basolateral de túbulos 

proximais renais. 

 

 Os objetivos operacionais desta tese foram: 

1. Verificar se a Cer e a C1P são capazes de modular a atividade da 

(Na+/K+)ATPase e da Na+-ATPase. Se estes efeitos forem comprovados, identificar 

se são dose-dependentes. 

2. Identificar os componentes da via de sinalização envolvidos na possível 

regulação da (Na+/K+)ATPase e da Na+-ATPase por Cer e C1P. 

3.     Identificar a presença de SMases na membrana basolateral, usando anticorpos 

específicos contra SMases já descritas. 

4.   Pesquisar a presença e caracterizar a atividade de uma CerK na membrana 

basolateral de túbulos proximais renais, a partir da quantificação da formação de 

C1P. 

5.     Investigar o papel de hormônios e autacóides com ação renal sobre a geração 

de Cer e C1P.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material 

 ATP, ouabaína, sacarose, EDTA, PMSF, inibidor de tripsina, Bis-Tris Propano, 

Hepes, Tris, AMPc, calfostina C, PMA, peptídeo inibidor de PKA (5-22), Cer , C1P e 

Histona H8 foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Percoll foi 

comprado da GE Healthcare (Uppsala, Sweden). Os solventes orgânicos e as 

cromatoplacas foram adquiridos da Merck (Resende, Brasil). Todos os outros 

reagentes foram da mais alta pureza disponível. Todas as soluções foram 

preparadas com água deionizada do Sistema Milli-Q de resinas (Millipore Corp., 

Marlborough, MA). [32Pi] foi obtido do Instituto Brasileiro de Energia e Pesquisas 

Nucleares (IPEN) em São Paulo, Brasil. Os anticorpos para SMases ácidas e 

neutras, e para as diferentes isoformas de PKC foram obtidos da Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Membrana de nitrocelulose (Hybond) e Kit 

ECL™ foram comprados da Amershan Biosciences (Buckinghamshire, UK). Filme X-

Omat™ foi obtido da Eastman Kodak Co. (Resende, Brasil), assim como as soluções 

de revelação e fixadores dos filmes de raio-X. 

 

3.2 Isolamento da membrana basolateral  

 As preparações de córtex renal (homogeneizado e de membrana basolateral 

de túbulo proximal) foram feitas a partir de rins de porcos adultos. Os rins foram 

removidos imediatamente após a morte dos animais e mantidos em solução gelada 

contendo: sacarose 250 mM, HEPES-Tris (pH 7,6) 10 mM, EDTA 2 mM e PMSF 1 

mM. Fatias bem finas de córtex externo foram removidas com bisturi e, após a 
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dissecção, as fatias foram homogeneizadas na mesma solução com uso de um 

homogeneizador do tipo potter. 

 O homogeneizado foi centrifugado a 1.500 g, por 10 minutos, a 4º C, na 

centrífuga Sorvall SCR20B, usando o rotor RPR12-2 (Hitachi). Após a centrifugação 

descartou-se o precipitado, composto por células inteiras e núcleos, e o 

homogeneizado foi coletado. Uma alíquota foi separada e estocada a -4º C para 

alguns ensaios e controles posteriores. O restante sofreu uma série de 

centrifugações para o isolamento da membrana basolateral. Inicialmente, o 

homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g, por 44 minutos, a 4º C, em 

ultracentrífuga Beckman, utilizando o rotor 45Ti. Após a centrifugação, descartou-se 

o sobrenadante e, utilizando 6 ml de solução II (sacarose 250 mM, Hepes-Tris                

10 mM (pH 7,6), PMSF 1 mM e inibidor de tripsina tipo II-S Soybean 0,15 mg/ml) por 

tubo, coletou-se apenas a camada superficial do precipitado, que corresponde à 

fração microssomal (fração que contém todos os tipos de membranas). Logo após, 

utilizando um gradiente de Percoll (concentração final 12 % v/v), a fração 

microssomal foi centrifugada a 40.000 g, por 1 hora, a 4º C, em ultracentrífuga 

Beckman, utilizando o rotor 70Ti, para a formação do gradiente de densidade de 

Percoll e conseqüente separação das diferentes frações de membranas contidas na 

fração microssomal (BOUMENDIL-PODEVIN & PODEVIN, 1983). A fração 

correspondente à membrana basolateral foi, então, recolhida de cada tubo e 

homogeneizada com homogeinizador do tipo potter e centrifugada a 200.000 g, por 

1 hora, a 4º C, em ultracentrífuga Beckman, utilizando o rotor 90Ti para a 

sedimentação do Percoll. A preparação de membrana foi ressuspensa em sacarose 

250 mM, numa concentração final de aproximadamente 25 mg ptn x ml-1, e estocada 

em nitrogênio líquido para a maior preservação das frações de membrana. A 
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determinação da atividade da (Na+/K+)ATPase, um marcador da membrana 

basolateral, é sempre usada como controle da purificação, e fica em torno de 220,6 

± 20,3 nmol Pi x mg-1 x min-1, correspondente a um enriquecimento de ± 8 vezes, 

quando comparada à atividade medida em homogeneizado total de córtex renal. 

 

3.3 Preparação de [γ-32P]ATP 

  A marcação de ATP com 32Pi na posição γ foi realizada como descrito por 

MAIA et al. (1983). Resumidamente, o procedimento consiste em promover a ligação 

covalente de 32Pi (ortofosfato radioativo) ao ADP, formando assim [γ-32P]ATP. Para 

isso, são montadas in vitro duas reações sucessivas da via glicolítica: a de oxidação 

do gliceraldeído-3-fosfato, com fosforilação concomitante por 32Pi no seu carbono 1, 

formando 1,3-difosfoglicerato, e a de transferência da fosforila marcada deste último 

composto para o ADP. As concentrações dos reagentes e das enzimas envolvidas 

(gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase e fosfoglicerato cinase) foram escolhidas para 

garantir o deslocamento das reações (que envolvem pequenas variações de ΔG°) no 

sentido favorável à formação de [γ -32P]ATP. 

 

3.4 Dosagem de proteína 

A concentração de proteína das preparações de membrana basolateral foram 

determinadas pelo método de Folin fenol (LOWRY, 1951), usando albumina bovina 

sérica como padrão.  

 

3.5 Determinação da atividade da (Na+/K+)ATPase da membrana basolateral 

A atividade (Na+/K+)ATPásica foi determinada colorimetricamente dosando-se 

o fosfato inorgânico (Pi), resultante da hidrólise do ATP. Foi utilizado um meio de 
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ensaio (1 ml) contendo: Bis-Tris propano 50 mM (pH 7,4), EDTA 0,2 mM, MgCl2       

5 mM, NaCl 120 mM e concentrações de Cer ou C1P indicadas na abscissa da 

figura 10. Depois das amostras serem pré-incubadas a 37o C, por 10 minutos, na 

presença de 0,1 mg x ml-1 de proteína, foram adicionados KCl 24 mM e ATP 5 mM 

(pH 7,0) para iniciar a reação. Após 10 minutos, a reação foi interrompida pela 

adição de 1,5 ml de carvão ativado (0,17 g x ml-1) com HCl 0,1 N para adsorção do 

ATP não hidrolisado, ainda presente na solução. As amostras foram imediatamente 

centrifugadas em centrífuga Spin VI (Incibrás), a 1.900 g, por 5 minutos. Alíquotas 

de 0,5 ml dos sobrenadantes foram retiradas e o Pi determinado colorimetricamente 

pelo método descrito por TAUSSKY & SHORR (1952).  

 A atividade da (Na+/K+)ATPase foi calculada pela diferença entre as 

atividades medidas com e sem 1 mM ouabaína (inibidor da (Na+/K+)ATPase). 

 

3.6 Determinação da atividade da Na+-ATPase da membrana basolateral 

Para investigar os efeitos de Cer e C1P sobre a atividade da Na+-ATPase da 

membrana basolateral foi utilizado o método descrito por GRUBMEYER & 

PENEFSKY (1981). A composição do meio de ensaio (0,1 ml) foi: MgCl2 10 mM,    

[γ-32P]ATP 2.000 cpm/nmol, HEPES-Tris 20mM (pH 7,0), NaCl 6 mM, ATP-Na+ 5 mM 

(pH 7,0), ouabaína 1 mM, concentrações de Cer ou C1P indicadas na abscissa da 

figura 11 e, quando indicado, na presença de 10 nM de calfostina C (inibidor de 

PKC) ou 10 nM de PKAi (peptídeo 5-22 inibidor de PKA). A reação foi iniciada com a 

adição da fração enriquecida da membrana basolateral de forma que a concentração 

final da proteína na reação fosse 0,3 mg x ml-1. Após 20 minutos, a reação foi parada 

pela adição de 0,5 ml de carvão ativado (0,17 g x ml-1) em HCl 0,1 N. Desta forma o 

[γ-32P]ATP não hidrolisado é adsorvido ao carvão ativado e precipitado quando as 
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amostras são centrifugadas a 1.900 g durante 5 minutos em centrífuga Fanem 

modelo Excelsa Baby lI (São Paulo, Brasil). Alíquotas de 0,5 ml do sobrenadante 

contendo o [γ-32P]Pi resultante da hidrólise do nucleotídeo radiomarcado foram 

retiradas e transferidas para tiras de papel de filtro com dimensões de 7,0 x 2,5 cm. 

