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PA : Acido fosfatidico
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PC-PLC : Fosfolipase C especifica para PC
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PI(4)P5-K : Fosfatidilinositol(4)fosfato-5 cinase

PI-PLC : Fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol

PKC : Proteina cinase C

PLCp : Fostolipase C, isoforma f3

PLCy : Fosfolipase C, isoforma y

PLC/DGK : Complexo da PLC com a DGK

PLD : Fosfolipase D

PMSF : Fluoreto de fenil-metil-sulfonila

POPOP : 1,4-bis(5-fenil-2oxazolil)benzeno 2,2 " -p-fenileno-bis(5-

feniloxazole)

PS : Fosfatidilserina

PtdIns : Fostatidilinositol

PtdIns(4)P : Fosfatidilinositol(4)fosfato

PtdIns(4,5)P, : Fosfatidilinositol(4,5)bifosfato

R59022 : 6-{2-(4-[bis-(4-fluorofenil)metileno]-1-piperidinil)etil } - 7metil-5H-
tiazolo-(3,2-a)pirimidina-5-ona

R59949 : 3-{2-(4-[bis-(4-fluorofenil)metileno]-1-piperidinil)etil}-2,3-diidro-2-tioxo-
4(1H)quinazolinona

R, : Taxa de migracao

S1P : Esfingosina(1)fosfato

SDS : Dodecil sulfato de sédio



Sph
SPK
TLC
Tris

U73122

: Esfingosina

: Esfingosina cinase

: Cromatografia em camada fina
: Tris(hidroximetil)aminometano

: 1-(6-[(17B]-3-metoxiestra-1,3,5[10]-tien-17-il)amino]hexil)-1H-

pirrole-2,5-dione



RESUMO

A diacilglicerol cinase (DGK) cataliza a fosforilacao do diacilglicerol (DAG)
produzindo o é&cido fosfatidico (PA). Assim, a enzima pode modular diversos eventos
celulares regulados por estes dois lipideos. Entre as funcbes da DGK estao: (1) atenuar
os efeitos de PKC (dependente de DAG), (2) produzir uma nova molécula sinalizadora
(PA) e (3) iniciar a ressintese de fosfoinositideos apds a ativagao da fosfolipase C (PI-
PLC) em resposta ao estimulo de receptor.

O presente trabalho teve como objetivo iniciar a caracterizacao da atividade da
DGK presente na membrana basolateral (MBL) de tbulos proximais de rins de porco,
numa preparacao nativa que preservou o meio ambiente lipidico da membrana. A DGK
de MBL foi capaz de catalizar a fosforilagdo do DAG enddgeno de forma dependente da
concentracéo de protefna (9,9 + 0,6 pmol x mg” x min™), sendo linear nos primeiros 10
min de reacdo. Sua maior atividade foi observada em uma faixa de pH muito restrita
(pH 7,0) e na faixa de temperatura entre 32 e 40 °C. Quando o efeito do incremento da
temperatura na atividade da DGK foi analisado utilizando a equacao de Arrhenius,
observou-se uma dependéncia nao linear de log A vs 1/T, indicando uma complexa
influéncia do meio ambiente lipidico da membrana nativa na catdlise. Os resultados
mostraram que o Mg?* é cofator obrigatério da DGK e que o complexo Mg.ATP?* é o
verdadeiro substrato que interage com o centro ativo da enzima. As constantes cinéticas
de K_ e V__ foram, para o ATP, de 0,32 mM e 19,8 pmol x mg*’ x min? e, para o
MgCl,, de 0,26 mM e 12,9 pmol x mg" x min™.

A atividade DGK foi inibida por esfingosina 100 uM, mas nao por
esfingosina(1)fosfato ou por fosfatidilinositol(4)fosfato, sugerindo um especifico cross-talk

entre mensageiros lipidicos no controle da DGK de MBL. O inibidor comercial de DGK,



R59949, n&o teve efeito, bem como aumentos fisioldégicos de Ca®* livre. Estes resultados
sugerem que a DGK de MBL possa ser a DGKn, uma vez que esta ultima esta presente
no rim, ¢é inibida por esfingosina, nao responde ao R59949 e pertence a uma classe II,
independente de Ca®*. A formacao do PA fortemente diminuida quando a atividade da
PI-PLC foi inibida por U73122, indica uma possivel interacao destas duas enzimas em

um complexo sinalizador.



Summary

The diacylglycerol kinase (DGK) catalizes the phosphorylation of diacylglycerol
(DAG) yelding phosphatidic acid (PA). Thus, this enzyme can modulate many different
intracellular events, which are mediated by these two lipids. The DGK functions can be
divided in three: (1) atenuate the PKC effects elicited by DAG, (2) produce another
signaling molecule, PA, and (3) initiate phosphoinositide de novo synthesis after the
agonist stimulation of PI-PLC.

The aim of this work was to characterize the DGK activity associated to the
basolateral membrane (MBL) from pig kidney proximal tubules; in a native preparation
that preserve the membrane microenvironment. The DGK from MBL was able to
phosphorylate the endogenous DAG in a protein concentration-dependent way (9.9
pmol x mg™ x min™), being linear in the initial 10 min of reaction. It's maximal activation
was obtained at pH 7.0 and in a temperature interval from 32°C to 40°C. Analyzing the
temperature effect on the DGK activity by the Arrhenius’ equation, we observed a non-
linear dependence of the log A vs 1/T, thus indicating a complex influence exerted by the
lipid environment of the native membrane in the catalysis process. The results shown that
the Mg®* is an obligative co-factor for the enzyme, and that the Mg. ATP?* complex is it’s
preferential substrate, which interacts with the active center of the enzyme. The K_ and
V., constants for ATP were 0.32 mM and 19.8 pmol x mg' x min™; and for MgCl, 0.26
mM and 12.9 pmol x mg™ x min™, respectively. In the mechanism of phosphoryl binding
and transfer to DAG, the hystidine residues play a fundamental role in the coordination
of the Mg?* atoms.

The inhibition caused in the DGK activity by sphingosine suggests an eventual

cross-talk involving different lipid mediator in the control of the DGK from the MBL. The



R59949 as well as increasing physiological free-Ca?* levels had no effect on the DGK
activity. These results strongly suggest that the DGK from the MBL might be the DGKn,
because this isoform is present in kidney, is sphingosine-sensitive, Ca**-independent and
not inhibited by the R59949. The PA formation was strongly inhibited by the PLC
inhibition, suggesting a possible interaction between these two enzymes in a signaling

complex.



Indice

1 - INTRODUCAO 1

1.1 — Papel dos tabulos contornados proximais e dos eventos de sinalizacao celular na

homeostasia dos compartimentos liquidos corporais 1

1.2 — Sinalizacao celular: o papel do diacilglicerol 4

1.3 — A diacilglicerol cinase 10
2 - OBJETIVO 20
3 - MATERIAIS E METODOS 21

3.1 - Preparagéo da fragao purificada de membrana basolateral de tibulos proximais renais 21

3.2 - Preparacéo de [y-**P]ATP 23
3.3 - Ensaio da atividade de lipideos cinase presentes na membrana basolateral 24
3.4 - Extracao de lipideos e analise de [y-**P]acido fosfatidico da membrana basolateral 25
3.5 — Formacéo, extracao e reconstituicao do PtdIns(4)P ao meio de dosagem da DGK 26
3.6 - Determinacao da atividade da (Ca?* +Mg**)ATPase da MBL 27

3.7 - Célculo das concentracdes do complexo Mg.ATP? e das espécies livres de Mg?*, Ca®* e

ATP 27
3.8 - Andlise estatistica 28
3.9 — Reagentes e solucoes 28
4 - RESULTADOS 30
5 - DISCUSSAO 50
6 — CONCLUSOES E FUTURAS DIRECOES 64

7 - BIBLIOGRAFIA 67



1- INTRODUCAO

1.1 - Papel dos tibulos contornados proximais e dos eventos de sinalizacao

celular na homeostasia dos compartimentos liquidos corporais

A manutencao de concentracbes idnicas definidas nos diferentes compartimentos
liquidos corporais constitui uma das caracteristicas mais importantes dos seres vivos.
Devido a permeabilidade seletiva da membrana plasmatica, as células sao capazes de
manter um ambiente intracelular com composicao i6nica bastante distinta daquela
observada no espaco extracelular. Esta ¢ uma condicao fundamental para as células
manterem-se vivas.

Para que a célula desempenhe normalmente suas funcoes é necesséario que, além
de distintas, as concentragdes i6nicas no ambiente intra e extracelular sejam mantidas
numa faixa 6tima. As células eucaridticas dispdem de sistemas transportadores que sao
responsaveis pelo controle qualitativo e quantitativo de ions no citosol. Por outro lado, o
controle sistémico da concentracao de diferentes ions no liquido extracelular, nos
organismos superiores, é realizado pelos rins, cujo trabalho intenso e especializado
contribui de maneira decisiva para a homeostasia do meio interno (de Mello-Aires,
1999).

Cerca de 180 litros de plasma sangliineo — em humanos - sao filtrados
diariamente pelos rins. Deste volume total, menos de 2 % sao eliminados na forma de
urina. Este trabalho de recuperacao quase total do volume e da composicao do plasma
sangliineo, filtrado nos glomérulos, sé é possivel devido ao processo de reabsorcao
tubular que ocorre nas células epiteliais dos tibulos renais. Portanto, a concentragao

6tima dos componentes i6nicos do plasma é mantida pelo trabalho de reabsorcao destas
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Figura 1: Esquema de um néfron cortical e de células do tabulo proximal
renal. A: anatomia funcional de um néfron. O glomérulo é o local de filtracao do
plasma. A porcao oca do néfron que circunda o glomérulo é a capsula de Bowman. A
partir da capsula de Bowman, o liquido tubular passa pelo tibulo proximal, pela alca de
Henle, pelo tibulo distal e pelo ducto coletor. A arteriola aferente entra em contato com
um ponto da parte inicial do tibulo distal; o aparelho justaglomerular esta localizado

nessa jungao. B: morfologia das células do tibulo proximal. Adaptado de Schauf et al.

(1993).



células. A este processo soma-se o de secrecao de algumas outras espécies, como por
exemplo K" e H" (Wang, 1994; de Mello-Aires & Malnic, 2002). Ao desempenharem
estas funcdes, as células que compdéem o epitélio tubular renal devem, portanto,
transportar uma grande quantidade de eletrélitos e, a despeito deste fato, manter
constante o seu meio intracelular, assegurando a sua prépria homeostasia.

O tabulo proximal é a porcao do néfron onde ocorre a maior parte da reabsorcao
de ions do filtrado glomerular (Figura 1A). Para realizar este trabalho, as células que
compdem o epitélio deste segmento tubular apresentam algumas adaptacbes muito
especificas, quando comparadas com as de outros érgéaos e tecidos. Morfolégica e
funcionalmente, estas células caracterizam-se por possuirem polaridade (Figura 1B). A
porcao da membrana plasmaética voltada para a luz do tibulo, chamada membrana
apical (MA), luminal ou borda em escova, apresenta um grande nimero de vilosidades
capazes de aumentar a superficie de absorcao. Nesta face da célula residem receptores
(como por exemplo o receptor de paratorménio), ectoenzimas, canais e sistemas
transportadores especificos, muitos dos quais utilizam o gradiente de Na® como forca
acoplada aos fenémenos de fluxo. A membrana basolateral (MBL), que é a regiao da
célula em contato com o intersticio, apresenta também canais e outros sistemas
transportadores (como por exemplo, a (Na*+K*)ATPase e a (Ca*"+Mg?*)ATPase),
além de uma grande variedade de receptores de hormoénios e autacdides. A ativacao
destes receptores leva a producao de mensageiros secundarios capazes de desencadear
modificacoes funcionais especificas no metabolismo celular, regulando o fluxo i6nico
através das duas membranas — MA e MBL - e do epitélio como um todo (Aperia et al.,
1994; Vieyra, 1996; Féraille & Doucet, 2001).

O controle da homeostasia destas células envolve varios mecanismos de

regulacdo que permitem que certas caracteristicas basicas sejam mantidas dentro de



limites muito estreitos, como ocorre com o pH, com a atividade citossélica de Ca?* e
com o volume celular. Entre estes mecanismos de controle, encontram-se aqueles
mediados por fatores humorais (horménios e autacdides), que permitem que o
organismo module a concentragédo de eletrdlitos no plasma em funcao das variagbes
detectadas no meio extracelular. Estes fatores humorais, de um modo geral, ativam ou
desativam proteinas cinases que, via fosforilacao/defosforilacao de substratos especificos,
controlam o funcionamento da célula (Féraille & Doucet, 2001).

