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RESUMO 

 

 

         A enzima Na
+
, K

+
 ATPase é essencial para manter o potencial de membrana das células 

em geral, entre outras funções. A ampla distribuição da Na
+
, K

+
 ATPase e o seu envolvimento 

em funções fisiológicas sugere que a alteração enzimática possa ter importante papel em 

muitos processos biológicos e patológicos. Neste trabalho nós avaliamos o efeito do álcool 

perílico (POH), terpeno de origem vegetal utilizado no tratamento de diversos tumores, sobre 

a atividade da enzima Na
+
, K

+
 ATPase  purificada, não purificada  e em células da linhagem 

A172 de glioblastoma humano em cultura. O POH mostrou ser um inibidor da Na
+
, K

+
 

ATPase, com maior especificidade para a subunidade α1 (renal) do que para as isoformas 

predominantes no cérebro (α2 e α3), embora a isoforma renal tenha uma sensibilidade menor. 

Estudos cinéticos com as preparações purificadas mostraram um efeito do POH não 

competitivo, em relação aos íons Na
+ 

e K
+
 e acompetitivo em relação ao ATP. O fato da p-

nitrofenilfosfatase ativada por K
+
, não ser inibida pelo POH, indica que essa droga atua na fase 

inicial do ciclo catalítico da Na
+
, K

+
 ATPase.  A determinação da atividade da Na

+
, K

+
 

ATPase em células, mostrou-se reprodutível, revelando sensibilidade à inibição pelo POH 

(IC50 aproximadamente 1,5 mM) similar àquela da enzima purificada de rim. Os dados obtidos 

indicam que o POH é um inibidor que apresenta uma especificidade para a isoforma α1 da 

Na
+
, K

+
 ATPase. Experimentos futuros permitirão determinar se de modo semelhante aos 

glicosídeos cardíacos, o POH também atua sobre as diversas cascatas de sinalização, 

moduladas via Na
+
, K

+
 ATPase.  
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ABSTRACT 

 

 

The Na
+
, K

+
 ATPase is essential for maintenance of membrane potential of most cell, 

among other functions. The ubiquitous distribution of Na
+
, K

+
 ATPase and its involvement in 

physiological functions suggest that enzymatic alterations may play important roles in many 

biological and pathological processes. In the present work, we analyzed the effect of perillyl 

alcohol (POH), a vegetal-derived terpene currently used in the treatment of several tumours, in 

the activity of purified and non purified Na
+
, K

+
 ATPase and also the human glioblastoma 

lineage A172 in culture. POH inhibited the Na
+
, K

+
 ATPase, with a higher specificity for α1 

subunit (kidney) than the predominant brain isoforms (α2 e α3), although the kidney isoform 

has a lower sensibility. Kinetic studies with guinea pig purified Na
+
, K

+
 ATPase showed a non 

competitive POH inhibition to Na
+
 and K

+
 and acompetitive inhibition towards ATP. Lack of 

K
+
- activated p-nitrophenylphosfatase sensibility to POH implies that this drug may act in the 

initial phase of the Na
+
, K

+
 ATPase catalytical cycle. Determination of the Na

+
, K

+
 ATPase 

activity on cells, was reproducible, revealing sensibility to POH inhibition (IC50 near to 

1,5mM), a similar result to that obtained for kidney purified Na
+
, K

+
 ATPase. The overall 

results indicate that POH present inhibitory effect shows some specificity upon the Na
+
, K

+
 

ATPase with further specificity to the α1 isoform. It is important to conduct further 

experiments in an attempt to verify if the POH, similarly to cardiac glycosides can also act via 

Na
+
, K

+
 ATPase-modulated cascade. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Na
+
, K

+
 ATPase  

 

1.1.1 Definição e aspectos funcionais e estruturais 

A adenosina trifosfatase ativada por sódio, potássio e magnésio (Na
+
, K

+
 ATPase; 

bomba de sódio; EC 3.6.1.37) é um complexo proteico associado à membrana plasmática 

encontrado em células animais, que atua acoplando a energia estocada na molécula de ATP ao 

transporte de íons Na
+
 e K

+ 
através da membrana celular. Para cada três íons Na

+
 bombeados 

para fora da célula, dois íons K
+
 são bombeados para dentro (Skou, 1957; 1965; 2004). Este 

transporte produz um gradiente químico e elétrico através da membrana celular, o qual é 

essencial para manter o potencial de membrana das células e para a atividade excitável do 

músculo e células nervosas. 

O gradiente de Na
+
 é utilizado para direcionar numerosos processos de transporte, 

incluindo a translocação de glicose, aminoácidos e outros nutrientes para as células, além da 

manutenção da estabilidade osmótica (Albers, 1967; Preiss e Banaschak, 1979). Além da sua 

função na homeostasia iônica, a Na
+
, K

+
 ATPase também apresenta um papel na sinalização 

celular (Jaitovich e Bertorello, 2006) e em eventos relacionados à apoptose, como alterações 

no nível de K
+
 intracelular. Diversas doenças, que se apresentam com alteração na atividade 

e/ou expressão da Na
+
, K

+
 ATPase, provocando mudanças na função enzimática, poderiam 

disparar a morte celular programada (Yu, 2003; Panayiotidis et al., 2006). 
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A macromolécula enzimática funcional é composta de subunidades  (112-kDa) e  

(55-kDa), interagindo não covalentemente (J rgensen, 1982). A subunidade , um membro da 

família das proteínas de membrana denominadas FXYD (10-kDa), foi identificada 

inicialmente em células do túbulo renal (Therien et al., 2001). A Figura 1 mostra um modelo 

do complexo enzimático inserido na membrana plasmática. 
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Figura 1: Esquema da inserção da Na
+
, K

+
 ATPase na membrana plasmática.  

São apresentadas as subunidades  (com seus sítios para Na
+
, K

+
, ATP e glicosídeos cardíacos – 

(OUA) ouabaína), as subunidades  (glicoproteínas) e as subunidades . É também indicado o 

transporte de 3 Na
+
 e 2 K

+
 por ATP hidrolisado, bem como as concentrações fisiológicas destes íons 

dentro e fora da célula (Burth, 1997). 
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A subunidade  ou catalítica apresenta 10 domínios hidrofóbicos transmembranares, 

contendo todos os sítios de ligantes que estimulam ou inibem a atividade enzimática. Os 

ligantes necessários para a fosforilação da enzima interagem nos sítios da subunidade , 

localizados na superfície citoplasmática da membrana, enquanto que os íons K
+
 necessários 

para a hidrólise enzimática e os inibidores clássicos desta enzima (glicosídeos cardíacos) 

ligam-se à superfície extracelular. A subunidade  tem um simples domínio hidrofóbico 

transmembranar e sua superfície extracelular é altamente glicosilada. Acredita-se que a função 

desta subunidade seja orientar e estabilizar a subunidade  na membrana, além de regular a 

afinidade desta pelo íon K
+
 e pelos glicosídeos cardíacos. A presença da subunidade  é 

essencial para o funcionamento enzimático (Abriel et al., 1999; Mobasheri et al., 2000).  

Quanto a isoforma , a última a ser descoberta, é um proteolipídio presente 

principalmente em células renais, atuando como moduladora da afinidade da enzima por 

diferentes ligantes (Béguin et al., 1997; Therien et al., 2001) e apresenta um  efeito direto e 

positivo sobre a velocidade máxima da hidrólise de ATP (Cortes et al., 2006).  

A Na
+
, K

+
 ATPase é um membro da classe das ATPases do tipo P. Estas tem ciclos 

catalíticos semelhantes, os quais envolvem a participação intermediária da enzima sob a forma 

fosforilada. Na fosforilação, a molécula proteica sofre uma transição conformacional de hélice 

 para folha  (J rgensen, 1986; Kühlbrandt, 2004). A transição conformacional resulta em 

fosforilação da enzima por ATP em presença de Mg
+2

 e íons Na
+
 e a desfosforilação em 

presença de íons K
+ 

(Mobasheri et al., 2000; Kaplan, 2002). Um modelo deste ciclo reacional 

está mostrado na Figura 2. Três íons Na
+
 ligam-se à enzima (estado E1) no lado citoplasmático 

e a enzima é fosforilada pelo ATP. Uma mudança conformacional ocorre (estado E2) e os 
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sítios de ligação ao sódio são expostos para a superfície extracelular. Os três íons Na
+
 são 

liberados e os dois íons K
+
, extracelulares, ligam-se à enzima. A desfosforilação com nova 

ligação de ATP ocorre acompanhada por mudança conformacional (retorno ao estado E1), 

permitindo que os íons K
+
 sejam liberados no citoplasma (Mobasheri et al., 2000; Kaplan, 

2002; Köksoy, 2002; Kühlbrandt, 2004). 