Secos, os papéis foram transferidos para vials contendo líquido de cintilação 

composto por uma solução de tolueno contendo 200 mg x L-1 de POPOP (1,4-bis[5-

fenil-2-oxazolil]-benzeno;2,2’-p-fenileno-bis[5-feniloxazol]) e, então, lidos em 

contador de cintilação líquida Packard Tri-carb modelo A2100 TR (Illinois, USA).  

 A atividade da Na+-ATPase foi calculada pela diferença entre a quantidade de 

[γ-32P]Pi resultante da hidrólise do [γ-32P]ATP obtidas na ausência e na presença de 

2 mM furosemide, inibidor específico desta enzima (DEL CASTILLO et al., 1982; 

PROVERBIO et al., 1986) e, nos dois casos, na presença de ouabaína 1 mM.  

  

3.7 Medida da atividade de PKC 

 A atividade de PKC em membrana basolateral isolada foi medida pela 

incorporação de [γ-32P]Pi às histonas. A reação, com volume final 0,1 ml, foi iniciada 

com a adição de [γ-32P]ATP 15.000 cpm/nmol. A composição do meio de reação foi: 

MgCl2 4 mM, HEPES-Tris (pH 7,0) 20 mM, 1,5 mg x ml-1 de histona, 0,7 mg x ml-1 de 

proteína e Cer (200 nM) ou C1P (100 nM). Após 10 minutos, a 37º C, a reação foi 

parada com a adição de 0,1 ml TCA 40% e imediatamente colocada em gelo até a 

filtração em filtros Millipore (0,45 μm). Os filtros foram lavados com solução gelada 

de TCA 20% (3 ml) e tampão fosfato 2 mM (pH 7,0) (4 ml).  

As histonas foram utilizadas com substrato para a proteína cinase. A 

radioatividade incorporada às histonas foi quantificada através da contagem dos 

filtros por cintilação líquida em contador de cintilação Packard Tri-Carb 2100 TR. A 
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atividade de PKC foi calculada pela diferença de incorporação da fosforila γ-terminal 

do [γ-32P]ATP às histonas, na presença e na ausência do inibidor de PKC (calfostina 

C). 

 

3.8 Medida da atividade de PKA 

         Para medida da atividade da PKA, a reação, com volume final 0,1 ml, foi 

iniciada com a adição de [γ-32P]ATP 15.000 cpm/nmol. A composição do meio de 

reação foi: MgCl2 4 mM, HEPES-Tris (pH 7,0) 20 mM, 1,5 mg x ml-1 de histona, 0,7 

mg x ml-1 de proteína e Cer (200 nM) ou C1P (100 nM). Após 10 minutos a 37º C, a 

reação foi parada com a adição de 0,1 ml de TCA 40% e imediatamente colocada 

em gelo até a filtração em filtros Millipore (0,45 μm). Os filtros foram lavados com 

solução de TCA 20% (3 ml) e tampão fosfato 2 mM (pH 7,0) (4 ml). A radioatividade 

incorporada foi quantificada através da contagem de cintilação líquida dos filtros com 

histonas em contador de cintilação Packard Tri-Carb 2100 TR. 

As histonas foram utilizadas com substrato para a proteína cinase. A atividade 

de PKA em membrana basolateral isolada foi medida pela incorporação da fosforila 

γ-terminal do [γ-32P]ATP às histonas, na presença e ausência do peptídeo (5-22) 

inibidor de PKA (PKAi). 

 

3.9 Ensaio de fosforilação e extração de lipídios da membrana basolateral 

 Os fosfolipídíos totais foram extraídos da membrana basolateral isolada 

utilizando o método descrito por BEKTAS et al. (2003), que inicia-se com a 

membrana isolada (0,2 mg de proteína final) incubada por 20 minutos a 37°C em um 

meio de reação (0,5 ml) contendo: [γ-32P]ATP 108 cpm, MOPS-Tris 20 mM (pH 7,2), 



 40

NaCl 50 mM, DTT 1 mM, EDTA 2 mM, CaCl2 3 mM, NaF 10 mM, MgCl2 100 mM, 

ATP-Na+ 1 mM e, quando indicado, foi adicionada Cer.   

A reação foi parada com 8,6 ml de uma solução de clorofórmio: metanol (1:1 

v/v) e, em seguida, foi adicionado 3,6 ml de MOPS-KCl (1M). As fases foram 

separadas por centrifugação a 1.000 g por 10 minutos em temperatura ambiente. A 

fase orgânica (inferior) foi transferida para um novo tubo e o solvente foi evaporado 

em nitrogênio. 

 

3.10 Separação e identificação dos lipídios 

Os lipídios extraídos foram separados e analisados por cromatografia em 

camada fina (TLC) com corrida unidimensional em cromatoplacas de sílica gel (60 

F254, Merck), usando um sistema de solvente contendo 

clorofórmio:acetona:metanol:ácido acético:água (10:4:3:2:1 v/v) (BEKTAS et al., 

2003). As cromatoplacas foram previamente ativadas a 110 oC por 10 min e, em 

seguida, todo o volume do extrato lipídico foi aplicado, juntamente com lipídios 

padrões. Após a corrida e a evaporação completa dos solventes, um filme para raio-

X (Kodak X-Omat™) ou o “phosphor screen” (PhosphorImager Storm 860 - Molecular 

Dynamics, Amersham Biosciences, Sunnyvale, CA) foi exposto à cromatoplaca. 

Após 48 horas aproximadamente, o filme ou o phosphor screen foi revelado e a 

cromatoplaca exposta a vapores de iodo para a visualização dos lipídios, 

possibilitando determinar a mobilidade relativa de cada lipídio da amostra e do 

padrão de C1P (10 µg) aplicados. As áreas correspondentes a C1P foram marcadas 

na cromatoplaca, sobrepondo-as com as do seu respectivo autorradiograma.  

Para a quantificação da radiação presente na C1P marcada, a sílica da região 

da cromatoplaca contendo o lipídio radioativo foi cuidadosamente raspada com 
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bisturi e colocada diretamente em vials, contendo solução cintiladora composta por 

tolueno contendo 200 mg/L de POPOP (1,4-bis[5-fenil-2-oxazolil]-benzeno;2,2’-p-

fenileno-bis[5-feniloxazol]). A radioatividade foi medida em um contador de cintilação 

líquida Packard Tri-Carb 2100 TR e, calculada a partir dos nanomoles de Pi 

utilizados na reação. 

 

3.11 SDS-PAGE e imunodetecção 

As proteínas presentes no homogenato total e na fração de membrana 

basolateral foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com (SDS-

PAGE) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond), incubadas por 

1 hora com leite 5 % diluído em TBS 1X (pH 7,6) (Tris 20 mM, NaCl 137 mM) – para 

bloqueio de ligações inespecíficas - e incubadas com os anticorpos anti-goat para 

SMases ácidas ou neutras (Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)) e, 

para as diferentes isoformas de PKC com o anticorpo anti-rabbit (Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)). O anticorpo primário foi incubado com a 

membrana de nitrocelulose por 1 hora, sendo esta lavada com TBS 1X, 3 vezes por 

5 minutos. Após a lavagem da membrana, ela foi incubada com o anticorpo 

secundário (ECLTM Peroxidase labelled) por 1 hora. A partir daí detectamos a 

proteína utilizando o sistema ECLTM e o filme X-Omat™. 

 

3.12 Análise estatística 

Quando indicado, os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) utilizando o software SPSS 8.0. Quando foram observadas diferenças 

significativas entre as médias, utilizou-se o teste de Bonferroni com p ≤ 0,05 (nível 

de confiança). Os dados são apresentados como média ± erro padrão. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os rins são os órgãos responsáveis pela manutenção do volume e da 

composição do fluido extracelular do indivíduo dentro dos limites fisiológicos 

compatíveis com a vida, sendo o túbulo proximal renal, o segmento do néfron 

(unidade funcional do rim) onde ocorre a maior parte da reabsorção ativa de íons e 

solutos, dentre os quais o Na+ aparece como o principal íon, estabelecendo 

gradientes osmóticos, através do epitélio tubular (MELLO-AIRES, 1999).  

As membranas basolaterais do túbulo proximal renal possuem as duas 

ATPases transportadoras de Na+ ((Na+/K+)ATPase e a Na+-ATPase) já descritas 

nesta tese, responsáveis pelo transporte deste íon para o meio extracelular. A 

(Na+/K+)ATPase é a enzima fundamental na reabsorção de Na+ em massa, e 

responsável pela geração do gradiente eletroquímico de Na+ favorável à entrada do 

íon pela membrana apical, permitindo que diferentes transportadores ativos 

secundários transportem solutos tais como glicose, aminoácidos, próton e solutos 

orgânicos (SELDIN & GEIBISCH, 1992). 