Devido a presenca de grande variedade de receptores capazes de regular a
funcdo renal (Hammerman & Gavin, 1984; Aperia et al., 1994, Féraille & Doucet,
2001), a MBL das células epiteliais de tibulos proximais funciona como uma estrutura
transdutora de mensagens. Assim, a MBL constitui um interessante modelo para o
estudo de moléculas associadas as vias de sinalizacao, como por exemplo receptores,
proteinas G triméricas, fosfolipases, proteinas cinases, proteinas fosfatases e lipideos
sinalizadores (diacilglicerol, acido liso-fosfatidico, acido fosfatidico, esfingosina-1-fosfato,
etc) (Guilherme et al., 1998; Coka-Guevara et al., 1999; Rangel et al., 1999; Caruso-

Neves et al., 2000; Rangel et al., 2002; Einicker-Lamas et al., 2003).

1.2 - Sinalizacao celular: o papel do diacilglicerol

A importancia dos lipideos para os organismos uni e pluricelulares nao esta
apenas associada a manutencao da estrutura das membranas celulares ou ao
armazenamento de energia, mas também a transducdo de sinais intracelulares em
resposta a varios estimulos extracelulares. Um dos primeiros trabalhos que apontava
para este papel sinalizador dos lipideos foi publicado em 1953 por Hokin & Hokin. Na

ocasiao os autores demonstraram que, quando estimuladas com acetilcolina, as células



do péancreas e de cértex do cérebro de pombo aumentavam a incorporacao de *P (a
partir de **Pi) em fosfoinositideos e acido fosfatidico, mas ndo em outros fosfolipideos,
iniciando assim a era do “efeito fosfatidilinositol”. Mais tarde foi demonstrado que essa
incorporacao resulta da degradacao e subseqiiente sintese dos fosfolipideos de inositol.
Posteriormente, em 1975, Michell publicou um artigo chave que apontava para a
importancia dos fosfoinositideos nos processos que envolviam a mobilizacao do ion
Ca**. No inicio da década de 80 a via de hidrélise do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PtdIns(4,5)P,) ficou estabelecida como uma das principais vias de sinalizacao para a
mobilizacao de Ca’®* ativada por agonistas (Nishizuka, 1984). Dentre os fosfolipideos de
inositol mais estudados na transducao de sinal, estao dois derivados fosforilados do
PtdIns, o PtdIns(4)P e o PtdIns(4,5)P,. Embora o PtdIns(4,5)P, seja menos abundante
nas membranas das células de animais do que o PtdIns(4)P, ele desempenha um papel
fisiol6gico central na condicao de substrato da PI-PLC (Figura 2).

Atualmente estd bem estabelecida a via de sinalizacdo que leva a hidrélise de
PtdIns(4,5)P, (Figura 2). Quando um agonista (hormoénios, autacéides, etc) liga-se ao
seu respectivo receptor na membrana plasmatica, o complexo ligante-receptor ativa uma
proteina G trimérica, que troca o GDP associado a ela por um GTP. De fato, a proteina
G ¢ a responsavel pela transducao do sinal a partir da membrana. A subunidade o desta
proteina estimula a fosfolipase Cy especifica para PtdIns(4,5)P, (PI-PLCg). Em menos de
um segundo a enzima cataliza a hidrélise do PtdIns(4,5)P,, liberando dois segundos
mensageiros: o inositol(1,4,5)P; (IP;) e o sn-1,2-diacilglicerol (DAG). Para ilustrar a
variabilidade de acOes desta cascata de sinalizacdo, sabe-se que mais de 25 tipos de
receptores diferentes utilizam esta via de transducao na superficie celular (Alberts et al.,

2002).



O IP;, produto hidrofilico da hidrélise do PtdIns(4,5)P,, difunde-se rapidamente
pelo citossol até o reticulo endoplasmatico, onde liga-se a receptores especificos,
provocando a abertura de canais de Ca®*. O nivel de Ca?" citossélico, normalmente
menor que 10® M, eleva-se para 10° M, disparando a ativagdo de uma variedade de
enzimas dependentes deste ion, como por exemplo a proteina cinase dependente de
Ca®*-calmodulina (CaM-cinase) e a proteina cinase C (PKC) (Berridge & Irvine, 1984;
Berridge, 1993).

O DAG é um dlicerolipideo neutro, produto hidrofébico da hidrélise do
PtdIns(4,5)P,, que permanece na membrana difundindo-se rapidamente (Goni &
Alonso, 1999). Ele executa pelo menos dois papéis como segundo mensageiro, o
primeiro é servir de substrato para a clivagem pela DAG lipase, com a conseqiiente
producédo de acido araquidénico, que pode atuar diretamente como mensageiro (Gu &
Wang, 2002) ou ser utilizado na sintese de eicosandides (Gurr & Harwood, 1991). O
segundo é a ativagao de proteinas cinases PKCs (Nishizuka, 1984). Estas cinases apos
ligaram-se ao fon Ca®* no citossol, sdo translocadas para a membrana, onde se ligam
também ao DAG e a fosfatidilserina (PS). Até o0 momento foram descritas 10 isoformas
de PKC que divergem em sua estrutura primaria e na sensibilidade ao Ca** e ao DAG.
As PKCs convencionais (cPKCa, BI, BIl e y) sdao dependentes de Ca®* e ativadas por
DAG e PS. As PKCs novas (nPKCS, &, n e ), independentes de Ca?*, sdo ativadas por
DAG e PS. As PKCs atipicas (aPKCE, e 1/A) sdo independentes de Ca*" e nao
respondem a DAG, mas sao ativadas por PS (Way et al., 2000). Estas cinases fosforilam
residuos de serina ou treonina de diversas proteinas alterando sua atividade catalitica.
Entre as proteinas alvo da PKC estao: a fosfolipase D (PLD), a fosfolipase A,, a proteina
cinase dependente de mitégeno e o fator de necrose-kB (Nishizuka, 1988; Alberts et al.,

2002). Dependendo do tipo celular e da proteina alvo, a PKC pode controlar



importantes processos, tais como permeabilidade da membrana a ions, contracao,
migracao, proliferacao, apoptose, secrecao e diferenciacdo celular (Dempsey et al.,
2000).

Apesar desta via “classica” ser a principal via de sinalizagao que leva ao aumento
da formacao de DAG na membrana plasmatica, existem outras vias de sinalizacao que
também resultam na producdo deste segundo mensageiro. As subunidades By da
proteina trimérica G, ou G, também estimulam PI-PLCg (Figura 3A), levando a ativacéo
da cascata descrita anteriormente (Alberts et al., 2002). Receptores com atividade de
tirosina cinase, ativados por fatores de crescimento (Figura 3B), podem estimular uma
fosfolipase C,, resultando na hidrélise de PtdIns(4,5)P, e consequente formacao de DAG.
Alguns estudos recentes mostram ainda a geracao direta de DAG, via PC, pela acao de
uma PC-PLC (PLC especifica para fosfatidilcolina). Esta enzima parece ter uma
atividade mais prolongada que a PI-PLC, mantendo relativamente alto o nivel de DAG
durante o crescimento e a diferenciacao celular (Exton, 1994). No entanto, esta via em
células de mamiferos néao estéd bem caracterizada e o papel desta PC-PLC na transducao
de sinal nao é conhecido.

Muitos agonistas, tais como hormoénios, neurotransmissores e fatores de
crescimento, podem provocar aumentos transitérios nos niveis de DAG (Hodgkin, 1998)
desencadeando respostas diversas. Dessa forma, para manter a homeostasia celular, os
niveis de DAG devem ser rigorosamente mantidos sob controle. A metabolizacao do
DAG pode ser realizada por duas enzimas: uma DAG lipase ou uma diacilglicerol cinase
(DGK).

As DAG lipases, como ja foi mencionado, catalisam a clivagem de DAG em
glicerol e acidos graxos, contribuindo para diminuir os niveis locais do mensageiro. Os

produtos gerados séo incorporados ao pool metabélico de lipideos nas membranas e
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Figura 2: Formacao de DAG por meio do estimulo de receptor acoplado a
proteina G. O receptor ativado, apds ligacao de seu ligante/agonista, estimula uma
proteina G trimérica (G,) fazendo com que esta ative a PI-PLCg. A hidrdlise de
PtdIns(4,5)P, pela PI-PLC; ativada gera IP; e DAG. O DAG juntamente com o Ca** e a

fosfatidilserina - nao mostrada - ativa a PKC. Adaptado de Alberts et al., 2002.
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2002.



podem ser reutilizados posteriormente. Por outro lado, as DGKs fosforilam o DAG
gerando outro lipideo, o acido fosfatidico (PA) (Kanoh et al., 2002). A descoberta de que
a PKC era alostericamente ativada por DAG (Nishizuka, 1992) acelerou os estudos sobre
a DGK, pois a esta ultima tem sido atribuida a funcao de atenuar os efeitos da PKC por
reduzir os niveis de DAG. Esta seria uma das formas de finalizar o sinal associado a

ativacao de PKCs pela ligacao de hormonios e autacéides a seus receptores (Topham &

Prescott, 1999).

1.3 - A diacilglicerol cinase

A DGK (EC 2.7.1.107), junto com outras lipideo cinases, fosfolipases, lipideo
fosfatases, além de receptores para lipideos, forma um grande grupo de proteinas que
sinalizam de forma intra e/ou extracelular por meio dos lipideos (Nozawa, 2002).
Quando ativada, a DGK cataliza a fosforilagdo da molécula de DAG na posicao sn-3 do
glicerol, produzindo PA (Kanoh et al., 1990). Reduzindo os niveis de DAG e
aumentando os niveis de PA, esta enzima pode modular diversos eventos celulares
regulados por estes dois lipideos (Topham & Prescott, 1999).

Desde que foi primeiramente descrita por Hokin & Hokin (1959) em microssomos
de cérebro de rato, a atividade da DGK tem sido detectada em iniimeros tipos celulares
e em diferentes tecidos. Os estudos bioquimicos, as purificacbes e a clonagem das
isoformas desta enzima tém mostrado que a DGK pertence a uma grande familia com
isoformas que diferem entre si por suas estruturas primarias, especificidade para o
substrato e distribuicao nos tecidos. As nove isoformas de DGK presentes em mamiferos
sao codificadas por genes distintos, podendo também ocorrer processamento alternativo

do mRNA. Foram classificadas de acordo com a ordem de clonagem do cDNA e



subdivididas em cinco grupos com base em suas caracteristicas estruturais. Todas as
DGKs apresentam conservados um dominio catalitico, para ligacdo do ATP, e dois
dominios ricos em cisteinas (CRDs), que parecem estar envolvidos com a ligacao do
DAG. Além destes dominios, existe uma variedade de dominios regulatérios com
funcodes ja conhecidas e/ou propostas (Topham et al., 1999; van Blitterswijk et al., 2000).

As isoformas de DGK classe I: o (Sakane et al., 1990), B (Goto & Kondo, 1993) e
v (Kai et al., 1994) foram as mais estudadas. Os tecidos onde sao encontradas incluem
rim, cérebro e células sangtiineas. Estas enzimas sao caracterizadas pela presenca de um
dominio para ligacho de Ca?" (dominio EF-hands), também presente em outras
proteinas que se ligam a este ion. J& foi demonstrado que o Ca?" liberado via IP; faz
translocar a DGK do citossol para a membrana plasmética (Sakane et al., 1991).

As isoformas da classe II, DGKS (Sakane et al., 1996) e n (Kauck et al., 1996),
tiveram seu cDNA recentemente identificadas. Estao presentes em musculo, rim, cérebro,
testiculo, pulmao e figado. Séao caracterizadas pela presenca de um dominio (dominio
PH) responsavel por interacoes proteina-proteina e lipideo-proteina, especificamente
com fosfoinositideos. Recentemente, foi observada a oligomerizacdo da isoforma DGKd
em células COS-7 e HEK transfectadas, o que tem profundas implicacbes em sua
regulacao (Imai et al., 2002).

A terceira classe (III) apresenta apenas uma isoforma, a DGKe (Tang et al., 1996).
E conhecida como a unica isoforma que possui seletividade para o substrato,
fosforilando preferencialmente as espécies de DAG que contenham o acido araquidénico
na posicao sn-2 do glicerol. Por este motivo a esta isoforma tem sido atribuida a funcao
de ressintese de fosfoinositideos na membrana plasmatica apds o estimulo de receptores
acoplados a PI-PLC. As bases para tal seletividade nao estdo claras em sua estrutura

primaria, pois esta isoforma apresenta apenas os dominios basicos de todas as DGKs,



um dominio catalitico e dois CDRs, com nenhuma outra regidao conservada. Esta
isoforma é enriquecida em testiculo, estando presente também em musculo, pancreas e
cérebro.

A quarta classe (IV) contém duas isoformas de DGK, ( e 1, que sao caracterizadas
pela presenca de um dominio (dominio MARCKS) que sinaliza para sua localizacao
nuclear e ¢ sitio de fosforilacdo de PKC. Possuem ainda quatro dominios repetidos
(dominio ankyrin) que estao envolvidos com interagbes proteina-proteina (Bunting et al.,
1996). Estas isoformas foram descritas em timo, intestino, musculo e cérebro.