 

Figura 2: Etapas do ciclo de atividade da Na
+
, K

+
 ATPase.  

Na figura superior são mostradas as 2 conformações E1 e E2 e suas interações com Na
+
, ATP.Mg

++
 e 

K
+
. Abaixo, é indicado o mecanismo de ação de glicosídeos cardíacos (OUA) - ouabaína, que 

paralisam a reação enzimática na etapa E2 – fosforilada (Burth, 1997).  
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1.1.2 Isoformas da Na
+
, K

+
-ATPase 

A Na
+
, K

+
ATPase existe como múltiplas isoenzimas, resultante da combinação de 

diferentes isoformas das subunidades  e . Existem isoformas para ambas as subunidades:  

( 1, 2, 3 e 4) e  ( 1, 2 e 3) (Blanco et al., 1998).  

As quatro isoformas  são expressas diferentemente ao longo do desenvolvimento do 

organismo em diferentes tecidos. A isoforma 1 ocorre na maioria dos tecidos, enquanto que a 

2 predomina no músculo esquelético e também foi detectada (em menor quantidade) no 

cérebro e coração. A isoforma 3 está limitada essencialmente ao tecido nervoso e ao coração 

e a 4 é encontrada somente nos testículos e espermatozóides. Estas isoformas têm diferentes 

propriedades funcionais com respeito à afinidade por ligantes como Na
+
 e ouabaína, embora a 

função essencial de transporte de íons seja a mesma (Blanco e Mercer, 1998, Blanco et al., 

2000, Mobasheri et al., 2000; Kaplan, 2002). O tecido renal parece expressar unicamente a 

isoforma 1, embora Barlet-Bas et al. (1993) tenham detectado a presença, também, da 

isoforma 3 em segmentos de túbulos renais isolados.  

As isoformas 1 e 2 são as predominantes nas células de mamíferos, sendo a 1 

expressa ubiquamente, enquanto que a 2 aparece principalmente no tecido nervoso. A 

isoforma 3 foi identificada no músculo esquelético, pulmão e principalmente no tecido 

nervoso (Appel et al., 1996).  

Até o momento sete membros da família de proteínas FXYD (subunidade γ) foram 

descritos (FXYD1-7). Este grupo de proteínas pode ser encontrado associado à bomba de Na
+
 

e K
+ 

no coração, fígado e músculo esquelético (FXYD1), túbulos renais (FXYD2 e FXYD4), 
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útero, pele e estômago (FXYD3), tecidos cancerosos (FXYD5), diversos tecidos normais 

(FXYD6), cérebro (FXYD7) (Mijatovic et al., 2007). Os dados acima estão resumidos na 

tabela 1. 

Tabela 1: Distribuição das isoformas da Na
+
, K

+
 ATPase nos tecidos humanos.  

 
 Isoformas Tecidos 

                                     

                                    1 Todos 

 2 Músculo esquelético, cérebro e coração 

 3 Tecido nervoso e coração 

 4 Testículos e espermatozóides 

 1 Todos 

 2 Cérebro 

 3 Principalmente no tecido nervoso 

                                FXYD1                          Coração, fígado e músculo esquelético 

                             FXYD2 e 4                                           Túbulos renais 

                                FXYD3                                       Útero, pele e estômago 

                                FXYD5                                   Tecidos cancerosos  

                                FXYD6                                     Diversos tecidos normais 

                                FXYD7                                                  Cérebro     

 

1.2 Regulação da Na
+
, K

+ 
ATPase 

A ampla distribuição da Na
+
, K

+
 ATPase e o seu envolvimento em funções fisiológicas 

importantes sugere que a alteração da atividade enzimática, quer seja por fatores endógenos, 

quer por ação de xenobióticos, possa ter importante papel em muitos processos biológicos e 

patológicos, tais como a modulação da contratilidade cardíaca ou a liberação de 

neurotransmissores (MacGregor e Walker, 1993; Buckalew, 2005).  

A modificação da atividade enzimática pode ocorrer em resposta a mudanças na 

regulação da velocidade de expressão de isoformas e/ou modulação por inibidores ou 

ativadores (Kaplan, 2002; Köksoy, 2002). 
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A Na
+
, K

+
 ATPase pode ser regulada por diferentes mecanismos (ver Figura 3), 

incluindo a fosforilação direta da enzima por quinases, tais como PKA, PKG ou PKC em 

vários resíduos de serina na seqüência proteica; o aumento da concentração intracelular de 

sódio ou extracelular de potássio afetando a atividade da bomba; associação direta ou indireta 

com elementos do citoesqueleto, tais como ancorina e actina, que direcionam a enzima para o 

compartimento apropriado da membrana; o nível de ATP, especificamente uma redução 

intracelular, que pode reduzir a atividade da bomba; e inibidores endógenos circulantes, tais 

como ouabaína, hormônios corticosteróides e peptídeos. A regulação hormonal pode, em curto 

prazo, afetar diretamente o comportamento cinético da enzima ou, em longo prazo, alterar a 

síntese ou a degradação da enzima (Panayiotidis et al., 2006). 

 

Figura 3: Esquema da regulação da Na
+
, K

+
 ATPase (Panayiotidis et al., 2006). 
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1.3 Na
+
, K

+
 ATPase como um transdutor de sinal 

Além do seu funcionamento como uma bomba de íons, a Na
+
, K

+
 ATPase tem sido 

apresentada também como um transdutor de sinal. Sua função na sinalização intracelular 

parece ter sido adquirida na evolução através da incorporação de muitos domínios que 

interagem com proteínas e ligantes (Xie e Cai, 2003). Esta enzima pode interagir, nas 

cavéolas, com diferentes proteínas de sinalização, incluindo Src (Xie e Cai, 2003), PKC, PKA 

e PI3K (Therien e Blostein, 2000) e caveolinas (Liu et al., 2003; Wang et al., 2004).  

O estudo do efeito de ligantes na estrutura da bomba de Na
+
 e K

+
 tem monstrado que a 

interação da Na
+
, K

+
 ATPase com Src quinase, EGFR e outras proteínas, forma um 

microdomínio de sinalização - sinalossoma (Figura 4), restrito às caveolas (Haas et al., 2000; 

Liu et al., 2003; Xie e Cai, 2003; Wang et al. 2004; Pierre e Xie, 2006; Liang et al., 2007; Li e 

Xie, 2008). Esses achados suportam a proposta de que a ativação do complexo Na
+
, K

+
 

ATPase-Src é o ponto inicial para a sinalização, a partir da interação da ouabaína com a 

enzima,  para o EGFR e outras vias de sinalização intracelular. Sendo assim, a ligação da 

ouabaína à Na
+
, K

+
 ATPase regula a interação entre esta enzima e a caveolina e estimula a Src 

citoplasmática. A Src ativada, transativa EGFR, o qual recruta proteínas adaptadoras, dando 

seguimento a ativação da cascata Ras-Raf-ErK1/2 (Haas et al., 2000; Li e Xie, 2008). Estes 

eventos resultam em mudanças na expressão de múltiplos genes, além da regulação da 

concentração de Ca
+2 

intracelular (Aizman et al., 2001; Yuan et al., 2003). Oscilações de Ca
+2 

intracelular ativam NFkB. Este fator de transcrição pluripotente ativa genes que modulam a 

proliferação celular, apoptose e desenvolve respostas do sistema imune (Miyakawa-Naito et 

al., 2003). Além disso, a ativação de Src estimula outras vias, incluindo o aumento na 

produção mitocondrial de espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo este considerado um 
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importante passo na indução da apoptose (Xie e Cai, 2003). Entretanto, a resposta final da 

sinalização intracelular ativada por glicosídeos cardíacos é dependente do tipo de tecido 

celular, tempo de exposição e concentração da droga (Mijatovic, et al., 2007).       