O estudo da possível modulação da (Na+/K+)ATPase pelos esfingolipídios 

bioativos (Cer e C1P) em mamíferos tornou-se alvo de nosso interesse, devido: (1) à 

importância da (Na+/K+)ATPase em gerar o gradiente eletroquímico de Na+, como 

mencionado acima; (2) à atividade da (Na+/K+)ATPase poder ser afetada por 

gangliosídios e glicoesfingolipídios; (3) além de sua associação com cavéolas/rafts, 

sendo possível se propor que existam “pools” de (Na+/K+)ATPase encontrados em 

microdomínios lipídicos e “pools” fora desses microdomínios, já que existem muito 

mais cópias de (Na+/K+)ATPase do que de PMCA, sendo que esta última foi 
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encontrada exclusivamente e ativa em cavéolas, em estudo anterior de nosso grupo 

(TORTELOTE et al., 2004).  

Nosso primeiro objetivo foi avaliar a atividade da (Na+/K+)ATPase na presença 

de concentrações crescentes de Cer e C1P. A modulação da enzima pelos 

esfingolipídios estudados não foi observada (Figura 10A e 10B). Buscamos então, 

dados da literatura que confirmassem nosso achado e, vimos que compostos 

natriuréticos e anti-natriuréticos como bradicinina e angiotensina II, respectivamente,  

não modulam a atividade da (Na+/K+)ATPase de membrana basolateral de túbulos 

proximais renais (CARUSO-NEVES et al., 1999; RANGEL et al., 1999), além de 

APERIA e colaboradores, em 1994, mostrarem a necessidade de cascatas 

intracelulares para haver a modulação da (Na+/K+)ATPase presente no túbulo 

proximal de rins de rato, sendo então necessário o estudo da modulação desta 

enzima em cultura de células. Assim, o fato de no nosso modelo - membranas 

isoladas - não observarmos efeito de Cer e C1P na atividade da (Na+/K+)ATPase, 

não significa que em célula intacta estes esfingolipídios não tenham efeito sobre 

esta ATPase.   

Tivemos o interesse de pesquisar a possível modulação da Na+-ATPase por 

ceramidas, devido: (1) à distribuição da Na+-ATPase ser paralela à da 

(Na+/K+)ATPase; (2) à possível localização da Na+-ATPase em microdomínios 

lipídicos ricos em ceramidas; (3) à um grande conjunto de dados indicar que a Na+-

ATPase possa ser responsável pelo ajuste fino da reabsorção renal de Na+ no túbulo 

proximal (CARUSO-NEVES et al., 1997, 1999a, 2000; RANGEL et al., 1999, 2002).  
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Figura 10. Cer (A) e C1P (B) não atuam como moduladores da (Na+/K+)ATPase 
em membrana basolateral isolada.  
A atividade da (Na+/K+)ATPase de membrana plasmática foi ensaiada na presença 
das concentrações de Cer e C1P mostradas na abscissa das figuras, como descrito 
em Material e Métodos. O resultado foi obtido a partir de seis experimentos 
diferentes feitos em triplicata, com diferentes preparações de membrana basolateral. 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
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Medimos a atividade da Na+-ATPase presente na membrana basolateral na 

presença de concentrações crescentes de Cer, observamos um efeito inibitório 

máximo de ~ 54 % sobre a atividade da Na+-ATPase (média da atividade controle = 

21,27 nmol Pi x mg-1 x min-1) na concentração de 10 µM do esfingolipídio (Figura 

11A), sendo que seu derivado fosforilado (C1P) tem um potencial inibitório ainda 

maior do que o promovido por Cer sobre a atividade da Na+-ATPase, já que 

concentrações nanomolares de C1P (mais baixas do que as que promovem a 

inibição da Na+-ATPase por Cer) são capazes de inibir a enzima (Figura 11B). Ao 

que nos foi possível verificar, esta é a primeira vez que se mostra a modulação da 

Na+-ATPase por ceramidas. 

  Os dados obtidos em relação à medida da atividade dos transportadores de 

Na+ na presença de concentrações crescentes de Cer e C1P, mostram que a Na+-

ATPase, responsável pelo ajuste fino das concentrações de Na+ do volume 

extracelular, é influenciada pela composição da membrana, diferente da 

(Na+/K+)ATPase, responsável pelo transporte em massa do Na+ intracelular para o 

interstício, que não teve sua atividade modulada pelos esfingolipídios (Cer e C1P) de 

membrana plasmática (Figuras 10 e 11).  

  A modulação de ATPases por Cer já foi descrita, como por exemplo a Ca2+-

ATPase de eritrócitos (COLINA et al., 2002) e PMCA (CABRAL et al., 2007). A 

modulação da Ca2+-ATPase de eritrócitos, no entanto, foi avaliada na presença de 

concentrações de Cer acima da concentração micelar crítica, ou seja, levando a uma 

desorganização da membrana (chamado de efeito detergente), quando os 

constituintes de membrana se dissociam e levam a diversos efeitos antes não 

esperados, como por exemplo, mudanças físicas da ATPase e o deslocamento da 

Cer para um outro domínio de membrana, levando assim à ativação ou mesmo ao 



 46

            

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Inibição da atividade da Na+-ATPase de membrana plasmática por 
Cer e C1P.  
A atividade da Na+-ATPase de membrana plasmática foi ensaiada na presença das 
concentrações de Cer e C1P mostradas na abscissa das figuras, como descrito em 
Material e Métodos. O resultado foi obtido a partir de seis experimentos diferentes 
feitos em triplicata, com diferentes preparações de membrana basolateral. Os 
resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
∗ indica os diferentes efeitos de Cer em relação ao controle. 
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silenciamento de uma determinada proteína. Nesta tese, no entanto, foram utilizadas 

concentrações na faixa de picomolar e nanomolar (abaixo do valor da concentração 

micelar crítica da Cer), podendo-se aceitar que o efeito de inibição observado na 

atividade da Na+-ATPase foi produzido pelas ceramidas, e não pelo efeito 

detergente de altas concentrações dos lipídios.  

Nosso próximo passo foi pesquisar se haveria o envolvimento de proteínas 

cinases na inibição da Na+-ATPase por Cer e C1P. Torna-se então importante 

lembrar que a regulação de ATPases envolve modificações pós-traducionais 

englobando acetilações, glicosilações, fosforilações, entre outras. A modificação 

pós-traducional leva, por exemplo, a alterações na capacidade catalítica da proteína 

ou em sua afinidade por co-fatores e substratos. O processo de fosforilação é um 

destes processos de regulação, sendo catalisado por proteínas cinases, podendo 

levar a mudanças conformacionais na estrutura da proteína, capazes de expor 

seqüências que medeiam a associação com proteínas constituintes de 

microdomínios de membrana.  

 A fosforilação por proteínas cinases envolve a transferência do grupo fosfato 

terminal de uma molécula de ATP para uma hidroxila de cadeia lateral dos 

aminoácidos serina, treonina ou tirosina na proteína. Essa reação catalisada por 

proteínas cinases, é essencialmente unidirecional. A fosforilação de uma proteína 

pode tanto ativá-la quanto inibí-la. 

 Tanto a PKA quanto a PKC são serino-treonino cinases que fosforilam 

resíduos de serina e treonina das proteínas alvo, regulando suas atividades. A PKA 

existe em todas as células animais e é ativada pelo AMP cíclico (AMPc) (pequeno 

mediador intracelular). Os substratos da PKA diferem nos diferentes tipos celulares, 

o que explica por que os efeitos do AMPc variam tanto dependendo do tipo celular.  
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 Três subunidades catalíticas da PKA (Cα, Cβ, Cγ), são encontradas em 

proporções variadas dependendo do tipo celular estudado (SKALHEGG & TASKEN, 

2000), sendo a subunidade γ apenas encontrada em primatas. CANAVES & 

TAYLOR em 2002 identificaram quatro diferentes isoformas de subunidade 

regulatória em mamíferos (R1α, R1β, RIIα, RIIβ). No seu estado inativo, a PKA 

consiste de um complexo de duas subunidades catalíticas e de duas subunidades 

reguladoras. Classicamente a ligação do AMPc às subunidades reguladoras altera a 

conformação dessas subunidades, provocando sua dissociação do complexo. As 

subunidades catalíticas são, assim, ativadas e fosforilam substratos protéicos 

específicos (TASKEN & AANDAHL, 2004) (Figura 12). As subunidades reguladoras 

são também importantes para localizar a enzima dentro da célula. A PKA é, assim, 

classicamente ativada pelo AMPc sintetizado a partir do ATP pela adenilato ciclase, 

e contrabalançada pela presença e ação de fosfodiesterases (PDEs) capazes de 

degradar o AMPc produzido, sendo as PDEs fosforiladas pela própria PKA, o que as 

torna ativas. Uma segunda maneira de terminar o sinal disparado pela PKA, é a 

fosforilação do receptor acoplado à proteína Gs, levando a sua internalização, sendo 

esta fosforilação feita pela própria PKA (MOVSESIAN, 2003). O sinal disparado pela 

PKA, também pode ser terminado, através da ação de diferentes fosfatases, que são 

proteínas com ação de defosforilar proteínas fosforiladas por cinases. Também foi 

mostrada a ativação da PKA dependente de Cer e independente de AMPc, na qual a 

Cer se liga diretamente nas subunidades catalíticas da PKA, ativando-a (CABRAL et 

al., 2007). 