A DGK 6 é a tnica representante da classe V (Houssa et al., 1997). Esta isoforma
se distingue das outras por possuir trés dominios CDRs ao invés de dois, um dominio
PH, no meio da proteina, que se sobrepde com outro dominio, chamado RA (dominio
associado a ligacao de proteina G monomérica Ras) e uma regiao rica em prolina no N-
terminal que tem funcao desconhecida. Houssa et al. (1999) mostraram que RhoA -
uma proteina G da familia Ras — ativada era capaz de se ligar a esta isoforma inibindo-a.

A complexidade estrutural da familia de DGKs sugere que estas diferentes
isoformas estejam envolvidas em miiltiplas vias de sinalizacdo e funcoes celulares. A
presenca de regides evolutivamente conservadas na estrutura das DGKs — ndo apenas
regides cataliticas, mas também regides regulatérias — sugere um papel fundamental das
DGKs na regulagao das funcoes bésicas da célula.

Trés funcbes sao atribuidas a DGK: (1) atenuar os efeitos de PKC (dependente de
DAG), (2) gerar uma nova molécula sinalizadora (PA) e (3) iniciar a ressintese de
fosfoinositideos apds a ativacao da PI-PLC. Como foi mencionado, a manutengao de
baixos niveis de DAG é de fundamental importancia para a homestasia celular. Kato et
al. (1988) observaram que células transformadas possuiam elevados niveis de DAG e

atividade de DGK diminuida, demonstrando a desregulacao deste sistema de



sinalizacdo. A maior parte dos efeitos patolégicos provocados por elevados niveis de
DAG deve-se a excessiva e/ou prolongada atividade da PKC. Além de células
transformadas, tanto em tumores como em cultura, outras patologias apresentam
atividade e/ou expresséao anormal da PKC, como por exemplo diabetes, doencas
cardiacas e hipertensao (Way et al., 2000; Ohanian & Ohanian, 2001). Os estudos para
o entendimento dos mecanismos moleculares que caracterizam estas doencas reservam a
DGK uma atencao especial. Diversos trabalhos mostram que a ativacao da DGK, apds
estimulo de receptor, atenua os efeito da PKC localizada tanto na membrana plasmatica
(Nobe et al., 1995; Pettitt & Wakelam, 1999) quanto na membrana nuclear (Topham et
al., 1998; D’Santos et al., 1998).

Catalizando a reagao que remove o DAG, a DGK finaliza a ativagao da PKC
mediada por receptor e gera um produto (PA) que tem outras funcbes, tanto na
sinalizacdo quanto na sintese de fosfoinositideos. Embora o PA constitua uma diminuta
parcela do total dos fosfolipideos presentes nas membranas — inclusive nas de epitélio —
as caracteristicas de seu metabolismo, especialmente sua curta meia-vida e sua fina
regulagdo por horménios, o tornam uma ubiqua molécula mensageira, da mesma forma
que seu precursor DAG.

Algumas observacdes exemplificam o papel de mensageiro secundério destas
moléculas. Estudos que se tornaram classicos mostraram que o PA estimula a sintese de
DNA e a expressao de certos proto-oncogénes em processos acoplados a flutuacoes
transitérias de Ca®* (Gerrard et al., 1978; Moolenaar et al., 1986). Assim como o DAG, o
PA participa na regulacao de uma enorme diversidade de processos celulares (Nishizuka,
1984; de Chaffoy de Courcelles et al., 1989; Dempsey et al., 2000). A maior parte destes
eventos estd vinculada a atividade e a regulagdo de uma outra enzima que também

produz o PA, a PLD. A PLD (Figura 4B) tem sido atribuido o papel de principal



responsavel pela geracao de PA sinalizador (Frohman & Morris, 1999), envolvido em
importantes processos celulares, como o trafico de vesiculas (Liscovitch, 2000) e a
polimerizacao da actina (Ha & Exton, 1993). E possivel diferenciar o PA produzido pela
atividade da DGK do PA produto de catélise da PLD (Figura 4). Uma vez que os
fosfoinositideos sao enriquecidos de acidos graxos polinsaturados, o DAG gerado pela
PI-PLC e o PA gerado pela DGK, consequentemente, mantém essa caracteristica na sua
composicao lipidica (Figura 4A). O PA, produto da atividade fosfolipésica, caracteriza-se
pela presenca de acidos graxos saturados e monoinsaturados, uma vez que o substrato
desta reacao, a fosfatidilcolina apresenta estas caracteristicas na sua composicao lipidica
(Figura 4B).

Devido as diferencas moleculares entre o PA produzido pela PLD e pela DGK, é
possivel que a atividade da PLD ocorra em compartimentos subcelulares distintos
daqueles em que a DGK opera (Hodgkin, 1998; van Blitterswijk et al., 1999). Além de
espacialmente separadas, estas duas enzimas podem estar temporalmente separadas.
Acredita-se que a DGK atue numa fase inicialmente rapida da sinalizacao da via dos
fosfoinositideos e que sua contribuicdo no processo metabdlico de formagéao de PA seja
quantitativamente menor quando comparado ao da PLD (formacao de quantidades
maiores e tardias de PA).

A DGK deve estar presente em varios sitios subcelulares, onde a PKC ou outras
proteinas alvo do DAG precisem ser ativadas, ou onde o PA seja necesséario para exercer
determinada funcao. Assim, a DGK pode ser encontrada onde o seu substrato é gerado,
podendo estar associada a membrana plasmatica, ao nticleo e ao citoesqueleto da célula
(forma citossélica). Pouco se sabe sobre os mecanismos de ativacao das véarias isoformas
de DGKs. E provavel que esses mecanismos sejam diferentes entre as isoformas, dada a

diversidade de dominios regulatérios de suas estruturas primarias. A translocacao entre



compartimentos subcelulares pode ocorrer a partir do estimulo de receptores associados
a proteina G ou receptores tirosina cinases (Sanjuan et al., 2001). No entanto, apenas a
associacao da DGK a membrana nao parece ser o suficiente para ativa-la. Para ativacao
completa da DGK tem sido reportada a necessidade de fosforilagao e/ou interagdo com
outras proteinas na membrana (Schaap et al., 1993; Walker, 2001). O tratamento de
células com PI-PLC exdgena elevou os niveis de DAG na membrana, no entanto, nao
estimulou a atividade da DGK (van der Bend et al., 1994). Este e outros experimentos
similares levaram a se especular de que a DGK inativa esteja complexada a PI-PLC.
Quando a célula é estimulada por um agonista, o DAG produzido pela PI-PLC ativaria
seus efetores (PKC, etc), mas quando a DGK é ativada (por algum mecanismo ainda
desconhecido), o DAG produzido pela PI-PLC endégena seria diretamente “canalizado”
para a DGK que o converteria em PA (Monaco et al., 2002).

Finalmente, e como ja foi mencionado acima, o PA constitui um intermediario
chave na via de ressintese de fosfoinositideos, fechando assim o ciclo que contribui para
modular seus préprios niveis (Figura 5). Como substrato da enzima citossélica CTP:1,2-
diacilglicerolfosfato citidilil transferase o PA entra numa via que leva sucessivamente a
formacao de PtdIns, PtdIns(4)P e o intermadiario chave PtdIns(4,5)P, preservando assim
a capacidade sinalizadora da membrana. Sendo o PtdIns(4,5)P, precursor imediato do
DAG, é interessante mencionar que este composto é um ativador alostérico da sintese de
PtdIns(s) como um todo, ap6s estimulo de diferentes receptores. Assim, o DAG contribui
para manter o balango entre os diferentes intermediarios regulatérios mostrados na
sequéncia de reacoes mostradas na Figura 5 (MacDonald et al., 1988; Gurr & Harwood,
1991), especificamente requerido em diferentes circunsténcias fisiologicas.

Assim, as recentes observacoes sobre o papel regulatério da DGK, parecem de

fato, indicar: a) que a populacdo de DAG celular estd espacialmente e funcionalmente
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Figura 5: Ressintese de fosfoinositideos na membrana plasmatica a partir de
PA. A hidrdlise de PtdIns(4,5)P, pela PI-PLC ativada eleva os niveis de DAG que é

convertido em PA pela DGK. O PA, intermediario chave na via de ressintese de

fosfoinositideos, é substrato da CTP:1,2-diacilglicerolfosfato citidilil transferase (o)

produzindo CDP-DAG. A CDP-DAG transferase (4) troca o CMP associado ao

diacilglicerol-fosfato pelo inositol, formando PtdIns. Apds sucessivas reacdes de
fosforilagao pelas fosfatidilinositol cinases (PI4-K e PI4P5-K) o PtdIns(4,5)P, é
novamente formado. CTP, CDP e CMP, citosina tri, di e monofosfato; ATP e ADP,

adenosina tri e difosfato. Adaptado de Gurr & Harwood (1991).



segregada; b) que a DGK esta intimamente envolvida na deplecao do DAG gerado por
um complexo sinalizador PI-PLC/DGK; c) que a enzima esta restrita a sitios intracelulares
na membrana plasmatica ou nuclear (Kanoh et al., 2002); d) que a enzima participa de
uma sequéncia de reagoes acopladas que modulam os niveis de fosfoinositideos na
membrana, contribuindo para a manutencao de niveis adequados de diferentes
moléculas sinalizadoras.

Na ultima década, passou a ser reconhecido o papel regulatério de lipideos que,
em quantidades diminutas, participam na regulacao de processos de transporte nos rins.
Os eventos centrais do metabolismo celular, relacionados com estes lipideos, envolvem
geralmente reacoes de fosforilacao/defosforilacao, mediadas neste caso por lipideos
cinases e lipideos fosfatases. Trabalhos de nosso laboratério mostraram que o PtdIns(4)P
endégeno ativava a (Ca?"+Mg?*)ATPase, modulando eventos de transporte iénico nas
células renais (Guilherme et al., 1998). Mais recentemente Einicker-Lamas et al. (2003)
observaram interagoes entre os glicero e os esfingolipideos e a presenca de uma
esfingosina cinase associada a MBL. Em ambos os trabalhos, também se observaram a
formagao de PA quando as membranas eram incubadas em meio fosforilante, sugerindo
a presenca de uma DGK associada a MBL. A fim de investigar se aumentos nos niveis de
DAG na membrana poderiam modular a atividade da (Ca?"+Mg®*)ATPase,
concentracoes crescentes de DAG exdgeno (dipalmitoilglicerol) foram adicionadas ao
meio de dosagem da ATPase (Figura 4). Observou-se que a (Ca®**+Mg?*)ATPase foi
modulada de maneira bifasica pelo DAG, tendo sua atividade inibida em mais de 50 %
por 50 nM do lipideo. Estes resultados tornaram evidente a importancia de um sistema
enzimético residente na MBL, capaz de modular os niveis relativos de DAG na

vizinhanca de sistemas co-localizados nesta membrana.
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Figura 6: Efeito do DAG exégeno na atividade da (Ca’'+Mg’*)ATPase.
Membranas foram pré-incubadas por 10 min em concentragbes crescentes de DAG
exdgeno indicadas na abscissa. Outras condigdes do meio de reacdo foram mantidas
constantes como descrito em Materiais e Métodos. Os valores de atividade apresentados
correspondem a média de pelo menos 3 experimentos + erro padrao. * p < 0,01 em

relacao ao controle sem DAG.



2 — OBJETIVO

Tendo em vista os resultados anteriormente mencionados, o objetivo desta tese
foi iniciar a caracterizacdo da atividade in situ da DGK presente na membrana
basolateral de tibulos proximais de rins de porco, investigando parametros capazes de
proporcionar informagdes a cerca de seu mecanismo de catélise nas condicoes impostas
pela membrana nativa. Pretendeu-se assim investigar as propriedades e os
requerimentos de uma enzima que possui claramente um significativo potencial

regulatério nos processos de transporte transepitelial de fluidos.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Preparacao da fracao purificada de membrana basolateral de tibulos

proximais renais

Os fragmentos e as vesiculas derivadas de membrana basolateral foram
purificados segundo o método original descrito por Scalera et al. (1980) com algumas
modificagdes (Sacktor et al., 1981; Boumendil-Podevin & Podevin, 1983). Rins frescos
de porcos (4-6 pares em cada preparagao) foram obtidos de matadouros
regulamentados. Os rins foram transportados até o laboratério em solugéao I, contendo
sacarose 0,25 M, Hepes-Tris 10 mM (pH 7,6), EDTA 2 mM, PMSF 1 mM e inibidor de
tripsina II 0,15 mg x mL™. Foram dissecados sobre uma plataforma de vidro resfriada,
retirando-se a porcao externa do cértex (cortex-corticis), cuja populacao de células
corresponde majoritariamente (95 %) a tibulos contornados proximais (Whittembury &
Provérbio, 1970). As fatias de cortex foram pesadas, o volume de solucao I foi calculado
para o passo seguinte de homogeneizacao (1 mL solucao/ 1g tecido) e em seguida as
fatias foram picadas com uma tesoura. Esta suspensao foi homogeneizada 30 vezes a
2.000 rpm em homogeneizador de tecido tipo Potter com pistilo de teflon. Este
homogenato foi centrifugado por 10 min a 1.500xg em centrifuga refrigerada, modelo
Sorvall (rotor GSA). O sobrenadante desta primeira centrifugacdo foi guardado e o
precipitado submetido a uma segunda homogeneizacdo para ser novamente
centrifugado nas mesmas condigbes. O primeiro e segundo sobrenadante foram reunidos
e centrifugados por 30 min a 48.000xg em ultracentrifuga Hittachi (rotor 45Ti). A porcao
mais externa do precipitado (fracdo microssomal) foi delicadamente ressuspensa em 6

mL de solugao II (igual a solucao [ sem EDTA) e acrescentada de Percoll (concentragao



final 12 % v/v). A suspensao final foi homogeneizada no mesmo homogeneizador
mecanico por 10 vezes a 2.000 rpm e centrifugada por 70 min a 40.000xg em
ultracentrifuga Hittachi (rotor 70Ti). Dos 26 mL contidos em cada tubo, os primeiros 7,8
mL (do topo para a base do gradiente) foram retirados e descartados, sendo entao
coletados e reservados os 4,3 mL seguintes. Depois de reunidas, as fragoes do gradiente
foram homogeneizadas, da mesma forma anteriormente citada, e submetidas a
centrifugacao por 60 min a 200.000xg em ultracentrifuga Hittachi (rotor 65Ti) para a
retirada do Percoll da preparacao. O Percoll que fica firmemente aderido no fundo do
tubo permite que o sedimento de membranas, fracamente aderido, seja aspirado. Os
fragmentos e as vesiculas, formadas a partir dos fragmentos de membrana basolateral,
foram ressuspendidos em um volume de sacarose 0,25 M, suficiente para uma
concentracéo final de proteinas em torno de 25 mg x mL™. Conservadas em nitrogénio
liquido, as preparagoes sao utilizadas por até trés meses.