A função de transdução de sinal da Na
+
, K

+
 ATPase parece ocorrer através de 

propriedades que são independentes de sua função como uma bomba de íons (Liang et al., 

2007). É importante notar que o efeito da ouabaína sobre a Src é independente de mudanças 

nas concentrações intracelulares de Na
+
 e K

+
 (Xie e Cai, 2003; Pierre e Xie, 2006).    

 

Figura 4: Esquemática de formação do sinalossoma (Xie e Cai, 2003).  
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1.4 Glicosídeos cardíacos e a Na
+
, K

+
-ATPase 

Os glicosídeos cardíacos (digitálicos) são os inibidores clássicos da Na
+
, K

+
 ATPase, 

derivados de extratos de plantas do gênero Digitalis, Strophanthus e Uregenia. A digoxina é 

obtida das folhas de Digitalis lanata e a ouabaína das sementes de Strophanthus gratus 

(MacGregor e Walker, 1993). Estes compostos são esteróides C23 que tem um ou mais 

resíduos de açúcar no C3 e um anel lactona no C17 e são utilizados em todo o mundo no 

tratamento de pacientes com insuficiência cardíaca, por serem os mais potentes agentes 

inotrópicos (que aumentam a força de contração cardíaca) conhecidos. Seus efeitos são 

mediados pela capacidade destes compostos em inibir a bomba de Na
+
 e K

+
 ao ligarem-se 

especificamente à subunidade , na superfície extracelular da membrana, bloqueando a 

enzima no estado conformacional E2 fosforilado (Rose e Valdes Jr., 1994; Buckalew, 2005; 

Wasserstrom e Aistrup, 2005) - (Ver Figura 2). 

O mecanismo proposto para o efeito inotrópico dos glicosídeos cardíacos é iniciado 

com a inibição da Na
+
, K

+
 ATPase, o que leva à inibição do efluxo de Na

+
, causando um 

aumento na concentração intracelular deste íon. Isto altera a atividade do trocador Na
+
/Ca

+2
, 

causando uma elevação transitória de Ca
+2

 citoplasmático e, portanto, maior contratilidade do 

músculo cardíaco. A elevação da concentração intracelular de Ca
+2

 pode também ser a 

responsável pela sintomatologia observada na intoxicação por estas drogas (MacGregor & 

Walker, 1993; Hauptman e Kelly, 1999; Schwinger et al., 2003; Wasserstrom e Aistrup, 

2005). 

A presença de um sítio altamente conservado de ligação de alta afinidade na 

subunidade  para a ouabaína sugere a existência de moduladores endógenos circulantes que 
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controlem a atividade da Na
+
, K

+
 ATPase, ligando-se ao sítio da ouabaína. A existência de tais 

ligantes, poderia ter implicações em muitos processos fisiológicos, tais como na modulação da 

contractilidade cardíaca, excreção renal de Na
+
, sensibilidade à insulina, hipertensão, 

neurotransmissão e alterações no crescimento e proliferação celular. Substâncias semelhantes 

aos digitálicos têm sido purificadas de diversos tecidos e fluidos corporais humanos 

(MacGregor e Walker, 1993; Buckalew, 2005; Weidemann, 2005).  

 

1.5 Glicosídeos cardíacos, Na
+
, K

+ 
ATPase e o câncer 

Os efeitos dos glicosídeos cardíacos sobre a atividade da Na
+
, K

+
 ATPase e o uso 

dessas drogas na terapia de doenças cardiovasculares têm sido amplamente divulgados. 

Porém, alguns estudos que mostraram baixa taxa de mortalidade de pacientes com câncer que 

receberam tratamento com glicosídeos cardíacos, em especial, mulheres com câncer de mama 

(Stenkvist, 1999), e o fato da Na
+
, K

+
 ATPase também atuar como um transdutor de sinal, 

despertaram novos interesses nas propriedades anticancer dessas drogas (Kometiani et al. 

2005). Estudos subseqüentes in vivo e in vitro confirmaram essas observações iniciais e 

substâncias baseadas em glicosídeos cardíacos têm sido utilizadas em ensaios clínicos para o 

tratamento do câncer (Winnick et al., 2006; Mijatovic et al. 2007). 

Além disso, estágios iniciais da tumorigênese, mesmo antes de evidências 

morfológicas do tumor, já apresentam mudanças na atividade da Na
+
, K

+
 ATPase (Shen et al. 

1978; Weidemann, 2005). Alguns trabalhos, inclusive, apontam para a supressão ou estímulo 

da expressão de isoformas da enzima, principalmente α1 e α3, de acordo com o tipo de câncer 

em questão. Por exemplo, a expressão de α1 seria estimulada em câncer de cérebro, pulmão e 
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pele, e inibida em câncer de intestino e bexiga; já α3 seria estimulada em câncer de cólon e 

reto, principalmente (Sakai et al., 2004; Mijatovic et al, 2008).   

Neste contexto, a Na
+
, K

+
 ATPase pode ser um importante alvo para a terapia 

anticancer (Aperia, 2007), especialmente, a subunidade α1, em células de glioblastomas 

resistentes à apoptose (Lefranc et al., 2008; Lefranc e Kiss, 2008). 

 

1.6 Glioblastoma multiforme (GBM)   

 Diferentes tipos de tumores gliais (gliomas) têm sido identificados e classificados de 

acordo com os tipos celulares predominantes no tecido tumoral. Os tumores astrocíticos 

(originados de astrócitos) correspondem a aproximadamente 75% dos casos de gliomas e 

apresentam uma subclassificação por graus, que variam de I a IV, quanto à malignidade. O 

grau I denominado astrocitoma pilocítico é considerado um tumor benigno e o glioblastoma 

multiforme (GBM) é caracterizado como grau IV, dado ao seu elevado grau de malignidade 

(Vescovi et al., 2006; Ohgaki e Kleihues, 2007). A classificação proposta pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS), utilizada como padrão de classificação internacional de tumores 

astrocíticos, apresenta as diferentes classes existentes (Tabela 2).  

Tabela 2: Classificação dos tumores astrocíticos. Estabelacida pela OMS, em 2002 (Vescovi et 

al., 2006). 

                                       Origem do tumor                               Classificação 

                              Astrocítico                       Astrocitoma pilocítico (grau I) 

                                                                                      Astrocitoma difuso (grau II) 

                                                                     Astrocitoma anaplásico (grau III) 

                                                                             Glioblastoma (grau IV) 
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O GBM é o mais freqüente e maligno tumor cerebral humano. É caracterizado como 

um astrocitoma de alto grau por apresentar capacidade infiltrante e ausência de limitação. As 

células tumorais dos GBMs ajustam sua forma e volume rapidamente ao invadirem o 

parênquima cerebral, sendo essencial para este processo a atividade de mecanismos de 

transporte de íons (Lefranc, et al., 2008). Estas células apresentam um modelo de distribuição 

tecidual difuso no cérebro, que impede a retirada total cirúrgica do tumor, tornando o 

prognóstico para o GBM bastante desanimador, pois a sobrevida média, quando combinadas 

radioterapia e quimioterapia, é de aproximadamente 14,6 meses (Vescovi et al., 2006). 

Os GBMs podem ser classificados em primários, quando se manifestam rapidamente, 

não havendo evidência de lesão maligna precursora e acometem pessoas com idade média de 

55 anos; ou secundários, quando se desenvolvem mais lentamente, a partir da progressão de 

um astrocitoma de grau II ou III e acometem preferencialmente adultos jovens, com idade 

média de 40 anos (Ohgaki et al., 2004). Apesar destes tipos de tumores serem pouco 

diferenciados, ainda mantêm características que permitem sua classificação histológica, sendo 

este o método diagnóstico atualmente utilizado para a escolha da terapia mais adequada e 

determinação do prognóstico. Entretanto, a determinação do grau de malignidade pode variar 

com o observador, não garantindo a objetividade necessária para um diagnóstico preciso 

(Louis et al., 2001). Com o advento da classificação diagnóstica molecular, melhorias 

significantes têm sido reportadas nesta área (Louis, 2006).  