  A PKA é encontrada tanto em frações citosólicas como associada a frações 

de membrana. Dados anteriores de nosso grupo mostram a presença de PKA 

associada à fração de membrana basolateral (CARUSO-NEVES et al., 2000;  
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Figura 12. Ativação da PKA dependente de AMPc.  
A ligação de uma molécula extracelular ao receptor acoplado à proteína Gs, leva à 
ativação da adenilato ciclase e aumento das concentrações de AMPc. Este aumento 
leva à ligação de quatro moléculas de AMPc às duas subunidades regulatórias da 
PKA, ativando-a. A ativação da PKA faz com que as duas subunidades regulatórias 
se dissociem das duas subunidades catalíticas da cinase, promovendo assim a 
fosforilação subseqüente de proteínas alvos (modificado de ALBERTS et al., 2002). 
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 CABRAL et al., 2007). Estudos recentes descrevem ainda, que PKA pode ser 

modulada pela interação direta com outras cinases como Ca2+/calmodulina cinase 

(VALVERDE et al., 2005) e diferentes esfingolipídios como S1P (MA et al., 2005) e 

Cer (CABRAL et al., 2007), tendo sido esta a primeira vez que se demonstrou a 

modulação de PKA pelo esfingolipídio Cer.  

 Assim como no caso da PKA, os efeitos provocados por PKC variam 

dependendo do tipo celular, podendo esta outra cinase estar envolvida em 

processos como a diferenciação celular, crescimento celular, etc. (SHENK & 

SNAAR-JAGALSKA, 1999; NEWTON, 2003).  

 A PKC pode ter três domínios importantes: C1 (domínio de ligação do 

diacilglicerol), C2 (domínio de ligação do Ca2+) ou C1 atípica (domínio de ligação de 

lipídios). Dados da literatura mostram a existência de onze isoformas de PKC, sendo 

estas divididas em três famílias: convencional ou clássica (dependentes de Ca2+ e 

diacilglicerol), novel ou novas (dependentes de diacilglicerol e independentes de 

Ca2+) e atípicas (dependentes de lipídios – como por exemplo Cer - independentes 

de diacilglicerol e de Ca2+) (PARKER & MURRAY-RUST, 2004) (Figura 13). 

Classicamente, a PKC é ativada quando um sinal extracelular ativa um receptor 

acoplado à proteína Gq, que ativa uma fosfolipase C, residente na membrana, que 

por sua vez cliva fosfatidilinositol (4,5) bifosfato em diacilglicerol e IP3. 

Conseqüentemente há o aumento do Ca2+ citosólico, induzido por IP3, alterando a 

PKC de forma que ela se desloca do citosol para a face citoplasmática da 

membrana. Aí ela é ativada pela combinação de Ca2+, de diacilglicerol e do 

fosfolipídio de membrana carregado negativamente (fosfatidilserina). Dados prévios 

do nosso laboratório mostram a presença de PKC associada à membrana 

basolateral (ASSUNÇÃO-MIRANDA et al., 2005).  
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Figura 13. As diferentes famílias e isoformas de PKC.  
A PKC é dividida em três famílias: (1) convencional ou clássica, que possui o 
domínio C1, que é o domínio de ligação ao diacilglicerol (representado em laranja), e 
o domínio C2, que é o domínio de ligação ao Ca2+ (representado em amarelo); (2) 
novel ou nova, que possui o domínio C1 e o domínio C2, sendo este último 
insensível ao Ca2+; (3) e atípica que possui o domínio C1 que é sensível a lipídios e 
insensível ao diacilglicerol. As três famílias da PKC possuem um domínio auto-
inibitório de ligação ao pseudosubstrato (representado em verde) (modificado de 
PARKER & MURRAY-RUST, 2004).  
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Trabalhos na literatura mostram que a Cer é considerada um ativador direto 

da PKCζ (zeta) atípica, sendo esta ativação envolvida na proliferação celular e na 

ativação de cascatas de MAPK (MULLER et al., 1995; BOURBON et al., 2000). Em 

células mesangiais renais, foi observado que a Cer pode também ativar outras 

isoformas de PKC, sabidamente PKCα (clássica) e PKCδ (novel) (HUWILER et al., 

1998), o que também confere à Cer, um papel importante na regulação de eventos 

mediados por PKC.  

Proteínas cinases, sabidamente PKA e PKC, têm sido relacionadas com a 

modulação da PMCA (ASSUNÇÃO-MIRANDA et al., 2005; CABRAL et al., 2007), da 

Na+-ATPase de túbulo proximal renal (RANGEL et al., 2002, 2005; CARUSO-NEVES 

et al., 2003; LARA et al., 2008) e de outros transportadores de íons (CARUSO-

NEVES et al., 2001; ALMEIDA- AMARAL et al., 2007) a partir de diferentes 

estímulos em diferentes modelos biológicos, incluindo tecido renal. Além disso, 

dados da literatura mostraram que ceramidas podem ativar proteínas cinases 

levando a respostas como proliferação, apoptose, fagocitose, inflamação, etc. 

(GOMEZ-MUÑOZ, 2004; BAUMRUKER et al., 2005). Com base nas evidências 

acima, decidimos investigar o papel da Cer e da C1P na modulação da PKC e PKA. 

Os dados mostrados na figura 14A já foram publicados pelo nosso grupo 

(CABRAL et al., 2007), e mostram a ativação significativa da PKA, quando as 

frações de membrana basolateral são tratadas com 50 nM Cer (concentração esta 

que promove a ativação máxima da Ca2+-ATPase (CABRAL et al., 2007), e 200 nM 

Cer (faixa de concentração que promove a máxima inibição da Na+-ATPase da 

membrana basolateral – ver figura 11A). Na figura 14B, o derivado fosforilado de Cer 

(C1P), também promove a ativação significativa da PKA, na concentração de 100 

nM (faixa de concentração que promove a maior inibição da Na+-ATPase – ver figura 
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11B). Pode-se observar nas figuras 14A e 14B, que Cer e C1P são capazes de 

ativar a PKA de membrana basolateral, sendo esta ativação comparada com a de 

seu ativador fisiológico, o AMPc (100 nM). Quando as frações de membrana são 

tratadas com Cer e AMPc simultâneamente (Figura 14A – última coluna), 

observamos um efeito aditivo na ativação da PKA, o que nos leva a postular a 

presença de ao menos dois “pools” de PKA associados à membrana basolateral, 

com ativação dependente de Cer ou de AMPc. Por outro lado, na presença de C1P 

mais AMPc, há a mesma atividade da Na+-ATPase comparado quando as frações 

de membrana são tratadas apenas com C1P ou com AMPc, indicando que C1P 

ativa o mesmo “pool” de PKA que o AMPc (Figura 14B – última coluna) (CABRAL et 

al., 2007). 

Foi também testada a capacidade de Cer e de C1P (nas mesmas 

concentrações utilizadas para medir a atividade da PKA) em modular a atividade da 

PKC. Tratando as frações de membrana com 50 nM Cer, não foi observada a 

modulação da cinase. Já na presença de 200 nM Cer (concentração que leva a 

maior inibição da Na+-ATPase – ver figura 11A) observamos aumento da atividade 

da PKC (Figura 15A) (CABRAL et al., 2007).  

A ativação de PKC por Cer é equivalente à observada com 1 pM PMA, que é 

um ativador clássico da PKC (comparar a terceira barra com a quarta barra da figura 

15A). Quando adicionados juntos Cer e PMA, não é observada aditividade na 

atividade da cinase, levando-nos a concluir que tanto Cer quanto PMA ativam o 

mesmo “pool” de PKC na membrana (comparar as três últimas barras da figura 15A). 

Em contraste, a incubação da membrana basolateral com C1P (100 nM), levou à 

inibição da PKC (Figura 15B). Quando as frações de membrana são tratadas ao 

mesmo tempo com C1P e PMA, há o retorno ao valor controle, mostrando um  
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Figura 14. Ativação da PKA por Cer (A) e C1P (B). 
A atividade da PKA foi determinada como descrito em Material e Métodos, na 
presença e na ausência de Cer, C1P e AMPc. Os resultados foram expressos como 
média ± erro padrão, de cinco experimentos diferentes feitos em triplicata, com 
diferentes preparações de membrana basolateral.       

a,b,c – mesmas letras indicam médias sem diferenças significativas entre si. 
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Figura 15. Efeitos antagônicos de Cer (A) e C1P (B) na modulação da PKC. 
A atividade da cinase foi determinada como descrito em Material e Métodos, na 
presença e na ausência de Cer, C1P e PMA. Os resultados foram expressos como 
média ± erro padrão, de cinco experimentos diferentes feitos em triplicata, com 
diferentes preparações de membrana basolateral.   
a,b,c – mesmas letras indicam médias sem diferenças significativas entre si. 



 56

balanço entre a diminuição da atividade da PKC por C1P e aumento da atividade da 

PKC por PMA (comparar as três últimas barras da figura 15B). Na primeira barra da 

figura 15A é observada uma atividade basal da PKC, que a calfostina não é capaz 

de inibir, já que a calfostina inibe PKC ativada.   

  Os resultados das figuras 14 e 15, mostram que em membrana 

basolateral,Cer medeia eventos dependentes de PKA e PKC e, C1P medeia eventos 

dependentes de PKA, provavelmente desencadeando uma cascata de sinalização 

que leva a importantes respostas celulares, já que dados da literatura mostram 

essas respostas celulares desencadeadas por cinases ativadas por ceramidas 

(GOMEZ-MUÑOZ, 2004; BAUMRUKER et al., 2005).  