A atividade da (Na™+K*)ATPase da preparacao foi sistematicamente dosada a
cada nova preparacao. Esta enzima, além de estar enriquecida em tabulos proximais,
estd presente apenas em membrana basolateral, sendo entdo considerada a enzima
marcadora desta fragcao (Scalera et al., 1980; Gmaj et al., 1982; Tsukamoto et al., 1988).
Com este método, obtem-se um significativo enriquecimento da atividade
(Na*+K*)ATPasica de 12-15 vezes em relacao a do homogenato total. Esta preparacéo
conta com 32 % de fragmentos de membrana nao resselados e ~ 10 % de vesiculas
inside out (fragmentos de membrana resselados ao contrario, isto é, com a face
intracelular da membra na plasmaética voltada para o lado externo da vesicula), de modo
que aproximadamente a metade das estruturas de membranas na preparacao oferece
livre acesso ao ATP e aos outros cofatores que participam na reacao catalisada pela

DGK (Kato & Kato, 1987). A contaminacao residual desta fragao com outros marcadores



de membranas intracelulares é minima. Seis preparacdes aleatoriamente escolhidas para
testar niveis de contaminacao mostraram que a atividade da succinato desidrogenase
(marcador de membrana mitocondrial), da fosfatase acida (marcador de lisossoma) e da
glicose-6-fosfatase (marcador de reticulo endoplasmatico) decrescem respectivamente
para 17, 8 e 15 % em relacdo as atividades no homogenato total (Coka-Guevara et al.,
1999).

As proteinas totais dos fragmentos de membrana basolateral foram medidas
segqundo o método descrito por Lowry et al. (1951), com algumas modificacbes. As
amostras foram previamente diluidas (100 vezes) em SDS 5 % para expor um maior
nimero de aminoacidos aos reagentes da dosagem. A albumina bovina 0,1 % foi

utilizada como padréao.

3.2 - Preparacao de [y-*’P]ATP

A marcacao de ATP com *P na posicao v foi realizada como descrito por Maia et
al. (1983). Resumidamente, o procedimento consiste em promover a ligacao covalente
de *Pi (ortofosfato radioativo) ao ADP, formando assim [y-**P]ATP. Para isso, sao
montadas in vitro duas reacOes sucessivas da via glicolitica: a de oxidacdo do
gliceraldeido-3-fosfato, com fosforilacido concomitante por **Pi no seu carbono 1,
formando 1,3-difosfoglicerato, e a de transferéncia da fosforila marcada deste ultimo
composto para o ADP. As concentragoes dos reagentes e das enzimas envolvidas
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e fosfoglicerato cinase) foram escolhidas para
garantir o deslocamento das reagdes (que envolvem pequenas variagoes de AG°) no

sentido favoravel a formacao de [y -**P]ATP.



3.3 - Ensaio da atividade de lipideos cinases presente na membrana

basolateral

Para a dosagem da atividade da DGK, as membranas foram incubadas no meio
utilizado para os ensaios de fosforilagdo de lipideos descrito anteriormente por
Guilherme et al. (1998), com algumas modificacbes. O meio de reacao (1 mL) continha
Mes-Tris 30 mM (pH 7,0), MgCl, 1,1 mM (ou EDTA 5 mM para condigoes livres de
Mg®*), ouabaina 0,5 mM, azida sédica 10 mM, EGTA 0,5 mM e 0,1 mg x mL"! de
proteina de MBL. A reacéo foi iniciada com a adicdo de [y-**P]JATP 1 mM (atividade
especifica ~ 10° cpm/nmol) ao meio e a incubacio ocorreu a 37 °C, exceto quando foi
estudada a influéncia de variagoes de temperatura. As condicbes experimentais foram
escolhidas para reproduzir o meio de reagdo empregado no estudo de reagbes de
transporte idnico (objeto de interesse do laboratério), potencialmente moduladas por PA
e/ou seus precursores e metabdlicos. Apés 10 min de incubacao, a reacao foi parada
com a solucao de extracao, iniciando a etapa de extracao dos lipideos.

Todas as modificagdbes do meio de reacao estdao descritas nas legendas das
figuras. Quando U73122, DAG, esfingosina (Sph), PtdIns(4)P ou S1P foram adicionados
ao meio, realizou-se uma pré-incubacao das membranas com o meio de reacao sem
ATP, por 10 min. O DAG e o PtdIns(4)P, quando utilizados, eram secos em N,,
ressuspensos no meio de reacao (sem proteina e ATP) e sonicados em sonicador de
banho por 10 min a temperatura ambiente. Substancias diluidas em DMSO foram
usadas em volume inferior a 10 uL. (concentracao final de DMSO menor que 1 %), nao
apresentando diferencas significativas em relagédo ao controle (sem DMSQ). Os valores
de atividade apresentados correspondem a média de pelo menos 3 experimentos * erro

padrao.



3.4 - Extracao de lipideos e analise de [*’Placido fosfatidico da membrana

basolateral

A extracao de lipideos foi realizada como descrito por Horwitz & Perlman (1987)
a partir do momento da parada da reacao. Aos tubos de reacao foram adicionados 5 mL
de uma solucao de cloroférmio:metanol:acido cloridrico (200:100:0,75; v/v) e apds
homogeneizacao, estes foram mantidos no gelo durante 10 min. Em seguida, adicionou-
se a mistura 1 mL de HCl 0,6 M e, apés nova homogeneizacao, os tubos foram
centrifugados em centrifuga analitica por 10 min a 2.000 rpm, para a separacao das
fases organica e aquosa. Apés a remocao e o descarte da fase superior (fase aquosa) e
da interfase (rica em proteina), 1 mL de uma solucao de cloroférmio:metanol: acido
cloridrico 0,6 M (3:48:47; v/v) foi adicionado a fase organica e homogeneizado. Apds
nova centrifugacdo e separacao de fases, a fase organica inferior foi transferida para um
novo tubo, cujo liquido foi evaporado em N,. O extrato lipidico foi entao ressuspendido
em 90 uL. de uma solucao de cloroférmio:metanol:agua (75:25:2; v/v).

Os lipideos extraidos foram separados e analisados por cromatografia em camada
fina (TLC) com corrida unidimensional em cromatoplacas de silica gel (60 F254, Merck),
usando um sistema de solvente contendo cloroférmio:acetona:metanol:acido
acético:agua (80:30:26:24:16; v/v) (Horwitz & Perlman, 1987). As cromatoplacas foram
previamente ativadas a 110 °C por 10 min e, em seguida, todo o volume do extrato
lipidico foi aplicado. Apds a corrida e a evaporacao completa dos solventes, um filme
para raio-X (Kodak X-Omat) foi exposto a cromatoplaca e o cassete mantido em freezer
durante 72 h. Apbs este periodo de tempo, o filme foi revelado e a cromatoplaca
exposta a vapores de iodo para a visualizagao dos fosfolipideos, indicando a mobilidade

relativa de cada lipideo da amostra e do padrao de PA (10 ug) aplicados. As areas



correspondentes ao PA foram marcadas na cromatoplaca, sobrepondo-as com as do seu
correspondente autorradiograma.

Para a quantificacdo da radiacao presente na area de PA marcado, a silica da
regiao da cromatoplaca contendo o lipideo radioativo foi cuidadosamente raspada com
bisturi e colocada diretamente em vials, contendo solucao cintiladora (POPOP:Tolueno;

0,1 g/L). A radioatividade foi medida em um contador de cintilacao liquida.

3.5 - Formacao, extracao e reconstituicio do PtdIns(4)[*’P]P ao meio de

dosagem da DGK

Esta etapa foi realizada para verificar o efeito do PtdIns(4)P (produzido
endogenamente pela MBL na presenca de 0,1 mM de Sph) na atividade da DGK. O
ensaio de fosforilacao foi realizado como ja descrito (item 3.3), na presenca de 0,1 mM
de esfingosina. O PtdIns(4)P formado, nesta condigao, foi isolado por TLC com corrida
unidimensional em cromatoplacas de silica gel, usando o mesmo sistema de solvente
anterior (item 3.4). Apds a evaporacao completa dos solventes, um filme para raio-X
(Kodak X-Omat) foi exposto a cromatoplaca e o cassete mantido em freezer durante 72
h. Apéds este periodo de tempo, o filme foi revelado e a cromatoplaca exposta a vapores
de iodo para a visualizacao dos fosfolipideos da amostra. A area correspondentes ao
PtdIns(4)P foi marcada na cromatoplaca, sobrepondo-a com a do seu correspondente
autorradiograma. A silica da area marcada foi raspada e colocada em um tubo conico,
Ao tubo foram adicionados 2 mL de cloroférmio e apés agitacdo por 2 min em vortex, o
tubo foi centrifugado por 30 min a 2.000 rpm (em centrifuga clinica). O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e reservado em gelo para que uma nova extracao

ocorresse com a silica precipitada. Depois de reunidos os sobrenadantes, o tubo teve seu



contedo evaporado em N, para o inicio da etapa seguinte. O extrato de PtdIns(4)
[*2P]P, resultante da etapa anterior, foi ressuspenso no meio de reacdo de dosagem da
DGK (sem proteina e ATP) e sonicado por 10 min em sonicador de banho a
temperatura ambiente. Uma etapa de pré-incubacao de 10 min a 37 °C com a proteina

ocorreu antes de iniciar a reagao pela adicao do ATP.

3.6 - Determinacao da atividade da (Ca’*+Mg®*)ATPase da MBL

A atividade da (Ca®**+Mg®*)ATPase da MBL, foi determinada a 37 °C pela
medida da diferenca entre a hidrélise do ATP na presenca de 20 uM de Ca*" livre e a
hidrélise na presenca de 0,5 mM de EGTA. O ensaio foi realizado em um meio de
incubacao (1 mL), contendo tampao Bis-Tris Propano 50 mM (pH 7,4), azida sédica 10
mM, ouabaina 0,5 mM, KCl 120 mM, MgCl, 5 mM e 0,2 mg x mL* de proteina. A
reacao foi iniciada com a adicdo de 5 mM de ATP. A reacao foi interrompida, apds 20
min, pela adicdo de 1,5 mL de carvao ativado gelado (4 °C) para adsorcao do ATP
ainda presente na solucdo. As amostras foram imediatamente centrifugadas em
centrifuga analitica a 1.000 rpm por 40 min. Aliquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes

foram retiradas e o Pi determinado colorimetricamente pelo método de Fiske-Subbarow

modificado (Taussky & Shorr, 1953).

3.7 - Caélculo das concentracées do complexo Mg.ATP* e das espécies livres

de Mg?*, Ca’* e ATP

As concentracbes de Mg?*, Ca®*, ATP livre (ATP* e HATP*) e do complexo

Mg.ATP? (Mg.ATP* predominate e Mg.HATP em concentracdes vérias ordens de



grandeza menores) foram calculadas utilizando um programa de computador (MCalc),
que esta baseado num método interativo (Inesi et al., 1980), modificado por Sorenson et
al. (1986) a partir do original desenvolvido por Fabiato & Fabiato (1979). Este programa
leva em consideracao as diferentes espécies envolvidas no equilibrio entre Mg?*, ATP,
Ca?*, EGTA e H*'. A partir das informacées fornecidas ao programa sobre as
concentracbes dos componentes do meio de reagao (notadamente ATP e MgCl,),
calculam-se as concentracoes das diferentes espécies e, no caso dos experimentos de

variacoes de Ca®* livre, as concentracdes necessarias de CaCl,.