 As estratégias terapêuticas convencionais utilizadas na atualidade que visam a 

erradicação do tumor são: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia baseia-se na 

aplicação de compostos que levem à inibição do crescimento ou à morte da célula cancerosa. 

Porém, a capacidade das células tumorais em evadir-se da morte celular, bem como sua 
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resistência à quimioterapia, constituem um desafio para a clínica. Por esse motivo, existe um 

grande interesse na identificação de novos compostos que sejam efetivos no tratamento de 

pacientes que não respondem aos quimioterápicos disponíveis. Os terpenos, por exemplo, são 

compostos naturais com propriedades antimitóticas que podem ser usados nesses casos 

(Belanger, 1998).  

 

1.7 Álcool perílico (POH)   

Novas drogas quimioterápicas têm sido desenvolvidas, sendo a maioria originada de 

fontes naturais, como os vegetais. Os terpenos são exemplos de tais compostos com 

propriedades antimitóticas de grande interesse médico (Belanger, 1998; Fernandes et al., 

2005). Esses hidrocarbonetos são classificados de acordo com o número de unidades 

isoprênicas formadoras em: hemiterpenos (C5, 1 unidade isoprênica),  monoterpenos (C10, 2 

unidades isoprênicas), sesquiterpenos (C15, 3 unidades isoprênicas),  diterpenos (C20, 4 

unidades isoprênicas) e politerpenos (C5)n (McGarvey e Croteau, 2005).   

Monoterpenos tendem a ser altamente voláteis e freqüentemente constituem os 

componentes primários de óleos essenciais, a fragrância principal das plantas. Os óleos 

essenciais são utilizados em perfumes e como aromatizantes para cosméticos e alimentos 

(Boik, 2001). O limoneno (Figura 5) é um monoterpeno monocíclico presente em cascas de 

frutos cítricos, principalmente de limão e laranja. Este composto de baixa toxicidade possui 

atividade quimiopreventiva e quimioterapêutica contra vários tipos de tumores, devido a sua 

capacidade de inibir a isoprenilação pós-traducional de GTPases, incluindo membros da 

família Ras. A isoprenilação é importante para a associação das GTPases com a membrana 
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plasmática, tornando estas proteínas capazes de atuarem na via de sinalização requerida para o 

crescimento e proliferação celular (Gelb, et al., 1995; Holstein e Hohl, 2003; Nakada et al., 

2007). 

A alta dose de limoneno (1000mg/Kg/dia) necessária para os efeitos benéficos tem 

limitado seu uso. Por este motivo, outros monoterpenos passaram a ser investigados, 

principalmente seus metabólitos álcool perílico (POH) e ácido perílico (PA) (Figura 5). Em 

humanos, aproximadamente 40% do limoneno é metabolizado a PA. O POH também é 

metabolizado a PA, porém numa taxa mais alta, quando comparada com a do limoneno (Boik, 

2001). 

O POH e o PA também são inibidores da isoprenilação da proteína Ras, atuando desta 

forma, no controle da proliferação celular (Holstein e Hohl, 2003), na ativação das vias pró-

apoptóticas e bloqueando o ciclo celular de diferentes células tumorais in vitro (Xu, et al., 

2004; Fernandes, et al., 2005; Yeruva et al., 2007).  

O POH, um monoterpeno monocíclico hidroxilado também encontrado principalmente 

nos óleos essenciais de limão, lavanda, hortelã, sálvia, sementes de aipo, bergamota selvagem, 

gengibre e cerejas, por possuir uma atividade antitumoral mais potente, é considerado como 

uma substância com potencial atividade regressora de diferentes tumores, incluindo mamários, 

pancreáticos e cerebrais (Yuri, et al., 2004; Da Fonseca et al., 2006a, 2006b e 2007; Matos, et 

al., 2008). Apresenta também efeito radiossensibilizador (Rajesh et al., 2003) e significante 

inibição angiogênica (Loutrari, et al., 2004).   
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Figura 5: Estrutura química dos monoterpenos: limoneno, POH e PA.  

Adaptado de Holstein e Hohl (2003). 

 

Estudos clínicos da administração oral de POH (Fase I/II) a pacientes portadores de 

diferentes tumores sólidos malignos encontram-se em andamento (Ripple et al., 2000; Hudes 

et al., 2000; Azzoli et al., 2003; Bailey et al., 2004; Stearns et al., 2004). Nenhuma evidência 

de toxicidade hepática, renal ou neurobiológica tem sido relatada. Porém foram observados 

efeitos colaterais afetando o trato gastrointestinal (Hudes et al., 2000; Azzoli et al., 2003). 

De acordo com essas evidências, os Doutores Thereza F. Quírico Santos e Clóvis 

Orlando P. da Fonseca, da UFF, iniciaram de forma inédita, a administração do álcool perílico 

a pacientes portadores de gliomas malignos recidivos através da via intranasal (estudo em Fase 

II – CONEP registro 9681 número 25000.009267/2004-25, 2004). Estes estudos têm mostrado 

o efeito antitumoral, com diminuição da morbidade, melhora do quadro clínico-laboratorial, 

diminuição significativa da massa tumoral e aumento da sobrevida (maior que 18 meses) em 

vários pacientes, além de reduzir consideravelmente os efeitos colaterais que afetam o trato 

gastrointestinal (Da Fonseca et al., 2006a, 2006b, 2007 e 2008). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

Drogas que inibem a atividade da enzima Na
+
, K

+
 ATPase podem ter importante papel 

no tratamento do câncer. Devido a isso, uma análise aprofundada acerca de um possível papel 

inibitório que pode ser exercido pelo POH sobre esta enzima pode ajudar na busca por 

alternativas no tratamento de tal doença. Sendo assim, foram estabelecidos os seguintes 

objetivos para este trabalho: 

 

Objetivo Geral: 

 Avaliar o efeito do monoterpeno POH na atividade da enzima Na
+
, K

+
 ATPase. 

 

Objetivos Específicos: 

 Comparar o efeito inibitório do POH e seu principal metabólito o PA sobre a 

atividade da enzima Na
+
, K

+
 ATPase purificada.   

 Comparar o efeito inibitório do POH e do PA sobre a atividade das diferentes 

isoformas (cerebrais e renais) da Na
+
, K

+
 ATPase. 

 Determinar o efeito inibitório do POH sobre a atividade da Na
+
, K

+
 ATPase em 

homogeneizado de rim e cérebro de cobaio. 
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 Determinar o efeito da variação das concentrações de Na
+
, K

+ 
e ATP na cinética de 

inibição da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase purificada de rim e cérebro de cobaio em 

presença de POH.  

 Determinar o efeito do POH na atividade da p-nitrofenilfosfatase ativada por K
+
 

(2ª etapa do ciclo catalítico da Na
+
, K

+
 ATPase). 

 Adaptar modelo experimental de captação de Rb
+
 em cultura de células da 

linhagem A172 de GBM humano para a determinação da atividade da Na
+
, K

+
 

ATPase. 

 Determinar o efeito do POH sobre a atividade da Na
+
, K

+
 ATPase em células da 

linhagem A172 de GBM humano.  

 Determinar o efeito do POH sobre a viabilidade celular em células da linhagem 

172 de GBM humano. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Material  

Os monoterpenos (S)-(-)-álcool perílico, 96% e (S)-(-)-ácido perílico, 95%, a ouabaína, 

o DMSO, 99,9% e os demais reagentes utilizados foram adquiridos da firma Sigma (Sigma 

Chem. Co. MO, USA).  Os reativos que devem ser diferenciados quanto à origem e fornecedor 

serão mencionados oportunamente. 