Devido ao fato do gene da Na+-ATPase só ter sido identificado em 

organismos inferiores como, por exemplo, algas, ainda não se conhece sua 

estrutura, mas sabe-se que ela faz parte da família das P-ATPases (MOLLER et al., 

1996), que sabidamente possuem sítios de fosforilação, e de interação ou ligação a 

lipídios. Na figura 11, mostramos que Cer e C1P modulam a atividade da Na+-

ATPase produzindo significativa inibição desta enzima, o que nos levou a estudar  

qual a via de sinalização envolvida nesta inibição. Dados da literatura mostram que, 

em mamíferos, a Na+-ATPase tem sua atividade modulada por PKA, PKC e PKG 

(CARUSO-NEVES et al., 2000, 2003; RANGEL et al., 2001) e, como verificamos a 

modulação das cinases em questão (PKA e PKC) por Cer e C1P (Figuras 14 e 15), 

postulamos haver envolvimento dessas cinases moduladas por ceramidas na 

inibição da Na+-ATPase.  

A atividade da Na+-ATPase foi medida na presença e na ausência de Cer, 

PMA (ativador clássico da PKC) e calfostina (inibidor clássico da PKC), nas 

combinações indicadas na abscissa da figura 16. As frações de membrana 
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basolateral tratadas com PMA (1 pM) mostram ativação da bomba de Na+ (Figura 

16) e o envolvimento da PKC no aumento da atividade da Na+-ATPase de 

membrana basolateral, dado este que complementaria resultados anteriores do 

nosso grupo, que mostram a participação da PKC na ativação da Na+-ATPase de 

membrana basolateral (RANGEL et al., 2002) e a ativação da via de sinalização da 

PKC (fosfoinositídio/fosfolipase C) na ativação da Na+-ATPase de túbulos proximais 

renais (LARA et al., 2008). Quando adicionados Cer e PMA juntos, não há o retorno 

da atividade da bomba de Na+ ao valor controle, mostrando que o potencial inibitório 

de Cer é maior do que o potencial estimulatório de PMA sobre a Na+-ATPase 

(comparar segunda, terceira e quarta barras da figura 16). 

A calfostina não foi capaz de reverter a inibição da Na+-ATPase por Cer, 

descartando o envolvimento da PKC nesta via de sinalização. Os dados mostrados 

na figura 16 condizem com dados da literatura, pois a ativação da PKC leva ao 

aumento da atividade da Na+-ATPase de membrana basolateral (RANGEL et al., 

2002; LARA et al., 2008), e como mostrado na figura 15, PKC ativada por Cer não 

inibe a Na+-ATPase (Figura 11).    

 Para pesquisar o possível envolvimento da PKA na inibição da atividade da 

Na+-ATPase por Cer, incubamos a membrana basolateral com Cer (200 nM) e com o 

inibidor de PKA (PKAi) na concentração de 10 nM. O efeito inibitório de Cer sobre a 

Na+-ATPase de membrana plasmática não foi mais observado na presença de PKAi, 

sugerindo assim que a Cer iniba a atividade da Na+-ATPase de membrana 

basolateral via PKA (Figura 17). Na presença de AMPc (ativador clássico da PKA), 

há o aumento da atividade da Na+-ATPase (ver segunda barra da figura 17) 

mostrando ser a PKA uma ativadora da bomba de Na+. O retorno ao valor controle 

ocorre quando as frações de membrana são tratadas com Cer e AMPc juntos (ver  
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Figura 16. Cer inibe a Na+-ATPase de membrana plasmática por uma via 
independente de PKC.  
A atividade da Na+-ATPase de membrana plasmática foi ensaiada como descrito em 
Material e Métodos na presença e ausência de calfostina C (inibidor da PKC), Cer e 
PMA (ativador da PKC), nas combinações indicadas na abscissa. Foram realizados 
cinco experimentos diferentes feitos em triplicata, com diferentes preparações de 
membrana basolateral. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
a,b,c – mesmas letras indicam médias sem diferenças significativas entre si. 
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Figura 17. Cer inibe a Na+-ATPase de membrana plasmática via PKA.  
A atividade da Na+-ATPase de membrana plasmática foi ensaiada como descrito em 
Material e Métodos na presença e ausência de PKAi (inibidor da PKA), Cer e AMPc 
(ativador da PKA), nas combinações indicadas na abscissa. Foram realizados cinco 
experimentos diferentes feitos em triplicata, com diferentes preparações de 
membrana basolateral. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
a,b,c – mesmas letras indicam médias sem diferenças significativas entre si. 
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quarta barra da figura 17), já que o potencial estimulatório promovido por AMPc 

sobre a atividade da Na+-ATPase é maior do que o potencial inibitório promovido por 

Cer (comparar a segunda e a terceira barra da figura 17). 

Os dados da figura 17 mostram o envolvimento da PKA na inibição da Na+-

ATPase por Cer, confirmando mais uma vez o envolvimento desta cinase na 

modulação da atividade da Na+-ATPase.  

Nosso próximo passo foi investigar qual das cinases estudadas (PKA ou PKC) 

está envolvida na inibição da Na+-ATPase por C1P. Na figura 18, as frações de 

membrana foram tratadas com AMPc (100 nM), mostrando novamente o aumento da 

atividade da Na+-ATPase induzido por PKA (comparar segunda barra da figura 17 

com a segunda barra da figura 18). Na presença de C1P (100 nM) e AMPc (100 

nM), a atividade da Na+-ATPase continua inibida, mostrando que AMPc não é capaz 

de reverter a inibição da enzima por C1P, já que C1P possui um potencial inibitório 

sobre a bomba de Na+ maior do que o potencial estimulatório promovido pelo AMPc 

(comparar segunda, terceira e quarta barra da figura 18). Na presença de 100 nM 

C1P (concentração de maior inibição da Na+-ATPase por C1P – ver figura 11B) mais 

PKAi (10 nM), não houve a reversão da inibição da enzima por C1P (ver quinta barra 

da figura 18), nos permitindo concluir que C1P inibe a Na+-ATPase por uma via 

independente de PKA.  

  Para investigar o possível envolvimento da PKC na inibição da Na+-ATPase 

por C1P, tratamos frações de membrana basolateral com C1P (100 nM) e calfostina 

(10 nM) juntos, e a calfostina foi capaz de reverter a inibição da Na+-ATPase por 

C1P, evidenciando que C1P inibe a Na+-ATPase via PKC (Figura 19). 

  Na presença de PMA (1 pM), ativador clássico da PKC, a atividade da Na+-

ATPase é aumentada, mostrando novamente o envolvimento da PKC no aumento  
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Figura 18. C1P inibe a Na+-ATPase de membrana plasmática por uma via 
independente de PKA.  
A atividade da Na+-ATPase de membrana plasmática foi ensaiada como descrito em 
Material e Métodos na presença e ausência de PKAi (inibidor da PKA), Cer e AMPc 
(ativador da PKA), nas combinações indicadas na abscissa. Foram realizados cinco 
experimentos diferentes feitos em triplicata, com diferentes preparações de 
membrana basolateral. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
a,b,c – mesmas letras indicam médias sem diferenças significativas entre si. 
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da atividade da Na+-ATPase (ver segunda barra das figuras 16 e 19). Quando as 

frações de membranas são tratadas com C1P (100 nM) mais PMA (1 pM), ocorre a 

reversão da inibição da Na+-ATPase por C1P (comparar terceira e quarta barra da 

figura 19). 

  Com os dados mostrados na figura 19, podemos concluir que C1P inibe a 

Na+-ATPase via PKC, sendo que na figura 15 é mostrado que C1P inibe a PKC, ou 

seja, como uma cinase inibida modula uma ATPase? Postulamos então a possível 

presença de dois “pools” de PKC na membrana basolateral, além da PKC clássica já 

descrita: um “pool” de PKC novel (dependente de diacilglicerol), e outro “pool” de 

PKC atípica (dependente de esfingolipídios, como ceramida), sendo o “pool” de PKC 

novel inibido por C1P, e o “pool” de PKC atípica ativado por C1P, levando à inibição 

da Na+-ATPase. A inibição da PKC novel por C1P é visualizada na figura 15. Uma 

explicação para isto seria que possivelmente existam mais isoformas da PKC novel 

do que da PKC atípica na membrana basolateral de células epiteliais renais, 

predominando então a resposta da PKC novel disparada por C1P. Não postulamos o 

envolvimento de uma “pool” de PKC convencional modulado por C1P, já que é 

descrito na literatura que PKC convencional é modulada por hormônios e autacóides 

que interagem com receptores acoplados à Ptn Gq, sendo que ainda não foram 

descritos receptores de C1P, nem usado na medida de atividade da PKC e Na+-

ATPase, hormônios ou autacóides. 