3.8 - Analise estatistica

Quando indicado, os dados foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA)
utilizando o software SPSS 8.0. Quando foram observadas diferencas significativas entre

as médias, utilizou-se o teste de Post-Hoc de Tukey com p < 0,05.

3.9 - Reagentes e solucoes

Sacarose, Hepes, Mes, Tris-base, Bis-Tris Propano, EDTA, EGTA, PMSF, inibidor
de tripsina II, ouabaina, U73122, Sph, S1P e ATP de sédio foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (Saint Louis, MO). DAG e PA foram obtidos da Avanti (Alabaster, AL). Os
solventes orgénicos e as cromatoplacas foram adquiridos da Merk. O revelador e o
fixador foram obtidos da Kodak (Resende, Brasil). Todos os outros reagentes utilizados
foram da mais alta pureza disponivel no mercado. Todas as solugdes foram preparadas
utilizando-se dgua deionizada. O pH das solugbes foi ajustado a temperatura do ensaio.

O EDTA foi neutralizado com Tris base. O [**P]Pi foi obtido do Instituto Brasileiro de



Energia e Pesquisas Nucleares (IPEN). O ATP foi utilizado na forma de sal de Tris. Os
tampoes Hepes-Tris e Mes-Tris foram preparadas neutralizando as solugoes acidas de
Hepes e Mes com Tris base até o pH desejado. Ja a forma bésica do tampéao Bis-Tris

Propano foi neutralizado com HCl até o pH desejado’.

1 As concentragées indicadas dos tampées Hepes-Tris e Mes-Tris referem-se as concentragdes do acido; no caso do Bis-Tris Propano
a concentracao do tampéo refere-se a da base.



4 - RESULTADOS

Embora o homogenato total de rim de hamster revele a presenca de uma DGK
(Klauck et al., 1996), o estudo realizado nao definiu a compartimentalizacao da enzima.
Nesta tese foi inicialmente mostrado que cinases presentes em fracoes purificadas de
membrana basolateral de tibulos proximais incubadas com [y-*P]ATP sao capazes de
fosforilar apenas dois fosfolipideos endégenos formando PA e PtdIns(4)P, em niveis
detectaveis (Figura 7A), apesar da membrana apresentar inimeros outros lipideos
(Figura 7B). No solvente utilizado, o produto radioativo de maior R, (= 0,75) co-migra
com o padrao de PA comercial (detectado com vapores de iodo) em cromatoplaca de
silica (Figuras 7A e 7B). A atividade da DGK foi dependente de Mg®*, assim como a Pl4-
K, uma vez que a adicdo de 5 mM de EDTA, um quelante de Mg**, ao meio de reacao,
suprimiu a marcacao radioativa em PA e PtdIns(4)P (Figura 7A), mas nao alterou o
padrao geral de lipideos da membrana, detectado em vapores de iodo (Figura 7B).

Confirmada a presenca de uma atividade de DGK nas fragbes purificadas de
MBL, passou-se a investigar os requisitos necessarios para a maxima atividade desta
enzima, iniciando pela primeira vez sua caracterizacdo em um compartimento bem
definido das células renais. A fosforilacdo de DAG endégeno, catalizada pela populacao
de DGKs presentes em 0,1 mg de proteina x mL?, manteve-se linear até os 10 min
(Figura 8A). Foi também observada linearidade em relacdo a dependéncia da
concentracio de proteina entre 0,05 e 0,2 mg x mL*, bem como a supressao da sintese
de PA marcado quando as membranas foram incubadas a 100 °C por 5 min antes do
ensaio (<), confirmando o envolvimento de uma enzima na fosforilacéo (Figura 8B). A
caracterizacao da DGK de MBL prosseguiu com o estudo da dependéncia do pH nestas

membranas, através das quais ocorrem importantes fluxos de H* e HCO®* mediados por
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Figura 7: ldentificacao do acido fosfatidico formado pelas MBLs incubadas
na presenca de [y-*?P]ATP. A: autorradiograma de uma cromatoplaca, apés ensaio
de fosforilacao, na presenca de 1,1 mM de MgCl, (controle) e na sua auséncia (EDTA 5
mM), como descrito em Materiais e Métodos, evidenciando os fosfolipideos marcados
com *P. B: cromatoplaca (mesma que deu origem a figura A) revelada em vapores de
iodo indicando uma variedade de lipideos que sao separados neste sistema de solvente e
o padrao de PA (1,2-dipalmitoil glicerofosfato). PA, é&cido fosfatidico; PtdIns(4)P,

fosfatidilinositol(4)fosfato; O, origem de aplicacao; F, front de corrida do solvente.
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Figura 8: Curso temporal da formacao de PA pelas MBLs durante ensaio de
fosforilacao e dependéncia da concentracao de proteina. A: membranas foram
incubadas como descrito em Materiais e Métodos. Nos tempos indicados na abscissa,
aliquotas foram retiradas e a reacao foi interrompida pela adicao da solucao de extracao
de lipideos seguida do isolamento de PA, como descrito em Materiais e Métodos. B:
membranas em concentragoes crescentes de proteina foram incubadas como descrito em
Materiais e Métodos. <>: membranas fervidas por 5 min antes do ensaio de fosforilacéo.
Os valores de atividade apresentados correspondem a média de pelo menos 5

experimentos * erro padrao.



diferentes transportadores (de Mello-Aires & Malnic, 2002), visando caracterizar os
grupamentos quimicos da enzima e dos substratos potencialmente envolvidos na
catdlise. A atividade da DGK exibe um pH 6timo numa faixa muito estreita, com um
maximo de atividade em pH 7,0 (Figura 9B). Valores de pH que se distanciam deste pH
ideal, mesmo que a diferenca seja de 0,1 ponto para mais ou para menos, provocam
uma dréastica reducao da atividade da enzima em ~ 50 %. Esta diferenca na formagao de
PA pode ser visualizada em um autorradiograma representativo (Figura 9A).

O estudo da dependéncia da temperatura® mostra uma atividade muito baixa até
17 °C seguida de um acentuado aumento a medida que a temperatura cresce até 37 °C
(Figura 10). Temperaturas entre 32 e 40 °C resultam em atividades iguais entre si mas,
diferentes para valores inferiores ou superiores a esta faixa. Uma rapida diminuicao é
observada com aumentos de temperatura até 45 °C. Quando os valores do log da
atividade enzimaética sao plotados em funcao do inverso da temperatura absoluta, duas
retas podem ajustar-se aos pontos experimentais, com uma inflexao a 22 °C (Figura 11).
Os valores de energia de ativacao (E,) da reacao podem ser calculados a partir da

ERT onde A é a

inclinacao das retas, sequndo a equagao empirica de Arrhenius: A = e
atividade a cada temperatura, e é a base de logaritimos neperianos, E, é a energia de
ativacao, R é a constante geral dos gases e T a temperatura absoluta. Os valores de E,
encontrados foram 10,9 e 28,5 kcal x mol"! para as faixas de temperatura acima (a) e
abaixo (b) da fase de transicao, respectivamente. Todavia, apesar do excelente ajuste

encontrado para as duas retas (r,> = 0,94 e r,? = 0,99), uma funcéo curvilinea continua

(curva tracejada na Figura 11) também pode se ajustar aos valores experimentais no

2 O efeito da temperatura na velocidade de reacéo pode ser devido a diferentes causas. Estas podem ser: efeitos na estabilidade da
enzima, na velocidade de formacéo de produto(s) a partir do complexo ativado, mudancas da(s) afinidade(s) pelo(s) substrato(s),
mudangas na dependéncia do pH, mudancas de passos limitantes etc.
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Figura 9: Efeito do pH na formacao de PA pelas MBLs. A: autorradiograma de
uma cromatoplaca mostrando a formacao de PA nos valores de pH indicados. B:
atividade da DGK determinada com descrita em Materiais e Métodos, exceto que o pH
do meio variou entre pH 5,0 e pH 8,0, como indicado na abscissa. Os valores de
atividade apresentados correspondem a média de pelo menos 4 experimentos + erro

padrao.



|
= 12}
& I
X |
".‘m |
€ 8¢t
x L
£
'6' L
£ 4+
(@) L
OEI‘ . | . . . . | . . . . | .
0 20 30 40

Temperatura (°C)

Figura 10: Efeito da temperatura na formacao de PA pelas MBLs. A atividade
da DGK foi medida a temperaturas variando entre 0 e 45 °C. Outras condicbes estao
descritas em Materiais e Métodos. Os valores de atividade apresentados correspondem a

média de pelo menos 2 experimentos + erro padrao.
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Figura 11: Grafico de Arrhenius para a fase de ativacao da DGK. A fase de
ativacao compreendeu o intervalo de temperatura entre 17 e 37 °C. As energias de
ativacao foram calculadas a partir da inclinacao das retas do grafico de Log A vs 1/T,
onde A é a atividade da DGK e T é a temperatura absoluta. As retas representam o
ajuste aos pontos experimentais da equacao de Arrhenius (ver texto). Os valores de E,,
calculados a partir das inclinacées das retas, foram 10,9 e 28,5 kcal x mol? para as faixas
de T acima (a) e abaixo (b) de 22 °C (r,?= 0,94 e r,2 = 0,99). A linha tracejada
representa o ajuste aos pontos experimentas da funcao polinomial continua log A = a +

b/T + ¢/T? (r* = 0,97).



grafico de log A vs 1/T, o que permite propor mais uma alternativa para explicar a
dependéncia térmica da DGK em MBLs nativas (ver Discussao).

Para investigar o comportamento da DGK em relacdo ao substrato doador de
energia, o ATP, e ao cofator obrigatério, o Mg?* (Figura 7A), foram realizadas duas
séries de experimentos independentes. Na primeira, a atividade da enzima foi medida na
presenca de concentracoes crescentes de ATP (até 5 mM), mantendo-se fixa (em 1,1
mM) a concentragao de MgCl, (Figura 12). A seguir, variou-se a concentracao de MgCl,
(até 10 mM), mantendo-se fixa a de ATP (1 mM) (Figura 13). Observou-se uma
dependéncia tipicamente Michaeliana em relacao ao ATP total (ATP,) com um K

aparente de 0,32 mM e uma V__, de 19,8 pmol PA x mg™ x min™ (Figura 12). Quando a

atividade da DGK se correlacionava com a concentracado de MgCl,, os pontos
experimentais também foram ajustados por uma hipérbole equilatera, com um Kg 5pycr
de 0,26 mM eumaV,_, de 12,9 pmol PA x mg’ x min* (Figura 13).

A observacao de que, com concentracoes saturantes de MgCl, (10 mM) e ATP

total fixo (e subsaturante) a V., é 35 % menor que a obtida com concentragdes

saturantes de ATP (5 mM) e MgCl, (1,1 mM) (compare a Figura 13 com a Figura 12)
constituiu um forte indicativo de que o verdadeiro substrato da DGK de MBL seria o
complexo Mg.ATP*, como sugerido para a DGK de outras fontes (Walsh et al., 1995;
Jiang et al., 2000). A Figura 14, construida a partir dos dados da Figura 12, mostra que
a atividade da DGK (A) aumentou de forma hiperbdlica em funcdo do aumento da
concentracdo do complexo Mg.ATP?, tendendo a saturacdo quando no entanto a
concentracao de ATP livre (O) apresentava um rapido crescimento. Nestas condicoes, o
K, para Mg.ATP? (0,44 mM) continua sendo essencialmente igual ao encontrado para o

ATP total (0,32 mM; Figura 12). Quando os dados de atividade da DGK (A) da Figura

13 sao apresentados em funcao da correspondente concentragao de Mg.ATP?* (Figura
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Figura 12: Dependéncia da atividade da DGK do substrato doador de
fosforila (curva de ATP total). As membranas foram incubadas em concentracoes
crescentes de ATP, conforme indicado na abscissa e de uma concentragao fixa de MgCl,
(1,1 mM). Outras condicoes do meio de reacao foram as descritas em Materiais e
Métodos. A curva representa o ajuste aos pontos experimentais da funcao V =V__ x
[ATP] / (K,arpy+[ATP]). Inset: grafico duplo-reciproco dos dados apresentados no
painel principal (> = 0,96). Os valores de atividade apresentados correspondem a média

de 4 experimentos + erro padréao.
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Figura 13: Dependéncia da concentracao de MgCl, da atividade da DGK. As
membranas foram incubadas na presencga de concentracoes crescentes de MgCl,, como
indicado na abscissa, e na presenga de ATP total constante (1 mM). As outras condi¢bes
experimentais foram as descritas em Materiais e Métodos. A curva representa o ajuste
aos pontos experimentais da fungao V =V, x [MgCl,] / (K smecizy+ [MgCly]), onde K5

é a concentracao de MgCl, necesséria para obter a metade da V.. Inset: grafico duplo-

max*

reciproco dos dados apresentados no painel principal (¥ = 0,98). Os valores de

atividade apresentados correspondem a média de 3 experimentos * erro padrao.
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Figura 14: Curva do substrato (doador de fosforila) da DGK: dependéncia da
concentracido do complexo Mg.ATP* (ATP total variavel). A atividade da DGK
(A) foi medida como descrito em Materiais e Métodos, exceto que as concentracoes do
complexo Mg.ATP?* variaram como indicado na abscissa. As diferentes concentracées do
complexo Mg.ATP* foram obtidas variando as concentracées de ATP total e mantendo
fixa a concentracao de MgCl, (1,1 mM). A curva de trago continuo representa o ajuste
aos pontos experimentais (A) da funcao V=V, x [Mg.ATP*|/(K gatpz, + [Mg.ATP*]).
O: concentracbes de ATP livre co-existindo com as concentracbes de Mg ATP*
indicadas na abscissa. Inset: grafico duplo-reciproco dos dados apresentados no painel

principal (r* = 0,92).
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Figura 15: Dependéncia da atividade da DGK em funcao da concentracao do
complexo Mg.ATP* (ATP total fixo). A atividade da DGK (A) foi medida como
descrito em Materiais e Métodos, exceto que as concentracbes do complexo Mg ATP*
variaram como indicado na abscissa. As diferentes concentragdes do complexo Mg. ATP*
foram obtidas variando as concentracdes de MgCl, e mantendo fixa a concentracao de
ATP total (1 mM). A curva de traco continuo representa o ajuste aos pontos
experimentais (A) da fungdo V = V . x [Mg.ATP*] / (K, wgarrz) + [Mg.ATP?]). O:
concentracoes de ATP livre co-existindo com as concentragoes de Mg.ATP indicadas na

abscissa. Inset: grafico duplo-reciproco dos dados apresentados no painel principal (r

= 0,97).