 

3.2 Obtenção de preparação de Na
+
, K

+
 ATPase a partir de tecidos de cobaios 

 

3.2.1 Animais  

 Cobaios (Cavia porcellus) machos, pesando entre 300 - 320g, mantidos no biotério do 

Departamento de Biologia Celular da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), 

foram usados em todos os experimentos. Os animais foram manipulados no laboratório 

ENZITOX de acordo com as regras de trato animal registradas no Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals, U.S. Department of Health and Human Services, N.I.H e em 

concordância com as normas da UERJ, onde foram feitas as preparações. 
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 3.2.2 Preparação de fração membranar de Cérebro de cobaio 

 Os cobaios foram anestesiados com éter, sendo seus cérebros retirados e lavados com 

salina 0,9% gelada. Usou-se uma modificação da metodologia descrita por J rgensen (1977) 

para purificação de enzima, conforme Burth et al. (1997). Os cérebros frescos de cobaios 

foram homogeneizados, em banho de gelo, em 6 volumes de solução EDTA-Tris 5mM pH 

7,4. Após centrifugação a 3.000 x g 10 minutos (4ºC), o sedimento foi homogeneizado em 6 

volumes da solução EDTA-Tris 5mM pH 7,4, sendo o volume anotado e a concentração de 

proteína determinada. Um volume adequado de solução de duodecilsulfato de sódio (SDS) a 

10mg/mL foi lentamente adicionado, à temperatura ambiente e sob suave agitação, até que a 

proporção de 0,1mg de SDS por mg de proteína fosse alcançada. Esta suspensão continha 

3mM de ATP para proteção da atividade da enzima. A preparação continuou a ser suavemente 

agitada por mais 30 minutos a temperatura ambiente e então foi centrifugada a 12.000 x g 15 

minutos a 20ºC. O sobrenadante e a camada pouco aderida, localizada acima do sedimento 

rígido, foram removidos, homogeneizados e centrifugados por 90 minutos a 35.000 x g (15ºC). 

O volume desse novo sobrenadante foi anotado (Vs). O sedimento foi lavado duas vezes com 

esse volume (Vs) de tampão Tris-HCl 2,5mM – EDTA 1mM, pH 7.4, por centrifugação 

(35.000 x g , 90 minutos, 4ºC) e ressuspenso em Vs/2 de tampão Tris-HCl 2,5mM – EDTA 

1mM EDTA, pH 7,4, contendo 1% de sacarose. A preparação final foi aliquotada e liofilizada. 

Os liofilizados foram selados sob atmosfera de nitrogênio e estocados a -20ºC. Sob estas 

condições, a preparação enzimática permaneceu estável por meses. O conteúdo de cada frasco 

foi ressuspenso em EDTA-Tris 1mM, pH 7.6 no momento de uso. A atividade específica da 

Na
+
, K

+
 ATPase desta preparação foi de 105 mol Pi/h/mg de proteína e a contaminação por 

Mg
+2

 ATPase foi menor que 3%.  
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 3.2.3 Preparação de fração membranar de rim de cobaio 

O protocolo de preparação da enzima renal foi o descrito no item 3.2.1, para a enzima 

cerebral, exceto que a proporção do detergente usado foi a de 0,2mg de SDS por mg de 

proteína. A atividade específica da preparação final obtida foi de 100 moles de Pi/h/mg de 

proteína, enquanto a contaminação por Mg
+2

 ATPase foi menor que 2%.  

 

3.2.4 Preparação de homogeneizado de cérebro e rim de cobaio 

 O cérebro e os rins foram picados e homogeneizados, em banho de gelo, em 6 volumes 

de EDTA-Tris 5mM, pH 7,4. Uma parte foi diluída 40x para ser utilizada no microensaio e o 

restante estocado para posterior dosagem de proteínas (Item 3.5).  

  

3.3 Microensaio para a determinação da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase  

           Para a determinação da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase foi utilizado o protocolo descrito 

por Burth et al. (1997), onde os microensaios foram realizados em microplacas de ELISA com 

volume final de incubação de 120µL contendo 110mM NaCl, 20mM KCl, 5mM MgCl2 , 

50mM Tris-HCl, pH 7,6, preparação de enzima (adicionada em todos os ensaios 

correspondendo sempre a uma atividade de 0,12 - 0,15µmol de Pi formado por hora) e 5mM 

de ATP. Para a medida da atividade da Mg
+2

 ATPase incluiu-se, também, ouabaína 

(concentração final 3,6mM). Essa mistura, não contendo ATP, foi pré-incubada a 37
o
C por 10 

minutos. A reação foi, então, iniciada pela adição de 10µL de solução 60mM ATP (ajustada a 

pH 7,6 com Tris) e paralisada, após 40 minutos, com 100µL de suspensão de carvão ativado 
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(isento de fosfato) a 20% em ácido nítrico 0,3N. A determinação do Pi liberado foi feita 

colorimétricamente (Espectrofotômetro Micronal – modelo B582) a 380 nm, 15 minutos após 

adição do reagente molibdato/vanadato (4/1). 

 Curvas padrão com concentrações adequadas de fosfato (0,01 – 0,1μmol) e brancos 

(onde a enzima só era adicionada após a paralização da reação) foram corridos 

simultaneamente. A atividade da Na
+
, K

+
 ATPase foi determinada pela diferença entre a 

atividade ATPásica total e a da Mg
+2

 ATPase.   

  

 3.3.1 Cinética da inibição da Na
+
, K

+
 ATPase pelos monoterpenos POH e PA 

   Para os ensaios de avaliação do efeito dos monoterpenos sobre a Na
+ 

K
+ 

ATPase 

cerebral e renal, as substâncias foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO). A 

concentração de monoterpenos testada variou de 0,25 a 5mM e a de ouabaína de 0 a 0,0125 

mM no meio de incubação. Brancos com cada concentração dos inibidores foram feitos, assim 

como controles com e sem o solvente DMSO. Comparou-se, então, a atividade da enzima com 

e sem a presença de inibidores, calculando-se, assim, a porcentagem de inibição. A 

concentração de DMSO no meio de incubação nunca excedeu a 0,8 %, não interferindo na 

atividade enzimática. 
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3.3.2 Cinética da inibição da Na
+
, K

+
 ATPase purificada de cérebro e rim por 

POH em função das concentrações de Na
+
, K

+ 
e ATP 

Para a realização de cada teste, foi adicionado ao tampão de incubação diferentes 

concentrações de NaCl (20; 40; 60; 80 e 110mM), KCl (0,75; 2,5; 10; 20; 40; 80 e 100mM) ou 

ATP (0,8; 1,6; 2,5; 3,3 e 5mM). A concentração de POH nesses experimentos foi mantida na 

concentração fixa de 1mM para a enzima Na
+
, K

+
 ATPase de origem cerebral e de 1,5mM 

para a enzima Na
+
, K

+
 ATPase de origem renal, concentrações essas capazes de  inibir 50% a  

atividade enzimática.   

 O procedimento utilizado para a determinação da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase 

cerebral e renal  purificada sob estas condições foi o mesmo que o descrito anteriormente. 

 

3.4 Microensaio para a determinação do efeito do POH sobre a atividade da p-

nitrofenilfosfatase ativada por K
+ 

Para a determinação da atividade fosfatásica da Na
+
, K

+ 
ATPase (p-nitrofenilfosfatase) 

ativada por K
+
 (conformação E2) (Figura 2), utilizou-se p-nitrofenilfosfato como substrato 

(Arnaiz et al., 2003). Os microensaios foram realizados em microplacas de ELISA, volume 

final de incubação de 200µL contendo 200mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM MgCl2 , 20mM KCl 

(controle) ou 1mM ouabaína (para a medida da atividade da Mg
+2

p-nitrofenilfosfatase), 

preparação de enzima (correspondendo a uma atividade de 0,08 – 0,1µmol de p-nitrofenol 

formado por hora) e POH (em várias concentrações de 0,5 a 2,5mM). Essa mistura foi pré-

incubada a 37
o
C por 10 minutos.  A reação foi então, iniciada pela adição de 10mM de p-

nitrofenil (em 0,8M Tris-HCl pH 7,4) e paralisada após 10 minutos, com 50µL de NaOH 
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0,5M. A determinação do produto, p-nitrofenol, liberado foi feita colorimétricamente 

(Espectrofotômetro Micronal – modelo B582) a 420nm, imediatamente após a adição de 

NaOH. 

   Para os ensaios de avaliação do efeito do POH sobre a p-nitrofenilfosfatase (cerebral e 

renal), as substâncias foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO). Brancos com cada 

concentração dos inibidores foram feitos, assim como controles com e sem o solvente DMSO. 