Dados da literatura mostram que PKC novel e clássica ativadas por 

autacóides como, por exemplo, angiotensina II e angiotensina (1-7), levam ao 

aumento da atividade da Na+-ATPase e inibição da Ca2+-ATPase presentes na 

membrana basolateral do túbulo proximal renal (RANGEL et al., 2002; ASSUNÇÃO-

MIRANDA et al., 2005; LARA et al., 2008), além da modulação da PKC δ (novel) por 
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Figura 19. C1P inibe a Na+-ATPase de membrana plasmática via PKC.  
A atividade da Na+-ATPase de membrana plasmática foi ensaiada como descrito em 
Material e Métodos na presença e ausência de calfostina C (inibidor da PKC), Cer e 
PMA (ativador da PKC), nas combinações indicadas na abscissa. Foram realizados 
cinco experimentos diferentes feitos em triplicata, com diferentes preparações de 
membrana basolateral. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
a,b,c – mesmas letras indicam médias sem diferenças significativas entre si. 
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Cer em células mesangiais renais (HUWILER et al., 1998). MULLER e 

colaboradores, em 1995, e BOURBON e colaboradores, em 2000, mostram que a 

Cer também é um ativador direto da PKCζ (atípica), estando esta ativação 

relacionada à proliferação celular e à ativação de cascatas de MAPK. Apesar disso, 

estes dados da literatura não mostram a presença das isoformas da PKC na 

membrana basolateral. Para validar a proposta da existência de diferentes “pools” de 

PKC presentes na membrana basolateral, utilizamos a técnica de SDS-PAGE e 

imunodetecção, como descrito em Material e Métodos. Foi feito Western Blot 

utilizando os anticorpos contra isoformas das famílias da PKC convencional (α e βII), 

novel (ε, θ e η) e atípica (ζ) (Figura 20). Ao que saibamos esta é a primeira vez que 

estas isoformas de PKC são identificadas na membrana basolateral do túbulo 

proximal renal. A partir dos dados representados na figura 20, podemos confirmar a 

presença de diferentes “pools” de PKC residentes na membrana basolateral, com 

prováveis ações diferentes, como a desencadeada por C1P, que leva à inibição da 

Na+-ATPase.   

  A modulação dos esfingolipídios bioativos, Cer e C1P, sobre a atividade das 

ATPases transportadoras de Ca2+ (CABRAL et al., 2007) e Na+, e da modulação das 

cinases estudadas, PKA (CABRAL et al., 2007) e PKC, presentes na membrana 

basolateral, pode tornar nosso modelo, uma ferramenta de estudo, de algumas 

cascatas de sinalização celular envolvidos na regulação de eventos de transporte 

nos rins. 

  A investigação da possível presença das vias de geração de Cer (SMases) e 

C1P (CerK) na membrana basolateral, a identificação da maquinaria completa na 

geração de ceramidas no ambiente da membrana basolateral, tornou o próximo alvo 

de nosso estudo.     
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Figura 20. Presença das PKCs convencional, novel e atípica na membrana 
basolateral. 
A imunodetecção das diferentes isoformas da PKC, foi ensaiada como descrito em 
Material e Métodos, na presença de 80 µg, 100 µg e 200 µg de proteína de 
membrana basolateral.  
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  Para entender a regulação na geração de Cer na membrana, é necessário 

primeiramente identificar as SMases na membrana basolateral, pois são estas as 

enzimas responsáveis por mediar a hidrólise de SM em fosfocolina e Cer (ver figura 

9). Muitos fatores de estresse como, por exemplo, citocinas e agentes 

quimioterápicos, além de outras moléculas, resultam na acumulação de Cer, através 

da ativação de SMases (KOLESNICK & KRÖNKE, 1998; ANDRIEU-ABADIE et al., 

2001). Pelo menos duas SMases, neutras e ácidas, são ativadas por muitos 

estímulos extracelulares, como os citados acima e na seção 1.7.1. 

O estudo da presença das SMases na membrana basolateral, torna-se 

importante por: (1) gerarem a Cer, que tem como uma de suas funções levar a 

mudanças significativas na organização da membrana plasmática com maior 

probabilidade de formação de microdomínios ricos em Cer, os quais são capazes de 

se unir espontaneamente a outros microdomínios, resultando assim nas chamadas 

plataformas sinalizadoras desencadeando diversas respostas celulares 

(HOLOPAINEN et al., 1998; KOLESNICK et al., 2000; NURMINEN et al., 2002); (2) 

por serem responsáveis pelo acúmulo de Cer nos túbulos proximais durante os 

quadros de isquemia ou outro tipo de injúria renal, sendo as SMases importantes 

alvos farmacológicos (VRTOVSNIK et al., 1992; ZAGER, 2000).  

Para investigar a presença de SMases na membrana basolateral, as 

proteínas foram separadas em SDS-PAGE, transferidas para membrana de 

nitrocelulose e imunodetectadas por anticorpos específicos, como descrito em 

Material e Métodos. Tanto as SMases ácidas (com peso molecular de ~ 70 kDa) 

quanto as SMases neutras (com peso molecular de ~ 145 kDa) estão presentes na 

membrana basolateral, mostrando haver um potencial gerador de Cer nesta 

membrana (Figura 21). 
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Evidenciada a presença das SMases ácidas e neutras na membrana 

basolateral, nosso próximo passo foi pesquisar a presença de CerK na membrana 

basolateral, pela fosforilação de Cer em C1P, demonstrando desta maneira a 

presença de uma maquinaria completa na membrana basolateral, capaz de gerar 

Cer e C1P. Vale ressaltar que não encontramos dados na literatura que demonstrem 

a presença de CerK em nosso modelo.  

Para identificação da CerK, foram realizados ensaios de fosforilação de 

lipídios (como descrito em Material e Métodos), pelos quais verificamos a presença 

de CerK na membrana basolateral, pela detecção de C1P, como mostrado na figura 

22. Os experimentos foram realizados na ausência e na presença de concentrações 

crescentes de Cer.  

Foi verificado o mesmo nível de formação de C1P (~ 60 fmol x mg-1 x min-1) 

com todas as concentrações de Cer exógena utilizadas, o que sugere que apenas a 

Cer endógena seja substrato para a CerK residente na membrana basolateral. Na 

presença de NaF (inibidor de fosfatases), houve um aumento de aproximadamente 

90 % na detecção da formação de C1P (~ 110 fmol x mg-1 x min-1), indicando a ação 

de uma fosfatase de C1P presente na membrana basolateral (Figura 22), levando 

assim a um balanço nas respostas celulares, como detalhado na introdução 

(GOMEZ-MUÑOZ, 2004; PETTUS et al., 2004). Com base nestes dados, todos os 

experimentos de fosforilação de lipídios, para detecção de C1P, foram realizados na 

presença de NaF. Foi observada a formação de C1P de cadeia curta e C1P de 

cadeia longa. Como mencionado na seção 1.6 a cadeia de hidrocarboneto das 

ceramidas pode variar de tamanho, levando a diferentes respostas celulares 

dependendo do tamanho da cadeia de hidrocarboneto do esfingolipídio e tipo celular 

estudado. 
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Figura 21. Presença das esfingomielinases ácidas e neutras na membrana 
basolateral. 
A imunodetecção das esfingomielinases, ácidas e neutras, foi ensaiada como 
descrito em Material e Métodos, na presença de 100 µg e 200 µg de proteína. Foi 
utilizado como controle positivo para a esfingomielinase ácidas, homogenato de rins 
de porco (50 µg), e para a esfingomielinase neutra, homogenato de fígado (50 µg). 
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Figura 22. Formação de ceramida-1P na membrana basolateral.  
O painel A e B são um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de 
TLC. O painel A mostra o aumento na formação de ceramida-1P quando na 
presença e ausência de ceramida exógena. O painel B mostra o aumento na 
formação de ceramida-1P quando na presença e ausência de ceramida exógena 
mais NaF. O painel C mostra a atividade da ceramida cinase que foi determinada 
como descrito em Material e Métodos, na presença e ausência de ceramida exógena 
e presença de ceramida exógena mais NaF. Os resultados foram expressos como 
média ± erro padrão, de 5 experimentos diferentes feitos, com diferentes 
preparações de membrana basolateral.   
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No ensaio de fosforilação de lipídios, foi observada uma formação de C1P de 

~ 60 fmol x mg-1 x min-1 na ausência de NaF (Figura 22), sendo que apenas 

concentrações nanomolares de C1P exógena levaram à inibição da Na+-ATPase  

(medida realizada na ausência de NaF) (Figura 11).  

É importante lembrarmos, que o aumento dos níveis de Cer endógenos se dá 

pela ativação de SMases ácidas e/ou neutras pesentes na membrana basolateral 

(Figura 21), a partir daí, a CerK fosforila seu substrato Cer formado C1P. Como 

mencionado na seção 1.7.1, o que diferencia as SMases ácidas e neutras, é a sua 

localização na membrana e seu pH ótimo, sendo as SMases ácidas localizadas na 

face externa da bicamada lipídica com o pH ótimo de 4,5 – 5,5, e as SMases neutras 

localizadas na face interna da bicamada lipídica com o seu pH ótimo de 7,4.  