Tabela 1 - Valores de K, (para ATP total e Mg.ATP?), K,; (para MgCl)) e V,_,,,

calculados por meio dos ajustes mostrados nas Figura 12 a 15.

Curva® K, ouKg; Vinax

(mM) (pmol PA x mg’ x min)
ATP total 0,32 19,8
MgCl, 0,26 12,9
Mg.ATP?® 0,44 245
Mg.ATP?* 0,39 16,8

@ Concentragao de ATP e MgCl, descritas nas correspondentes legendas.
® Concentracao de ATP variavel e MgCl, fixo (Figura 14).
¢ Concentragao de ATP fixa e MgCl, variavel (Figura 15).



15), eles podem ser novamente ajustados com uma funcao Michaeliana, como na Figura
14. O mesmo valor de K, (0,39 mM) é encontrado a medida que decresce linearmente a
concentracao de ATP livre (O). As observacoes das Figuras 14 e 15 indicam portanto,
claramente que o verdadeiro substrato fosforilante da DGK é o ATP complexado ao
Mg®* (Mg.ATP?) e nao o ATP livre. Todas as constantes cinéticas estdo apresentadas na
Tabela 1.

Para a obtencdo de informacbes sobre a populacdo de DAG - o segundo
substrato — que seria fosforilada pela DGK de MBL de células proximais renais, utilizou-
se o composto U73122, inibidor de PI-PLC (Figura 16). Concentragbes que inibem a
atividade de PI-PLC encontrada nestas membranas (Coka-Guevara et al., 1999; Rangel
et al., 1999) reduzem em 60 % a formacao de PA, evidéncia de que uma atividade de
PI-PLC estaria acoplada a DGK fornecendo-lhe o substrato para a formacao de PA. A
adicao de DAG ao meio de reagao nao alterou os niveis de PA marcado (dados nao
mostrados), embora este DAG exdgeno seja capaz de interagir com outros sistemas
enzimaticos de transporte presentes na membrana, como por exemplo a
(Ca®**+Mg?*)ATPase (Figura 6).

Diversos processos dependentes de Ca** sao modulados por PA (Gerrard et al.,
1978; Somermeyer et al., 1983; Nishizuka, 1984; Moolenaar et al., 1986; de Chaffoy de
Courcelles et al., 1989; Dempsey et al.,, 2000) e diferentes isoformas de DGK sao
moduladas por Ca** de forma também diferente. Com o objetivo de identificar se a DGK
da MBL era modulada por Ca®", concentracbes crescentes de Ca®' livre foram
adicionadas ao meio (Figura 17). Aumentos da concentracio de Ca®' livre a partir
daquelas encontradas no citoplasma e até 10 uM nao provocaram variacbes na
atividade da DGK de MBL, observando-se uma progressiva e acentuada inibicao em

concentraces mais altas.
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Figura 16: Atividade da DGK dependente de substrato gerado a partir da
atividade basal da fosfolipase C. Membranas foram pré-incubadas por 10 min em
concentracoes crescentes do inibidor de fosfolipase C U73122. Outras condigbes do
meio de reacdo foram mantidas constantes como descrito em Materiais e Métodos. Os
valores de atividade apresentados correspondem a média de 4 experimentos + erro

padrdo. * p < 0,01 em relacao ao controle sem U73122.
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Figura 17: Efeito da concentracao de Ca®* livre na atividade da DGK de MBL.
A atividade da DGK foi medida como descrita em Materiais e Métodos exceto que as
concentracbes crescentes de Ca”" livre, indicadas na abscissa, foram adicionadas ao
meio de reacdo. O calculo das concentracdes de Ca’* livre esta indicado em Materiais e
Métodos. A linha continua foi desenhada “a méao”, apenas para facilitar a visualizagao
da tendéncia do fendébmeno. Os valores de atividade apresentados correspondem a

média de pelo menos 2 experimentos * erro padrao.



A utilizacao de inibidores comerciais derivados da quinazolinona, como o R59022
e 0 R59949, tem auxiliado o estudo do papel da DGK em muitos sistemas, sendo que
estes inibidores se mostram relativamente especificos para as DGKs tipo I (dependentes
de Ca?*) (Jiang et al., 2000). Para observar o efeito de um destes inibidores, o R59949
(o mais potente), na atividade da DGK da MBL, foram utilizadas duas concentracoes de
Mg.ATP?, considerado potencializador dos efeitos inibitérios destes compostos. Tanto na
presenca de 0,76 mM (Figura 18A) do complexo Mg.ATP? — concentracdo normalmente
utilizada nos experimentos anteriores — quanto na presenca de 4,9 mM do mesmo
complexo (Figura 18B), o R59949 foi incapaz de inibir a atividade da DGK da MBL.

Resultados recentes do laboratério (Einicker-Lamas et al., 2003) sao indicativos
da existéncia de interacoes modulatérias de atividade entre a PI4-K e a SPK de MBL. Os
experimentos a seguir revelaram que esta interacdo, entre vias que envolvem glicero e
esfingolipideos, se estende também a via da DGK. A adicao de 100 uM do isbmero
natural da esfingosina, a D(+)-eritro-esfingosina (Sph) provoca uma acentuada inibicao
da marcacao em PA (Figura 19A), que alcanga quase 70 % (Figura 19B). Esta inibicao é
acompanhada pelo aparecimento de S1P e pelo aumento da formagéao de PtdIns(4)P.
Uma vez que a inibicao da DGK poderia ser devido tanto a presenca da Sph quanto a
S1P formada e/ou ao aumento nos niveis de PtdIns(4)P (Figura 19A), passou-se a
investigar os efeitos destes dois tltimos lipideos na atividade da DGK. A adicao de S1P
exdgena (comercial), na faixa de concentracao que corresponde a produzida apés a
adicédo de 100 uM de Sph, nao provocou alteragoes na atividade da DGK (Figura 20A).
O mesmo resultado foi obtido quando se adicionou PtdIns(4)P extraido da prépria

membrana apdés a exposicao a mesma concentracao de Sph (Figura 20B).
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Figura 18: O inibidor R59949 nao influencia a atividade da DGK de MBLs. As
membranas (0,2 mg x mL"') foram pré-incubadas na presenca de concentracoes
crescentes do inibidor indicadas na abscissa. A: complexo Mg.ATP?* 0,76 mM; as
concentracbes de ATP e MgCl, adicionadas no meio foram 1 e 1,1 mM,
respectivamente. B: complexo Mg.ATP? 4,90 mM; as concentracdes de ATP e MgCl,
utilizadas foram 5 e 10 mM, respectivamente. As outras condicdbes do meio de reacao
foram as descritas em Materiais e Métodos. Os valores de atividade apresentados

correspondem a média de pelo menos 2 experimentos + erro padrao.
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Figura 19: Efeito inibitorio da esfingosina exdogena na formacao de PA pelas
MBLs. As membranas (0,2 mg x mL?) foram pré-incubadas com Sph por 10 min e em
seguida ensaiadas como descrito em Materiais e Métodos. A: autorradiograma
representativo de uma cromatoplaca mostrando a formacdo de PA pela MBL em
condigoes controle e na presenca e 100 uM de Sph (Einicker-Lamas et al., 2003). B:
quantificacao da inibicao provocada pela Sph na atividade da DGK. Os valores de
atividade apresentados correspondem a média de 4 experimentos * erro padrao. * p <

0,01 em relacao ao controle sem Sph.
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Figura 20: A esfingosina-1-fosfato e o PtdIns(4)P exogenos nao influenciam
na formacao de PA pelas MBLs. Membranas (0,2 mg x mL?) foram pré-incubadas
por 10 min na presenca de (A) concentragbes crescentes de S1P indicadas na abscissa
ou na presenca de (B) PtdIns(4)P na concentracao formada pela MBL quando exposta a
100 uM de Sph. O procedimento de extracao de PtdIns(4)P endégeno utilizado e outras
condicoes do meio estdo descritos em Materiais e Métodos. Os valores de atividade

apresentados correspondem a média de pelo menos 2 experimentos + erro padrao.



5 - Discussao

Os resultados apresentados nesta tese mostram a existéncia, numa preparacao
purificada de membrana basolateral de tibulos proximais, de uma atividade de DGK
capaz de fosforilar DAG endégeno, cujos niveis alcancam ~ 20 pmol PA x mg’ x min,
em condices saturantes de ATP e Mg®* (Figuras 14 e 15). Esta atividade encontra-se na
faixa medida em fragdes microssomais ndo purificadas de rim de rato (Kato &
Takenawa, 1990), que compreendem tanto membranas de origem intracelular quanto
aquelas provenientes dos dois lados da célula (face luminal e face basolateral), de todos
os segmentos do tecido renal (do coértex até a papila). As observacbes do presente
trabalho indicam portanto, a localizacdo de uma enzima potencialmente chave na
regulagao de eventos de transporte transepitelial (Féraille & Doucet, 2001) numa regiao
do néfron onde ocorre a reabsorcao de 70-80 % do ultrafiltrado e a secrecao de grandes
quantidades de H* e anions organicos (de Mello Aires, 1999). Até onde chega o nosso
conhecimento, este trabalho constitui o primeiro estudo de atividade da DGK num
segmento do néfron delimitado, empregando como substrato o DAG localmente
produzido no ambiente fisiol6gico da membrana.

O rim expressa altos niveis de PKCa, sendo as isoformas B e y indetectaveis. As
isoformas de PKCs novas e atipicas também sao expressas no cértex e na medula renal
(Ostlund et al., 1995; Karim et al., 1995). Na MBL de tibulos proximais renais, a
ativacao de uma PKC residente, via receptor de angiotensina II, estimula a atividade da
Na*-ATPase (Rangel et al., 2001; Rangel et al., 2002) e inibe a atividade da
(Ca?*+Mg**)ATPase (Miranda et al., 2003). Este mesmo agonista pode estimular a
atividade da (Na*+K*")ATPase, via PKC, em células do tibulo proximal (Féraille &

Doucet, 2001). Também ja foi demonstrado o papel inibitério da PKC, dependente de



DAG, no transporte ativo de Ca®’* em MBLs renais, via ativacdo do receptor de
adenosina (Coka-Guevara et al., 1999). Dessa forma, o papel regulatério da PKC, no
transporte ativo através do epitélio tubular renal, aponta para a participacao da DGK nas
redes regulatérias que modulam os processos mutuamente dependentes do transporte

transepitelial de Ca*" e Na'.

Mais ainda, levando-se em consideracao que a
(Ca**+Mg?*)ATPase de membrana plasmaética é considerada a responséavel pelo ajuste
fino da atividade do Ca®* citossélico (Coelho-Sampaio et al., 1991), a DGK dessa
membrana poderia, associada em complexos enzimaticos com a PI-PLC (van Blitterswijk
& Houssa, 2000), participar de outros processos regulados por Ca?* e DAG que véao
desde a proliferacao até a morte celular (Wrigth & McMaster, 2002). Evidentemente,
estes processos poderiam nao apenas ser regulados por flutuacées de Ca®* (provocadas
por variacoes da atividade local de PKCs nos transportadores deste ion sinalizador), mas
também por efeitos diretos ou indiretos influenciados pelo PA ou pelo seu derivado
monoacilado, o acido liso-fosfatidico (LPA) (Fukushima et al., 2002). Recentemente foi
mostrado que a atividade de uma familia de PKCs, independentes de Ca** e DAG, é
fortemente dependente de PA (Limatola et al., 1994), sugerindo a existéncia de uma
nova e potencial via de regulacao celular.