Comparou-se, então, a atividade da enzima com e sem a presença de inibidores, calculando-se, 

assim, a porcentagem de inibição. A concentração de DMSO no meio de incubação nunca 

excedeu a 0,8 %, não interferindo na atividade enzimática.  

Curvas padrão com concentrações adequadas de p-nitrofenol e brancos (onde a enzima 

só era adicionada após a paralização da reação) foram corridos simultaneamente. A atividade 

da p-nitrofenilfosfatase dependente de K
+
 foi determinada pela diferença entre a atividade total 

(controle) e a da Mg
+2

p-nitrofenilfosfatase.  

 

3.5 Determinação de proteínas totais 

A concentração de proteínas totais das diversas preparações foi determinada segundo o 

método de Peterson (1977), o qual é uma modificação do método clássico de Lowry, adequado 

para a dosagem de proteínas de membrana. Soluções de albumina bovina (0,2mg/mL) foram 

utilizadas como padrões. 
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3.6 Determinação da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase em cultura de células da linhagem 

A172 de GBM humano 

 

3.6.1 Manutenção das células  

 A linhagem celular A172, derivada de glioblastoma multiforme humano, cedida pelo 

Dr. Clóvis Orlando da Fonseca (UFF), foi mantida em estufa a 37ºC com atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2, em garrafas de poliestireno (TPP) com meio DMEM F12 (Invitrogen), 

acrescido de 10 % de soro fetal bovino (Invitrogen) previamente inativado a 56ºC por 1 hora. 

O meio também continha 100 U/mL de penicilina (Invitrogen), 100 U/mL de estreptomicina 

(Invitrogen) e 2,25g/L de NaHCO3. As células eram repicadas duas vezes por semana, em 

fluxo laminar (Tox - Modelo FLV – Série 491) previamente limpo com álcool 70% e 

iluminado por luz UV por 30 minutos. Após desprezar o meio, as células eram lavadas por 

duas vezes com PBS/EDTA (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4, 

0,03mM EDTA, pH 7,4 ajustado com HCl) e mantidas por 5 minutos com tripsina 

(Invitrogen) 0,25% a 37ºC. Após a soltura total das células, meio de cultura era adicionado e 

as células repicadas na concentração de 2x10
4
 células/cm

2
.   
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3.6.2 Determinação da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase em cultura de células da 

linhagem A172 pela captação de Rb
+
 

A determinação da atividade ATPásica em células foi realizada segundo Gill e 

colaboradores (2004), onde foi possível quantificar a concentração de Rb
+
, o qual mimetiza o 

K
+
, incorporado pelas células. 

No dia anterior ao ensaio, uma placa de 24 poços (TPP) foi preenchida com 3x10
5
 

células/poço, para que as células pudessem aderir à placa. No dia do ensaio, todo o meio de 

cultura foi removido e os poços foram lavados 1 vez com 1,5mL/poço de PBS 1x. Após a 

lavagem, foi adicionado 1,2mL/poço de solução de Hanks (NaCl 136,9mM, MgSO4 0,8mM, 

NaHCO3 5mM, Na2HPO4 0,33mM, NaH2PO4 0,44mM, CaCl2 1,5mM, Glicose 3mM, Hepes 

5mM e RbCl 5,4mM) com POH nas concentrações de 0,5 a 6mM, com DMSO a 0,4% ou com 

ouabaína 0,5mM. As células então, foram incubadas em estufa a 37ºC com atmosfera de 5% 

de CO2 por 30 minutos. Decorrido este tempo, os poços foram lavados 3 vezes com 1,5mL de 

PBS 1x. Após o término da terceira lavagem, foi adicionado 0,6mL/poço de SDS 0,15% para 

lisar as células. Uma alíquota de cada amostra foi encaminhada para a quantificação do Rb
+
. A 

quantificação do Rb
+
 foi realizada no Instituto de Química da UFF, em colaboração com o 

Prof. Dr. Ricardo Santelli, utilizando o aparelho ICP-OES fornecido pela Jobin Yvon 

(Longjumeau, França). 
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3.6.3 Avaliação da viabilidade celular  

O efeito citotóxico do POH foi avaliado através do teste colorimétrico utilizando o 

corante vermelho neutro (Reagen), segundo Borenfreund e Puerner (1985). O ensaio avalia a 

capacidade de células vivas reterem o corante vermelho neutro adicionado ao meio de cultura.  

Neste ensaio foi utilizada uma modificação na metodologia descrita no item 3.6.2, 

onde após os 30 minutos de incubação, os poços foram lavados 3 vezes com 1,5mL de PBS 

1x. Terminada a terceira lavagem, as células foram incubadas com 1mL/poço de meio de 

cultura contendo o corante vermelho neutro (50µg/mL) por 3 horas, a 37 ºC. Após este 

período, os poços foram lavados duas vezes com PBS 1x e adicionou-se 0,7mL de solução de 

descoloração (1% de ácido acético, 50% de etanol e 49% de água destilada) às culturas 

tratadas, e estas foram mantidas sob agitação por 10 minutos até o total rompimento das 

células e solubilização do corante. O conteúdo da placa foi repassado para uma placa de 96 

poços a fim de fazer-se a leitura no leitor de microplacas (Thermo Plate, modelo TP – Reader) 

e obter-se a densidade óptica a 545nm, possibilitando a determinação do potencial citotóxico 

das concentrações de POH testadas em relação ao controle tratado com o veículo DMSO. Os 

ensaios foram realizados em seis replicatas, e cada experimento repetido duas vezes. Foram 

utilizados controles negativos com DMSO e sem DMSO, além do controle contendo ouabaína. 
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3.7 Análise estatística  

 A análise estatística, assim como os gráficos foram feitos utilizando-se o Programa 

GraphPad Prism 4.0 (GraphPad software Inc. EUA). A existência de diferenças significativa 

entre dois grupos foi estabelecida pelo teste de t de Student. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas quando p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Efeito do POH e do PA na atividade da Na
+
, K

+
 ATPase purificada de rim e cérebro 

de cobaio 

  Inicialmente (Figura 6), mostramos que os monoterpenos POH e PA inibem 

preparações purificadas de Na
+
, K

+
 ATPase a partir de rim (contendo basicamente a isoforma 

α1) e de cérebro (onde predominam as isoformas α2 e α3) de cobaio. Nota-se que as curvas de 

inibição obtidas por POH e PA para as duas fontes de enzima, respondem de maneira dose 

dependente. Com relação ao POH, a inibição máxima foi alcançada na faixa de concentração 

de 5mM para ambas enzimas, enquanto que o IC50 para as enzimas cerebrais e renais foram de 

1mM e 1,5mM respectivamente, indicando uma menor sensibilidade da isoforma α1 pelo POH 

(p<0,05). O PA mostrou uma capacidade inibitória inferior ao POH (p<0,05), mesmo na mais 

alta concentração testada (10mM), não atingindo uma inibição máxima em nenhuma das 

isoformas. 

 Devido ao baixo índice de inibição da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase encontrado pelo 

monoterpeno PA, os resultados dos experimentos a seguir foram obtidos apenas com o 

monoterpeno POH.    
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Figura 6: Inibição de Na
+
, K

+
 ATPases purificadas. 

Na
+
, K

+
 ATPases purificadas de cérebro (círculos e triângulos verdes) e rim de cobaio (círculos e 

triângulos azuis) pelos monoterpenos: PA (círculos) e POH (triângulos). Cada ponto é a média de, pelo 

menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 

 

 4.2 Efeito do POH sobre a atividade da Na
+
, K

+
 ATPase de homogeneizado de rim e 

cérebro de cobaio 

Com o objetivo de avaliarmos o grau de especificidade do POH para a enzima Na
+
, K

+
 

ATPase, construímos as curvas de inibição deste monoterpeno também em homogeneizados 

totais dos órgãos estudados, como mostram as Figuras 7 e 8. O POH inibiu a atividade da Na
+
, 

K
+
 ATPase, presente em homogeneizado de rim, de maneira bastante similar em relação à 

enzima purificada, com um IC50 em torno 1,5mM. Para o homogeneizado de cérebro, o IC50 

ficou em aproximadamente 2,5mM (Figura 7). 