A ação das duas SMases faz com que haja um aumento dos níveis 

endógenos de Cer e conseqüente aumento na formação de C1P, mas como também 

mencionado anteriormente, as SMases ácidas necessitam de pH ácido (entre 4,5 e 

5,5) para sua plena ativação, estando provavelmente sub-ativadas nas condições do 

ensaio de fosforilação e extração de lipídios, que foi realizado em pH neutro (pH 

7,2), ou seja, possivelmente nestas condições, não foi observada a ação das 

SMases ácidas na formação de C1P. As SMases neutras também estariam sub-

ativadas nas condições utilizadas no ensaio, já que a enzima é inibida por Ca2+ e 

EDTA (CLARKE et al., 2006), sendo tanto o Ca2+ quanto o EDTA utilizados para a 

medida da atividade de CerK, já que esta é descrita como uma enzima dependente 

de Ca2+ (BEKTAS et al., 2003). As concentrações fmolares de C1P detectadas no 

ensaio de fosforilação e extração de lipídios, devem-se provavelmente ao fato das 

SMases ácidas e neutras estarem sub-ativadas nas condições de nosso ensaio de 

fosforilação e extração de lipídios, sendo estas condições propícias somente para o 
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melhor funcionamento de CerK (fosforilando Cer em C1P). Podemos então postular 

que a ação conjunta das SMases ácidas e neutras presentes na membrana 

basolateral, levam a um aumento na formação de Cer endógena e 

conseqüentemente a um maior aumento nos níveis de C1P, chegando até 

concentrações que poderiam resultar na inibição da Na+-ATPase.       

Demonstrada a presença de uma atividade de CerK nas frações enriquecidas 

de membrana basolateral, passamos a investigar os requisitos necessários para a 

máxima atividade desta enzima, iniciando pela primeira vez sua caracterização em 

um compartimento bem definido das células renais. Foi realizada uma curva de 

concentrações crescentes de proteína que variaram de 0,05 a 0,3 mg x ml-1, ensaio 

este realizado por 20 minutos à 37º C e pH 7,2, tempo máximo de reação, 

temperatura e pH utilizados nos experimentos de medida de atividade ATPásica e 

ativação de proteínas cinases. A fosforilação da Cer endógena, catalisada pela 

CerK, manteve-se linear em relação ao aumento da concentração de proteína 

(Figura 23), sendo então utilizada a concentração de 0,2 mg x ml-1 de proteína para 

os outros ensaios de caracterização de CerK, já que a concentração de 0,2 mg x ml-1 

de proteína foi a concentração ótima utilizada por BEKTAS e colaboradores (2003) 

nos ensaios de fosforilação de lipídios, além desta concentração ser a concentração 

de proteína utilizada nos ensaios de medida da atividade ATPásica. 

Na figura 24, foi realizado um curso temporal na presença (círculo) e na 

ausência (triângulo) de Cer exógena. Nos tempos de reação de 5 a 30 minutos, foi 

observado o mesmo nível de formação de C1P na ausência ou na presença de Cer 

exógena, sendo então escolhido o tempo de 20 minutos para os experimentos 

subseqüentes de caracterização de CerK, pois este é o tempo máximo de reação  
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Figura 23. Dependência de proteína na atividade da CerK. 
O painel A é um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de TLC, 
mostrando o aumento na formação de ceramida-1P, quando na presença de 
concentrações crescentes de proteína. O painel B mostra a atividade da ceramida 
cinase, quando as membranas basolaterais foram incubadas com concentrações 
crescentes de proteína, conforme indicado na abscissa da figura. O ensaio foi 
realizado na ausência de ceramida exógena e na presença de NaF (inibidor de 
fosfatases). A atividade da ceramida cinase foi medida no tempo de 20 min., 
temperatura de 37º C e pH 7,2. Os resultados foram expressos como média ± erro 
padrão, de 6 experimentos diferentes feitos, com diferentes preparações de 
membrana basolateral. 
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Figura 24. Curso temporal na atividade da CerK da membrana basolateral. 
O painel A e B são um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de 
TLC. O painel A mostra o aumento na formação de ceramida-1P quando na 
ausência de ceramida exógena. O painel B mostra o aumento na formação de 
ceramida-1P quando na presença de ceramida exógena. O painel C mostra a 
atividade da ceramida cinase que foi determinada como descrito em Material e 
Métodos, na presença de NaF e na presença e ausência de ceramida exógena. Foi 
utilizado 0,2 mg x ml-1, temperatura de 37º C e pH 7,2. Os resultados foram expressos 
como média ± erro padrão, de 6 experimentos diferentes feitos, com diferentes 
preparações de membrana basolateral.   

∗ indica os diferentes níveis de formação de C1P em relação ao tempo zero. 
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utilizado nos experimentos de medida de atividade ATPásica e de proteínas cinases. 

A observação do mesmo nível de formação de C1P na presença e na ausência de 

Cer exógena (Figura 24), confirma dados anteriores que mostram que a CerK 

residente na membrana basolateral fosforila apenas Cer endógena (Figura 22). 

A atividade de CerK exibe um pH ótimo entre 6,5 e 7,2, levando a uma 

atividade máxima da enzima e formação de C1P (~ 120 fmol x mg-1 x min-1) (Figura 

25). É importante observarmos que na faixa de pH 5 – 5,5 (pH ótimo para a atividade 

das SMases ácidas), houve uma pequena formação de C1P, mostrando assim, uma 

pequena contribuição das SMases ácidas na formação de C1P.   

O estudo da dependência da temperatura, mostra uma atividade baixa da 

CerK na temperatura de 25 ºC, havendo acentuado aumento nas temperaturas entre 

30 a 37 ºC, como observado na Figura 26. Já na temperatura de 42 ºC, observa-se 

uma diminuição significativa na atividade de CerK. 

 Ainda com o objetivo de investigar as funções ideais para a atividade de 

CerK, nosso próximo passo foi pesquisar quais moléculas, de sabida ação renal, 

possuem ação sobre o sistema de geração de ceramidas na membrana basolateral. 

Inicialmente, incubamos as membranas com concentrações circulantes de 

angiotensina II (100 pM), já que este autacóide tem, além de sua sabida ação renal, 

ação no aumento dos níveis de Cer em linhagem de células de feocromocitoma de 

ratos (LEHTONEN et al., 1999). No entanto, não foi verificado qualquer incremento 

na formação de C1P, quando as membranas basolaterais foram incubadas com 100 

pM angiotensina II isoladamente (ver terceira barra da figura 27) ou na presença de 

200 nM Cer exógena (concentração de Cer que ativa a Ca2+-ATPase (CABRAL et 

al., 2007) e inibe a Na+-ATPase (Figura 11A)) (ver quarta barra da figura 27). 
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Figura 25. pH na atividade da CerK na membrana basolateral.  
O painel A é um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de TLC, 
mostrando o aumento na formação de ceramida-1P quando na presença de 
diferentes faixas de pH (5 - 8). O painel B mostra a atividade da ceramida cinase que 
foi determinada como descrito em Material e Métodos, na ausência de ceramida 
exógena, presença de NaF (inibidor de fosfatase) e diferentes faixas de pH, como 
indicado na abscissa da figura. A atividade da ceramida cinase foi medida no tempo 
de 20 min., temperatura de 37º C e proteína 0,2 mg x ml-1. Os resultados foram 
expressos como média ± erro padrão, de 5 experimentos diferentes feitos, com 
diferentes preparações de membrana basolateral.   
a – indica médias sem diferenças significativas entre si. 
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Figura 26. Temperatura na atividade da CerK na membrana basolateral.  
O painel A é um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de TLC, 
mostrando o aumento na formação de ceramida-1P quando na presença de 
diferentes temperaturas (25 – 42 ºC). O painel B mostra a atividade da ceramida 
cinase que foi determinada como descrito em Material e Métodos, na ausência de 
ceramida exógena, presença de NaF (inibidor de fosfatase) e diferentes 
temperaturas, como indicado na abscissa da figura. A atividade da ceramida cinase 
foi medida A atividade da ceramida cinase foi medida no tempo de 20 min., proteína 
0,2 mg x ml-1 e pH 7,2. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão, 
de 6 experimentos diferentes feitos, com diferentes preparações de membrana 
basolateral.   
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Figura 27. Angiotensina II (100 pM) não aumenta a formação de ceramida-1P  
na membrana basolateral.  
O painel A é um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de TLC, 
mostrando a formação de ceramida-1P. O painel B mostra a atividade da ceramida 
cinase determinada como descrito em Material e Métodos, quando as membranas 
basolaterais foram incubadas com concentração de angiotensina II, nas 
combinações indicadas na abscissa da figura. O ensaio foi realizado na presença de 
NaF (inibidor de fosfatases). Os resultados foram expressos como média ± erro 
padrão, de 6 experimentos diferentes feitos, com diferentes preparações de 
membrana basolateral. 

 

0

20

40

60

80

100

120

Fo
rm

aç
ão

 d
e 

C
1P

(%
 d

e 
co

nt
ro

le
) 

Cer, nM

Ang II, pM 

-
-

200 -
-

200

100 100

Ceramida-1P cadeia longa
cadeia curta

A 

B



 78

A capacidade dos rins em reter angiotensina II na medula renal, pode levar a 

uma concentração local de angiotensina II em níveis bem altos (100 nM) 

(LEHTONEN et al., 1999), o que nos levou a verificar o efeito desta concentração no  

aumento da formação de C1P. Para tanto, as membranas foram incubadas com 100 

nM angiotensina II, como descrito em Material e Métodos. No entanto, não foi 

observado qualquer efeito desta concentração de angiotensina II na formação de 

C1P (ver terceira barra da figura 28), ausência de efeito também observada quando 

as frações de membranas foram tratadas com 200 nM Cer exógena mais 100 nM 

angiotensina II (ver quarta barra da figura 28). 