Em células renais, a incubagao de membranas luminais com ATP e MgCl,, leva a
aumentos transitérios nos niveis de PA endégeno e dos fluxos passivos de Ca** através
destas membranas (Somermeyer et al., 1983). Observacbes recentes de nosso
laboratério mostram que o LPA triplica a atividade da (Ca®*+Mg?*)ATPase, enquanto
que o DAG a inibe (Figura 6), mais uma indicagao do papel chave que a DGK (ou as
DGKs) poderia(m) desempenhar na regulacdo de fluxos transepiteliais de ions e agua

através da modulacao dos niveis reciprocos de DAG e PA/LPA.



E interessante destacar que, apesar da existéncia de uma extensa variedade de
fosfolipideos na membrana, apenas o PA e o PtdIns(4)P aparecem marcados quando as
membranas de origem basolateral sdo incubadas com [y-**P]JATP e MgCl, (Figura 7).
Muito embora permaneca na origem dos cromatogramas uma parcela nao resolvida de
radioatividade, é evidente que lipideos essencialmente estruturais e sintetizados no
reticulo endoplasmatico como a fosfatidilcolina e a fostatidilserina nao intercambiam seu
grupamento fosforila quando organizados na estrutura da membrana. Como indicam os
dados apresentados nesta tese e em outros estudos (Guilherme et al., 1998; Einicker-
Lamas et al., 2003) apenas os glicerolipideos de papel sinalizador parecem contar, na
membrana basolateral de células renais, com a maquinaria enziméatica completa para
fosforila-los e defosforila-los. A membrana basolateral conta também com outras redes
de sinalizagdo completas envolvendo receptores, proteinas sinalizadoras (como as
proteinas G), proteinas cinases e proteinas fosfatases, estrategicamente co-localizadas
com seus alvos regulatérios (Rangel et al., 2001), e estas redes poderiam estar
funcionalmente relacionadas com aquelas que envolvem lipideos sinalizadores. Tem sido
postulado que lipideo cinases (e as correspondentes fosfatases), proteina cinases (e suas
fosfatases) formariam complexos funcionais com receptores de autacéides e ATPases nas
pequenas invaginagdes da membrana basolateral chamadas cavéolas (Fujimoto, 1993;
Coka-Guevara et al., 1999; Tortelote et al., 2002). Esta organizacdo de componentes
presentes em quantidades diminutas na membrana, nao apenas favoreceria a eficiéncia
na transmissao de sinais pela restricao topoldgica, como poderia ter um grande potencial
regulatério. Ha evidéncias de que a associagao de PI-PLCs e DGKs em microdominios
de membrana teria implicacbes na modulacao de processos celulares (Topham &

Prescott, 2001) que por meio da ativacao de PLDs, contribuiram também para aumentar



adicionalmente a concentracdo local e transitéria de PA em resposta a diversos
estimulos.

A DGK de MBL apresenta também uma resposta a variacdes de pH que contrasta
com o observado para as DGKs de classes | e IV, encontradas no citossol e numa fracao
crua de membranas obtidas de homogenato total de cérebro de rato (Kato & Takenawa,
1990). Estas atividades sdao ensaiadas em vesiculas unilamelares reconstituidas com
excesso de dioleoil-glicerol (3,2 mM) e mostram um arredondado pico entre pH 7,0 e
pH 8,0, com um méaximo a pH 7,4. Também numa preparacao micelar, a DGK de
testiculo bovino apresenta uma faixa de pH 6timo ainda mais ampla, entre 6,5 e 8,0
(Walsh et al., 1994). A forte ativacdo da DGK de MBL nativa no estreito valor de pH 7,0
(Figura 9) é um forte indicativo: (a) da participacao, na catdlise, de grupamentos que
dissociam a este pH; (b) de que a etapa do ciclo de catélise em que participam estes
grupamentos seria altamente limitante da velocidade de reacao envolvendo as
quantidades diminutas de DAG enddégeno; (c) de que pequenas variacbes de pH
intracelular, num epitélio que acidifica, teriam um papel fundamental da regulacao da
DGK associada a membrana.

Fortes candidatos, entre as cadeias laterais de aminoacidos da DGK que
participam criticamente na catdlise, sdo os grupamentos imidazol de residuos de
histidinas que dissociam a pH em torno de 7,0° (Westley, 1969* Somero, 1986).
Residuos de histidina ndo sao encontrados na pequena seqiiéncia, altamente
conservada, do sitio de ligagdo de ATP em DGKs e proteinas cinases (Hanks et al.,
1988). Uma vez que o classico dominio contendo uma lisina, e responsavel pela
ancoragem de ATP no sitio catalitico de enzimas que catalisam a transferéncia de

grupamentos fosforila (Inesi et al., 1990), nao se encontra em DGKs (van Blitterswijk &

% O pK do anel imidazélico da histidina é 6,5 em solucao aquosa e ligeiramente superior em microambientes hidrofébicos (Stryer, 1996)
* Ver figura 22.



Houssa, 1999), outros residuos devem portanto participar na ligacao do ATP a enzima.
Um dominio também altamente conservado em todas as DGKs — independentemente do
tamanho molecular — encontra-se na seqliéncia primaria imediatamente vizinha ao sitio
catalitico (Sakane et al., 1990; Houssa et al., 1997). Este dominio é caracterizado pela
presenca de residuos de histidina que participariam na coordenacao dos atomos de Mg**
requeridos na formacao de PA — mecanismo proposto para outras enzimas que tém
residuos de histidina claramente envolvidos na catélise, como por exemplo a oxalato
descarboxilase e a aspartil aminopeptidase (Chakraborty et al., 2002; Wilk et al., 2002).
O estabelecimento desta coordenacado permitiria a formacdo do verdadeiro substrato
doador de fosforila para a DGK, o complexo Mg.ATP* (Figuras 11-14). A estratégica
presenca de residuos de cisteina vizinhos ao de ligacdo do ATP, asseguraria por sua vez
a ligacao proxima — e portanto cineticamente favoravel — do DAG. Os dominios ricos em
cisteina (CDRs) tém sido implicados na ligacao de DAG a DGKs (van Blitterswijk &
Houssa, 1999), assim como no reconhecimento e ligagao ao DNA e na interacao
proteina-proteina (Mackay & Crossley, 1998).

Outro papel dos residuos de histidina (que nao exclui o proposto acima) poderia
ser — do ponto de vista mecanistico — semelhante ao proposto por Heath & Rock (1998)
para a aciltransferase de glicerolipideos a partir de estudos de mutagéo sitio-dirigida de
residuos de histidina do centro ativo. Estes autores propuseram que o anel imidazélico
da histidina participaria como receptor de H, favorecendo seu deslocamento da funcao —
OH a ser acilada. No caso da reagao catalisada pela DGK, residuos de histidina
poderiam também favorecer a desprotonagao do 3—OH e sua fosforilacao, num processo
sincronizado com a de saida do Mg?* coordenado em outras histidinas para formar o

complexo Mg.ATPZ.



A estreita faixa de pH étimo (7,0; Figura 9) para a formacao de PA por MBLs
nativas a partir de DAG enddgeno, pH que corresponde ao encontrado no citoplasma
das células tubulares proximais (Malnic et al., 2002), é também compativel com a visao
de que pequenas (nanomolares) variacdes intracelulares na atividade de ions H*
poderiam modular localmente a relacago DAG/PA. Na membrana, estas flutuagoes
poderiam por sua vez contribuir para a regulagéo dos fluxos de H* e HCO;™ (além de CI
e OH), em resposta a variacbes de pH nos compartimentos liquidos do organismo. Em
células epiteliais de diferentes linhagens, DAG e PA regulam a atividade de diversos
transportadores envolvidos em fluxo de acido, como por exemplo o trocador Na* / H*
(Gagnon et al., 1999).

O estudo do comportamento térmico da atividade DGK em MBLs nativas no
intervalo de 17 a 37 °C (Figura 11) revelou uma dependéncia nao linear da velocidade
da reacdo em funcao da temperatura. Duas particularidades deste comportamento
merecem destaque. A primeira é a temperatura, relativamente baixa, em que ocorre a
guebra no gréafico de Arrhenius (22 °C; Figura 11) quando os valores experimentais sao
ajustados por duas linhas retas. A segunda é a E,, consideravelmente menor, nas
temperaturas mais altas (10,9 kcal/mol) do que nas mais baixas (28,5 kcal/mol). Embora
existam diversas causas para uma dependéncia nao linear da temperatura e muitas delas
sejam de dificil verificagao, algumas poderiam aplicar-se a catélise da fosforilacao de
DAG por DGK em membranas nativas.

A primeira hipétese residiria na mudanca do passo limitante na seqiiéncia de
catdlise, assumindo (como se depreende da observacdo da Figura 17) que o DAG
disponivel para a DGK seria aquele resultante da atividade de uma PI-PLC acoplada
(Thopham & Prescott, 2001). A temperaturas mais baixas (17-22 °C) para as quais foi

encontrada uma E, trés vezes mais alta (28,5 kcal/mol), o passo limitante seria a ligacao



do DAG a DGK apés a sua liberacao pela PI-PLC na imediata vizinhanca da membrana.
A temperaturas mais altas (22-37 °C), quando variagdes no microambiente lipidico da
membrana da DGK nao teriam mais influéncia, a transferéncia do grupamento fosforila
do ATP para o DAG® constituiria o passo limitante da reacéo. Isto significa que, em
condicOes fisiologicas de temperatura, o estado metabdlico da célula — e nao as
propriedades fisicas da MBL - controlaria a velocidade de formacdo de PA. Uma
explicagdo alternativa seria a de existéncia de duas diferentes conformacoes de DGK —
prevalentes a diferentes faixas de temperatura — ambas capazes de ligar DAG e ATP,
porém tendo diferentes propriedades de ligagdo e catdlise (Dixon & Webb, 1964).
Finalmente, jA que a dependéncia da temperatura pode ser também adequadamente
descrita por uma suave funcao curvilinea (linha tracejada na Figura 11), a DGK da MBL
poderia ser uma Unica espécie macroscopica cujas propriedades estruturais — e em
conseqiiéncia disso também as cataliticas — mudariam continuamente com a
temperatura. Esta possibilidade poderia se aplicar a DGK da MBL na qual fortes
interacoes hidrofdbicas resultantes de sua associacao a membrana, e/ou da ligacéo de
DAG no centro ativo, seriam responsaveis pela alta capacidade calorifica da reacao
enzimética e, conseqiientemente, pelo comportamento curvilineo alternativo da funcao
1/V vs 1/T (Sturtevant, 1977).

Como discutido acima, o estudo da dependéncia do pH (Figura 9) sugeriu
fortemente o envolvimento de residuos que dissociam em torno de pH 7,0 na catélise de
formacao de PA em MBL a partir de DAG endégeno e possiveis papéis nos mecanismos
e etapas da reacao. Como mencionado, residuos de histidina que participam na ligacao
de cétions em diferentes reacoes enzimaticas foram encontrados — de forma altamente

conservada — em dominios vizinhos ao centro ativo (de ligacdo de ATP) em todas as

5 e . . -
Sem formar um complexo terciério; vide Figura 21 e discussao correspondente no texto.



isoformas encontradas e clonadas de DGK (Houssa et al.,, 1997; van Blitterswijk &
Houssa, 2000) e por causa dessa proximidade eles poderiam estar envolvidos na
preservacao de interacoes eletrostéticas entre a molécula de ATP* e o cation Mg”** em
um complexo Mg.ATP? cinéticamente competente. Embora alguns estudos (Previati et
al., 1994; Walsh et al., 1995; Jiang et al., 2000) tenham assumido que o complexo
Mg.ATP* é o substrato fosforilante de DAG, esses estudos careceram do emprego de
apropriadas combinacbes nas concentragoes de ATP e MgCl, capazes de mostrar — ou
nao — uma clara dependéncia da concentracio de Mg. ATP* como verdadeiro substrato.
As Figuras 14 e 15, correspondentes a experimentos realizados em duas
diferentes combinacdes de substrato (ATP) e cofator (Mg?*), mostram claramente que o
verdadeiro substrato da DGK de MBL é o complexo Mg.ATP?. Esta conclusao se apdia
em duas observagoes complementares e resultantes das duas diferentes combinacbes
escolhidas. Na Figura 14, a velocidade da reacao aumentou ao longo de uma hipérbole
equilatera & medida que aumenta a concentracido de Mg.ATP* em coexisténcia com
concentracoes varias ordens de magnitude menor de ATP livre. A faixa de réapido
aumento das concentracoes de nucleotideo livre coincidiram com o inicio da saturagao
da curva o que permite descartar o ATP livre como espécie reativa. A Figura 15,
mostrando mais uma vez um comportamento Michaeliano em funcao da concentracao
de Mg.ATP? — agora com decréscimo concomitante e linear de ATP livre — e obtendo o
mesmo valor de Km aparente para o complexo (0,32 e 0,39 mM, respectivamente),
permite reforcar a conclusao de que o centro ativo da DGK liga Mg.ATP? para fosforilar
o DAG. Desta forma, diminuiria a forca de repulsao entre as cargas negativas dos dois
substratos, ATP* e DAG, favorecendo a fosforilacdo do segundo para formar PA. A
aproximacao dos dois substratos acentuaria a assimetria da ligacao do Mg?* ao ATP,

desestabilizando a ligagao fosfoanidrido terminal do nucleotideo e favorecendo assim o



passo de transferéncia da fosforila y para o substrato lipidico (Senter et al., 1983;
Yoshikawa et al., 1987).