Ainda em relação à especificidade do POH pela Na
+
, K

+
 ATPase, avaliamos a 

capacidade de inibição dessa droga sobre a atividade de Mg
+2

 ATPases. O POH demonstrou ser 

capaz de inibir a atividade destas enzimas somente em concentrações elevadas (Figura 8). Juntos, 
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estes resultados (Figuras 7 e 8) indicam certo grau de especificidade do POH para a Na
+
, K

+
 

ATPase, em especial, pela isoforma renal. 

 

Figura 7: Inibição de Na
+
, K

+
 ATPases de homogeneizados. 

Na
+
, K

+
 ATPases de homogeneizados de cérebro (quadrados verdes) e rim de cobaio (triângulos azuis) 

pelo POH. Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 

   

 

Figura 8: Inibição de Mg
+2

 ATPases de homogeneizados. 

Mg
+2

 ATPases de homogeneizados de cérebro (quadrados verdes) e rim de cobaio (triângulos azuis) 

pelo POH. Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão.  
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4.3 Efeito da variação das concentrações de Na
+
, K

+
 e ATP sobre a cinética de inibição da 

atividade da Na
+
, K

+
 ATPase purificada de rim e cérebro de cobaio em presença de POH 

 Com o intuito de verificarmos a presença de uma possível competição do POH com 

algum dos substratos da enzima Na
+
, K

+
 ATPase, realizamos curvas de concentração de Na

+
, 

K
+
 e ATP em presença do inibidor POH nas concentrações de 1mM, para enzima cerebral e de 

1,5mM, para enzima renal, concentrações correspondentes aos IC50, respectivamente.  

  

4.3.1 Variação na concentração de Na
+ 

  

As Figuras 9 e 10 (enzima cerebral) e 11 e 12 (enzima renal) mostram as velocidades 

de reação das duas enzimas purificadas em função da concentração do íon Na
+
, em presença 

ou ausência de POH. Pela avaliação dos gráficos de duplo recíproco (Figuras 10 e 12), fica 

claro que, tanto para as formas cerebrais quanto renais, o tipo de inibição do POH é não 

competitivo.  

 

4.3.2 Variação na concentração de K
+ 

Com relação ao íon K
+
, como é classicamente sabido, a velocidade máxima é 

alcançada na concentração de 20mM de KCl no meio de incubação e concentrações maiores 

inibem a atividade, como pode ser visto nas Figuras 13 (enzima cerebral) e 15 (renal). Os 

gráficos do tipo duplo recíproco (Figuras 14 e 16) mostram que a inibição, em relação ao K
+
, 

também é de natureza não competitiva. 
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Duplo recíproco (Lineweaver-Burke)

0.000 0.025 0.050
0

10

20

30

40

50

60

 Controle

 POH 1 mM

1 / [Na
+
mM]

1
/ 

V
 [

m
o

l 
P

i/
h

]

 

 

 

 
Figura 9: Curva de ativação por Na

+ 
- Na

+
, K

+
 ATPase cerebral.  

Na
+
, K

+
 ATPase cerebral sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1mM (triângulos azuis). 

Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 

 

 

 

    

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Gráfico Duplo Recíproco da Curva de ativação por Na
+
 - Na

+
, K

+
 ATPase cerebral.  

Na
+
, K

+
 ATPase cerebral sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1mM (triângulos azuis). 
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Figura 11: Curva de ativação por Na

+
 - Na

+
, K

+
 ATPase renal. 

Na
+
, K

+
 ATPase renal sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1,5mM (triângulos azuis). 

Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 
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Figura 12: Gráfico Duplo Recíproco da Curva de ativação por Na

+
 - Na

+
, K

+
 ATPase renal.  

Na
+
, K

+
 ATPase renal sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1,5mM (triângulos azuis). 
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Figura 13: Curva de ativação por K
+
 - Na

+
, K

+
 ATPase cerebral.  

Na
+
, K

+
 ATPase cerebral sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1mM (triângulos azuis). 

Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 
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Figura 14: Gráfico Duplo Recíproco da Curva de ativação por K

+ 
- Na

+
, K

+
 ATPase cerebral.  

Na
+
, K

+
 ATPase cerebral sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1mM (triângulos azuis). 
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Figura 15: Curva de ativação por K
+
 - Na

+
, K

+
 ATPase renal.  

Na
+
, K

+
 ATPase renal sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1,5mM (triângulos azuis). 

Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 

 

 

 
Figura 16: Gráfico Duplo Recíproco da Curva de ativação por K

+ 
- Na

+
, K

+
 ATPase renal. 

Na
+
, K

+
 ATPase renal sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1,5mM (triângulos azuis). 

 

 



 38 

4.3.3 Variação na concentração de ATP 

Para o substrato ATP, tanto para enzima cerebral (Figuras 17 e 18) quanto para a renal (Figuras 

19 e 20) o tipo de inibição foi acompetitivo.  

 
Figura 17: Curva de ativação por ATP - Na

+
, K

+
 ATPase cerebral. 

Na
+
, K

+
 ATPase cerebral sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1mM (triângulos azuis). 

Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 

 

 

 
Figura 18: Gráfico Duplo Recíproco da Curva de ativação por ATP - Na

+
, K

+
 ATPase cerebral.  

Na
+
, K

+
 ATPase cerebral sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1mM (triângulos azuis). 
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Figura 19: Curva de ativação por ATP - Na
+
, K

+
 ATPase renal. 

Na
+
, K

+
 ATPase renal sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1,5mM (triângulos azuis). 

Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 

 

 

 

 
Figura 20: Gráfico Duplo Recíproco da Curva de ativação por ATP - Na

+
, K

+
 ATPase renal. 

Na
+
, K

+
 ATPase renal sem POH (quadrados verdes) e em presença de POH 1,5mM (triângulos azuis). 
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4.4 Efeito do POH na atividade da p-nitrofenilfosfatase ativada por K
+
  

 A atividade enzimática correspondente a p-nitrofenilfosfatase ativada por K+ de 

preparações purificadas de Na
+
, K

+
ATPase (ou K

+
 p-NPPase) é uma medida da atividade da 2ª 

etapa, ativada por K
+
, da Na

+
, K

+
ATPase. Podemos ver na Figura 21 que esta fosfatase é 

pouco sensível ao POH, tanto para enzima cerebral quanto para a renal, indicando que o 

mecanismo de ação desse inibidor não parece estar associado a uma interferência nesta 2ª fase 

da bomba Na
+
, K

+
. 

Figura 21: Efeito do POH sobre a atividade K
+
 p-NPPásica de Na

+
, K

+
 ATPases.  

Atividade K
+
 p-NPPásica de Na

+
, K

+
 ATPases purificadas de rim (quadrado azul) e de cérebro 

(triângulo vermelho). Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 
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4.5 Determinação da atividade da Na
+
, K

+
ATPase em cultura de células da linhagem 

A172 pela captação de Rb
+
 

 4.5.1 Relação do número de células e captação de Rb
+
 

Para encontrarmos a concentração ideal de células a serem usadas no trabalho, fizemos 

um experimento preliminar no qual variou-se o número de células/poço e mediu-se a captação 

de Rb
+
 em um tempo fixo de 60 minutos de incubação. Os resultados mostraram que a 

incorporação desse íon foi diretamente proporcional à quantidade de células até, pelo menos, a 

quantidade de 4x10
5
 células por poço. Escolhemos o ponto de 3x10

5
 células/poço para a 

realização dos experimentos seguintes, pois nessa condição houve sensibilidade para detecção 

de Rb
+
. 

 

4.5.2 Padronização do tempo de incubação e concentração de ouabaína na 

captação de Rb
+
 

Para encontrarmos uma faixa de concentração de Rb
+
, captado pelas células, sensível 

ao aparelho utilizado para a quantificação deste íon, fizemos também uma curva de captação 

de Rb
+
 em função da concentração de ouabaína em diferentes intervalos de tempo (Figura 22). 

Escolhemos o intervalo de 30 minutos e a concentração de ouabaína de 0,5 mM para a 

realização dos experimentos seguintes, pois nessa condição verificamos que a atividade 

enzimática relativa à Na
+
, K

+
 ATPase era completamente inibida. 
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Figura 22: Curva de captação de Rb

+
 em função da concentração de ouabaína em diferentes intervalos 

de tempo.  