Com o objetivo de encontrar um ativador fisiológico envolvido na via de 

sinalização de SMases e CerK na membrana basolateral, buscamos na literatura um 

hormônio modulador da via de sinalização envolvendo ceramidas. Dados da 

literatura mostram que: (1) o hormônio paratireoideano (PTH) leva à ativação da 

adenilato ciclase e formação de AMPc (MOREL & DOUCET, 1986); (2) o PTH, em 

células endoteliais, leva ao aumento das concentrações de Cer e estimula o influxo 

de Ca2+ (THROCKMORTON et al., 2002); (3) a Cer estimula a reabsorção de Ca2+ 

em membrana basolateral através da ativação da PKA e conseqüente ativação da 

PMCA (CABRAL et al., 2007). Baseado nestes dados, resolvemos avaliar o 

envolvimento da via de AMPc/PKA no aumento da formação de C1P.  

O aumento dos níveis de AMPc  leva à ativação da PKA, com provável 

ativação das SMases ácidas e neutras, o que aumentaria os níveis de Cer 

endógena, levando à ativação da CerK e aumento na formação de C1P. Para testar 

esta hipótese, incubamos as membranas basolaterais com 100 nM AMPc (clássico 

ativador da PKA), e em seguida realizamos ensaio de fosforilação e extração de 

lipídios. Foi observado um aumento na formação de C1P na presença de AMPc (ver  
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Figura 28. Angiotensina II (100 nM) não aumenta a formação de ceramida-1P  
na membrana basolateral.  
O painel A é um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de TLC, 
mostrando a formação de ceramida-1P. O painel B mostra a atividade da ceramida 
cinase determinada como descrito em Material e Métodos, quando as membranas 
basolaterais foram incubadas com concentração de angiotensina II, nas 
combinações indicadas na abscissa da figura. O ensaio foi realizado na presença de 
NaF (inibidor de fosfatases). Os resultados foram expressos como média ± erro 
padrão, de 6 experimentos diferentes feitos, com diferentes preparações de 
membrana basolateral. 
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segunda barra da figura 29), sendo esta ativação revertida quando as frações de 

membrana basolateral foram pré-tratadas com 10 nM PKAi (inibidor de PKA) antes 

da adição de AMPc (ver terceira barra da figura 29). Os resultados mostrados na 

figura 29, mostram o envolvimento da PKA (via aumento de AMPc), na via de 

geração de ceramidas presente em membrana basolateral. Este resultado indica que 

diferentes hormônios e autacóides com ação renal via ativação de PKA, poderiam 

ser potenciais ativadores da via de geração de ceramidas na membrana basolateral. 

Dentre estes possíveis moduladores, podemos sugerir não apenas o PTH, já 

comprovadamente relacionado ao aumento de Cer em outros tipos celulares, bem 

como angiotensina (1-7), que sabidamente modula processos na membrana 

basolateral via PKA (CARUSO-NEVES et al., 2000). 

Assim ficamos com duas possibilidades: (1) a PKA ativaria a SMase 

aumentando assim os níveis de Cer endógena, o que possibilitaria a maior formação 

de C1P pela CerK, ou (2) a PKA fosforilaria a CerK promovendo sua maior ativação 

e aumento da formação de C1P. Nossos resultados ainda não nos permitem optar 

por uma destas alternativas, embora a primeira pareça ter a seu favor os dados 

reportados por HOLOPAINEM e colaboradores, em 1998, que mostram uma 

ativação preferencial de receptores acoplados à proteína Gs na ativação de SMases, 

conversão de SM em Cer e conseqüente formação de rafts. 

A importância fisiológica deste trabalho é que a modulação do transporte de 

Na+ por ATPases presentes na membrana basolateral das células epiteliais renais, 

está diretamente relacionado a eventos de reabsorção e/ou secreção de solutos, 

participando assim da regulação do volume extracelular. Torna-se então importante, 

o estudo da modulação dessas ATPases, por Cer e C1P, que são esfingolipídios, 

envolvidos em processos de lesão e reparo tecidual, respectivamente. 
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Figura 29. Aumento na formação de ceramida-1P na presença de AMPc.  
O painel A é um autoradiograma representativo em “phosphor screen” de TLC, 
mostrando o aumento na formação de ceramida-1P. A medida da atividade da 
ceramida cinase foi determinada como descrito em Material e Métodos Os 
experimentos foram realizados na presença e na ausência de AMPc e PKAi, nas 
combinações indicadas na abscissa da figura (Painel B). O ensaio foi realizado na 
presença de NaF (inibidor de fosfatases). Os resultados foram expressos como 
média ± erro padrão, de 6 experimentos diferentes feitos, com diferentes 
preparações de membrana basolateral. 

∗ indica o diferente nível de formação de C1P em relação ao controle. 
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5 RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSÃO 

 

A partir dos dados obtidos nesta tese chegamos às seguintes conclusões, 

posteriormente esquematizadas nas figuras 30, 31 e 32: 

1- Nem a Cer e nem a C1P exógenas são capazes de modular a atividade da 

(Na+/K+)ATPase em nosso modelo biológico. 

2- A Cer exógena ativa a PKC atípica (dependente de esfingolipídios) (PKC1) 

e/ou a PKC novel (dependente de diacilglicerol) (PKC2) presentes na membrana 

basolateral, mas estas parecem não influenciar a atividade da Na+-ATPase. 

3- A Cer exógena ativa a PKA1 (PKA não ativada por AMPc) e esta ativação 

leva à inibição da Na+-ATPase. 

4- A C1P exógena ativa a PKA2 (PKA ativada por AMPc), mas esta parece 

não influenciar a atividade da Na+-ATPase. 

5- A C1P exógena inibe a PKC novel (dependente de diacilglicerol) (PKC2), e 

possivelmente ativa a PKC atípica (dependente de esfingolipídios) (PKC1), sendo a 

resposta da inibição da PKC novel pela C1P maior do que a ativação da PKC atípica 

pela C1P, devido possivelmente, ao maior número de isoformas de PKC novel do 

que PKC atípica presentes na membrana basolateral. A possível ativação da PKC1 

por C1P leva à inibição da Na+-ATPase.   

6- Na membrana basolateral há a presença das SMases ácidas (localizadas 

na face externa da bicamada lipídica, com o pH ótimo entre 4,5 – 5,5), das SMases 

neutras (localizadas na face interna da bicamada lipídica, com o pH ótimo de 7,4), 
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da CerK (fosforilando Cer em C1P) e, de fosfatases ativas (defosforilando C1P em 

Cer). 

7- Ativadores da via de sinalização do AMPc, levam ao aumento na formação 

de C1P por ativação das SMases ou por ativação da CerK.   

A partir dos dados da literatura e daqueles obtidos neste trabalho, podemos 

apresentar a membrana basolateral como um modelo biológico dotado de sistemas 

de respostas fisiológicas rápidas, pois nela se encontram todos os componentes 

envolvidos em importantes vias de sinalização celular, modulando por exemplo, 

Ca2+-ATPase, Na+-ATPase, PKC, PKA, PKB, dentre outros, além de uma maquinaria 

completa na geração dos esfingolipídios bioativos, Cer (SMases) e C1P (CerK). É 

importante ressaltar que, ao que nos foi possível verificar, esta é a primeira vez que 

é mostrada a modulação da Na+-ATPase por ceramidas e a presença das diferentes 

isoformas de PKC na membrana basolateral das células epiteliais renais, além da 

formação de C1P pela PKA.   
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Meio extracelular 

 

Meio intracelular  

 

Figura 30. Modelo proposto para a modulação da atividade da Na+-ATPase de 
membrana basolateral por Ceramida. 

A ceramida ( ) ativa PKA independente de AMPc e PKCs novel e atípica. PKA 

ativada por ceramida inibe a Na+-ATPase de membrana basolateral. A 

(Na+/K+)ATPase presente na membrana basolateral não é modulada por ceramida 

(desenhado por Daniel Viégas). 
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Meio extracelular 

Meio intracelular 

 

Figura 31. Modelo proposto para a modulação da atividade da Na+-ATPase de 
membrana basolateral por ceramida-1P. 

A ceramida-1P ( ) ativa PKA dependente de AMPc e modula PKCs novel e atípica. 

A ceramida-1P inibe a Na+-ATPase via PKC atípica. A (Na+/K+)ATPase presente na 

membrana basolateral não é modulada por ceramida-1P (desenhado por Daniel 

Viégas).   
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Meio extracelular 

 

Meio intracelular 

 

Figura 32. Modelo proposto para a geração de ceramidas na membrana 
basolateral. 

Há a presença tanto das SMases ácidas e neutras ( ) quanto da CerK ( ) na 
membrana basolateral de túbulos proximais renais. Dados de Holopainem e 
colaboradores (1998), nos permite postular que a ativação da PKA estaria levando à 

ativação das SMases ácidas e neutras, convertendo SM em Cer ( ), e o aumento 
dos níveis de Cer estaria levando à ativação da CerK, que fosforilaria a Cer em C1P 

( ) (desenhado por Daniel Viégas). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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