As reacbes envolvendo dois substratos (como é o caso da formacao de PA a partir
de DAG e ATP) tém um formalismo muito complexo (Cleland, 1967) e esta
complexidade se acentua se houver ainda a participacdo de um cofator obrigatério
(Mg?*). Todavia, apesar de sua complexidade estas reacées podem dar correlacoes
lineares em gréficos duplo-reciprocos se nao houver formagao do complexo terciario, ou
seja se o complexo binario da enzima com o primeiro substrato reagir com o outro
substrato para formar o produto e simultaneamente a enzima livre (Dixon & Webb,
1964). As Figuras 12 e 14 mostraram um comportamento tipicamente Michaeliano —
incluindo os respectivos duplo-reciprocos; inset — reforcando a visao construida a partir
das figuras anteriores e que poderia ser resumida no esquema da Figura 21. No modelo
proposto, a DGK com DAG previamente ligado reagiria com o complexo Mg.ATP*
formando PA e regenerando a enzima livre capaz de ligar novamente DAG e reiniciar
um novo ciclo. Esta seqliéncia ordenada proposta corresponde a uma propriedade
cinética geral que se aplica também as proteinas cinases: a de ligacdo sequiencial do
substrato a ser fosforilado seguida da ligacao do ATP (Kennelly & Krebs, 1991). O passo
limitante, como proposto acima para a DGK ao analisar a dependéncia da temperatura
em faixas préximas das fisiologicas, seria também o de transfosforilacao do nucleotideo.

A associacao fisica entre as enzimas PI-PLC e DGK poderia também segregar o
pool de DAG acessivel ao sitio catalitico da segunda, canalizando especificamente para
ela moléculas de DAG produzidas em resposta a estimulos, como no caso da ativacao de
fibroblastos por bradicinina (van der Bend et al., 1994). A utilizacao exclusiva de DAG
canalizado a partir de uma PI-PLC parece ser o caso da DGK residente na MBL. Como

mostrado na Figura 16, a inibicdo da PI-PLC por U73122 leva a uma diminuicao



drastica na formacdo de PA indicando que a atividade da DGK de MBL encontra-se
controlada — em termos de substrato fosforildvel — pela atividade de uma PI-PLC
associada a ela na membrana. O DAG de MBL tampouco é fosforilado na presenca de
Triton X-100, quando ocorre ruptura das interagoes lipideo/proteina, embora nestas
condigoes a formacao de PtdIns(4)P seja preservada e até se acentue (Guilherme et al.,
1998).

A idéia da inacessibilidade de DAG proveniente de outros pools ao centro ativo
da DGK, como por exemplo aquele constituinte estrutural da membrana, é reforcado
pelos experimentos de DAG exdgeno que nao aumenta a atividade da DGK, embora
seja capaz de modular a atividade da (Ca®*+Mg**)ATPase de MBLs. Este efeito na
ATPase seria exercido provavelmente por meio de interacdes com dominios citossélicos
facilmente acessiveis das PKCs, também residentes nesta membrana (Rangel et al.,
2002), em contraste com o sitio de acesso restrito da DGK. Poderia ser argumentado
que a falta de efeito do DAG exdgeno se deveria a especificidade dos grupamentos acila
para a catélise pela DGK. Todavia, as DGKs de mamiferos fosforilam in vitro diferentes
espécies de DAG (sn-1,2-diacilglicerol) independentes da composicao de seus acidos
graxos, sendo apenas requerida a estereoespecificidade da esterificacao nas posicoes 1 e
2 da molécula de glicerol (Hodgkin et al., 1998). A tnica excecao é a DGKe, que mostra
especificidade pelos sn-2-araquidonoil DAGs (Bunting et al., 1996; Tang et al., 1996;
Pettitt & Wakelan, 1999). No entanto, esta isoforma é sensivel ao inibidor R59949, em
contraste com o observado para a DGK de tibulos proximais na presenca de baixas ou
altas concentracdes do seu coadjuvante, o substrato Mg.ATP?* (Jiang et al., 2000) (Figura
17). Além disso, a anélise por Northern blotting parece excluir o tecido renal dos locais

de expressao da DGKe (Tang et al., 1996).
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Figura 21: Modelo para a catalise de formacao de PA pela DGK de MBLs,
acoplada a PI-PLC fornecedora do primeiro substrato (DAG). Apds o ataque
necleofilico da fosforila y-terminal do Mg.ATP?* ao complexo binario DGKP*® e
transferéncia da fosforila do ATP para o DGK, o ADP seria liberado (e em seguida
fosforilado nas mitocéndrias vizinhas a MBL) e o Mg?* permaneceria transitoriamente
coordenado no dominio vizinho ao centro ativo até a formagao de um novo complexo

Mg.ATP?%. Entre parénteses: representacao simplificada do modelo.



A caracterizacado da DGK de MBL discutida até agora abordou aspectos
relacionados com uma atividade “basal”, isto é, nao associada a fluxos regulatérios ao
longo das redes a qual a enzima se encontra provavelmente vinculada. Como passo
preliminar para a investigacdo da influéncia de horménios e autacdides de efeito
regulatério em eventos do tdbulo proximal, estudou-se finalmente a influéncia na
atividade da DGK de quatro sinalizadores: Ca?*, Sph, S1P e PtdIns(4)P.

A DGK de MBL mostrou-se insensivel a variacbes nos niveis de Ca’* na faixa
fisiolégica (Figura 17). Trés hipéteses poderiam ser apresentadas para explicar este
comportamento. A primeira seria a de incluir a DGK de MBL na classe de isoformas
independentes de Ca®*, como as descritas em cérebro de rato (Kato & Takenawa, 1990).
A segunda possibilidade seria a de que o fon Ca?* ativaria a translocacdo de DGK para a
membrana como mostrado para a enzima de timo (Sakane et al., 1991). Com a enzima
(de MBL) ja residindo na membrana este efeito nao seria observado na faixa de
flutuagées fisiolégicas do fon. A terceira possibilidade seria que a sensibilidade ao Ca**
se revelaria somente com a enzima ativada por horménios e autacdides, que modulam
as redes regulatérias residentes na MBL (Caruso-Neves et al., 1997; Coka-Guevara et al.,
1999; Rangel et al., 1999). Esta hipdtese é reforcada pelos estudos de Jiang et al.,
(2000) que atribuiram ao dominio RVH (dominio conservado existente nas DGKs classe
I que é homodlogo a proteinas da familias de recoverinas) a fungdo de dominio
autoinibitério — que atuaria junto com o dominio EF-hands (que liga Ca**). O dominio
RVH, incapaz de ligar Ca®*, participaria combinado com o dominio EF-hands na
ativacdo e nas mudancas conformacionais na enzima induzidas por Ca®*. Esta dltima
possibilidade possibilidade poderia também explicar a falta de resposta ao inibidor
R59949 (Figura 18), resposta que também parece ocorrer num estado ativado da DGK

ap6s ligacdo do fon Ca?* (Jiang et al., 2000). H& evidéncias de que, em micelas, os



efeitos regulatérios de Ca®* e do ativador PS sdao mutuamente dependentes (Sakane et
al., 1991). Resposta ao Ca®* como a da DGK de timo foi observada na presenca de
anfifilicos como o deoxicolato ou a Sph, capazes de expor adequadamente o dominio E-
F-hands da DGK (Sakane et al., 1990). A inibicao detectada com concentracoes altas de
Ca®* (Figura 16) poderia talvez corresponder a um estado patolégico no qual a
concomitante elevacao dos niveis de Ca?* (por hipoxia tisular, por exemplo; Sanidas et
al., 1989) e DAG (por inibicao DGK) levaria a leséo e a morte celular. A ativacao de
uma PKC dependente de DAG, poderia inclusive potencializar o dano mitocondrial
postulado (Dempsey et al., 2000).

Assim como o observado com as DGKs de origem timica (a de 80 e 150 kDa;
Sakane et al.,, 1989) e a DGK presente em fracGes microssomais de homogenato de
figado de rato (Previati et al., 1994) a Sph também se mostrou um potente inibidor da
DGK de MBL. O efeito inibitério da Sph na DGK de MBL poderia ser indireto e devido a
formagao de S1P ou aos niveis aumentados de PtdIns(4)P (Figura 19). Todavia, a Figura
19 mostra que nem S1P nem PtdIns(4)P adicionados sao capazes de influenciar na
atividade da DGK, tornando plausivel a hipétese de que o efeito observado na figura 19
resulte de uma influéncia da prépria Sph, diretamente na DGK ou através de uma via
mais complexa que envolva receptores de Sph na MBL (Hla & Maciag, 1990).

Merece ser finalmente mencionado que, em diferentes células, as respostas da
DGK a fosfoinositideos em geral, revelou-se variavel, com ativacdo em alguns casos e
inibicao em outros (Walsh et al., 1995; van Blitterswijk & Houssa, 2000). Evidentemente
um efeito inibitério do PtdIns(4,5)P, sobre a DGK (Walsh et al., 1995) poderia constituir
um mecanismo de feedback negativo de grande significado fisiolégico capaz de
contribuir também para a modulacgéo reciproca dos niveis de PA, DAG e fosfoinositideos

na membrana. Embora a variabilidade nas respostas a Sph e fosfoinositideos possa ser



atribuida mais uma vez a caracteristicas de isoformas diferentes (Previati et al., 1994), ela
também poderia refletir estados de regulacao/desregulacao diversos ou simplesmente ser
devida as condicoes nao-fisiolégicas de ensaio na presenca de micelas com variadas
espécies de anfifilicos.

Finalmente, a andlise em conjunto dos resultados que mostram auséncia de efeito
do Ca*' e do inibidor R59949 e acentuada inibicio pela Sph, poderia permitir a
identificacaio da DGK detectada no presente trabalho com uma isoforma
molecularmente caracterizadas. A combinacao destas respostas, encontradas nesta tese,
permitiu caracterizar a isoforma m da classe II. Esta conclusao é reforcada pela
observacao de que andlises de Northern blotting permitiram detectar a DGKn em

homogenato total de rim de hamster (Klauck et al., 1996).



6 — CONCLUSOES E FUTURAS DIRECOES

1. Neste estudo demonstrou-se pela primeira vez a atividade de DGK em um
compartimento definido (MBL) do tecido renal. Esta enzima foi capaz de catalizar a
fosforilacado do DAG enddgeno formado pela atividade basal de PI-PLC presente
nesta membrana.

2. O perfil da dependéncia do pH mostra o envolvimento, na catélise, de
grupamentos que dissociam em torno de pH 7,0 e permite atribuir a residuos de
histidina préximos do centro ativo um papel na coordenacdo dos fons Mg**
requeridos para a fosforilagao do DAG.

3. O substrato fosforilante do DAG é o complexo Mg.ATP? o que diminuiria as
repulsdes eletrostaticas entre os grupamentos negativamente carregados dos dois
substratos (carboxilas do DAG e fosforilas do ATP).

4. A dependéncia estritamente Michaeliana da atividade da enzima em relagao a
concentracido de Mg.ATP? (um dos substratos), na presenca de uma concentracao
fixa do outro (DAG), permite postular um mecanismo de catédlise no qual o
nucleotideo reage com o complexo binario DGK”*¢ gerando PA por transferéncia da
fosforila y-terminal sem formar um complexo terciario "**DGK"™".

5. A complexa dependéncia da temperatura revela a importancia do entorno lipidico
na catélise e abre a possibilidade de etapas — ou ainda de conformagbes da enzima —
com diferentes energias de ativacao.

6. A combinacdo das respostas a Ca?", R59949 e Sph, assim como sua origem

tisular, permite postular que a DGK de MBL pertence a classe das DGKn.
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proximais renais e suas possiveis inter-relacoes na modulacao do transporte

ativo. A regulacao proposta das enzimas — indicada pelas setas em vermelho — apdia-se

em dados desta tese e em outros descritos na literatura em varios modelos (ver texto).




7. A DGK de membrana basolateral participaria de uma rede regulatéria envolvendo
glicerofosfolipideos sinalizadores, influenciada por esfingolipideos como a esfingosina.
8. Variagoes na atividade da DGK modulariam os niveis reciprocos de DAG e PA na
MBL (e provavelmente LPA), contribuindo para a regulacdo de processos de
transporte que ocorrem nestas membranas e, consequentemente, para a homeostasia

dos compartimentos liquidos (Figura 22).
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