30 minutos (verde), 45 minutos (azul), 60 minutos (amarelo), 90 minutos (roxo) e 120 minutos 

(vermelho). Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio padrão. 

 

4.5.3 Efeito do POH na atividade da Na
+
, K

+
 ATPase em cultura de células da 

linhagem A172 pela captação de Rb
+ 

O efeito do POH sobre a incorporação de Rb
+
, comparado com o da ouabaína está 

mostrado na figura 23. Como pode ser visto no gráfico, existe cerca de 48% de incorporação 

que é insensível à ouabaína, representando uma entrada do íon através de canais passivos de 

transporte (Gill et al., 2004; Santos, 2009). Na realidade, a atividade da Na
+
, K

+
 ATPase 

corresponde à porção sensível a ouabaína, ou seja, a diferença entre a incorporação total e a 

ouabaína insensível. Essa mesma figura (B) mostra a inibição, pelo POH da Na
+
, K

+
 ATPase 

destas células,  a partir dos dados obtidos no gráfico A.  O IC50 calculado é em torno de 1,5 

mM. 
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Figura 23: (A) Captação de Rb
+
, em 30 minutos. 

Células da linhagem A172 em presença de ouabaína 0,5mM (em vermelho) e em diferentes 

concentrações de POH (em azul). Cada ponto é a média de, pelo menos, 3 experimentos ± o desvio 

padrão.  

(B) Efeito inibitório do POH sobre a atividade da Na
+
, K

+
 ATPase. 

Calculado pela diferença entre as médias totais e ouabaína insensíveis definidas no gráfico A. 
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4.6 Efeito do POH na viabilidade celular de células da linhagem A172   

Para averiguar se o efeito da inibição da captação do Rb
+
 era conseqüência da morte 

das células o experimento descrito em 4.5.3 foi feito em replicata e a viabilidade celular, 

medida através da incorporação do corante vermelho neutro, em presença de diferentes 

concentrações de POH ou de ouabaína na concentração de 0,5mM (Figura 24). O POH só 

diminuiu significativamente a viabilidade dessas células em concentrações de 4mM ou acima. 

Nessa condição, 100% da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase está inibida. A ouabaína, na 

concentração usada, não promoveu alteração na viabilidade celular. 

 

 
Figura 24: Viabilidade celular das células da linhagem A172. 

Células da linhagem A172 em presença de ouabaína 0,5mM (em vermelho) e em diferentes 

concentrações de POH (em verde), após 30 minutos de incubação. Cada ponto é a média de 3 

experimentos ± o desvio padrão. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

          Mostramos, pela primeira vez, que o álcool perílico (POH), substância capaz de induzir 

apoptose em células de glioblastoma humano (Fernandes et al., 2005), é um inibidor da Na
+
, 

K
+
 ATPase. Sua potência inibitória é na ordem de 10

3
 vezes menor que a do inibidor 

específico clássico ouabaína, para os mesmos tipos de Na
+
, K

+
 ATPases purificadas usadas no 

presente trabalho (Garcia et al., 2009). Um de seus metabólitos, no entanto, o ácido perílico, é, 

apenas, um inibidor extremamente fraco. Estudos de especificidade do POH para com as 

diversas isoformas da subunidade α da Na
+
, K

+
 ATPase parecem mostrar que ele possui menor 

afinidade, porém maior especificidade para a subunidade α1 do que para α2 e α3, pois, suas 

capacidades inibitórias permaneceram praticamente as mesmas para a enzima renal (α1), quer 

purificada (IC50 cerca de 1,5mM) ou em homogeneizado total do órgão (IC50 também  em 

torno de 1,5 mM) , o que não ocorreu em relação as isoformas predominantes no cérebro (α2 e 

α3).  A comparação entre as diferenças nas taxas de inibição encontradas entre a forma 

purificada e a bruta da enzima é uma importante indicação de especificidade, já que, caso 

existissem outras moléculas ligantes de POH no homogeneizado, haveria, logicamente, uma 

diminuição do efeito inibidor sobre a Na
+
, K

+
 ATPase. No entanto, as atividades de 

Mg
+2

ATPases do tecido renal foram afetadas, embora em concentrações bem mais elevadas da 

substância. Podemos, portanto, sugerir que o POH possui um grau elevado de especificidade 

para a isoforma α1. Cabe ressaltar que o IC50 do homogeneizado de tecido renal para a 
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ouabaína, considerada um inibidor específico da Na
+
, K

+
 ATPase, foi cerca de 1,2 vezes maior 

do que para a mesma enzima purificada (Garcia et al., 2009).  

          O estudo cinético que mediu o papel do POH (em concentração fixa) sobre as alterações 

da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase em função da variação da concentração de substratos e 

cofatores (Na
+
, K

+
 e ATP) mostrou um efeito não competitivo em relação aos íons Na

+
e K

+
, e 

acompetitivo em relação ao ATP. Considerando as duas fases (I e II) do ciclo de atividade da 

Na
+
, K

+
 ATPase e, levando em conta que a p-nitrofenilfosfatase ativada por K

+
 (que representa 

a atividade da fase II) é muito pouco sensível ao POH (como mostra a Figura 21), podemos 

propor que essa droga atue, ao contrário da ouabaína, na fase I do ciclo. Tal ciclo inicia-se 

com a ligação do ATP seguido da fosforilação da enzima pelo ATP, ativada pela presença de 

Na
+
, liberando ADP. Nessa situação, uma inibição não competitiva em relação ao Na

+
 não 

seria incompatível com o mesmo tipo de inibição em relação ao K
+
 (que ativa a fase II). Em 

relação ao ATP, que é o primeiro ligante da enzima na fase I, poderia ser esperado um tipo 

acompetitivo. Esse tipo caracteriza-se pelo fato de que o inibidor liga-se, apenas, ao complexo 

substrato-enzima. Assim sendo, seria primeiramente necessária a formação do complexo 

enzima - ATP para que o efeito inibitório pudesse se passar quando da ligação ao Na
+
, 

acarretando uma diminuição da fosforilação da enzima de uma forma não competitiva e, 

conseqüentemente, inibindo, também, a fase II. Nossos resultados não garantem que haja uma 

interação direta da enzima com o POH, ou seja, que algum sítio da enzima esteja diretamente 

envolvido. É muito possível que essa interação se passe com o microambiente lipídico que 

envolve a enzima, mesmo em sua forma purificada. Talvez isto possa explicar por que o PA, 

molécula menos hidrofóbica, não tenha as mesmas propriedades inibitórias.  
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          Tendo em vista que o modelo em célula em cultura traz inúmeras vantagens para o 

estudo de compostos que possam atuar por interações com a Na
+
, K

+
 ATPase, padronizamos, 

inicialmente, a dosagem dessa enzima em células da linhagem A172 de GBM humano, um dos 

tumores que tem sido investigado quanto a sensibilidade ao POH.  Sabe-se que nesses tumores 

existe uma super expressão da subunidade α1 da Na
+
, K

+
 ATPase, situada na estrutura das 

cavéolas e provavelmente responsável pelo papel sinalizador atribuído a essa enzima, 

especialmente em relação a mecanismos apoptóticos, de migração e de proliferação celulares 

(Lefranc et al., 2008; Lefranc e Kiss, 2008). Nossos resultados, baseados na avaliação da 

atividade da Na
+
, K

+
 ATPase por incorporação de íon Rb

+
, um substituto do K

+
, mostraram 

uma sensibilidade à inibição pelo POH (IC50 aproximadamente 1,5mM) similar a vista para a 

enzima purificada de rim, órgão que expressa apenas a subunidade α1. Se calcularmos o 

volume das 3x10
5
 células usadas por poço (sem que fosse descontado o volume das 

organelas), baseando-nos na informação de que células de glioblastoma humano possuem um 

volume de cerca de 3,95x10
-15

L (Ross et al., 2007), podemos transformar a atividade 

calculada pela incorporação de Rb
+
 em quantidade de Pi formado por hidrólise de ATP 

(transporte de 2Rb
+
 por ATP hidrolisado). Cálculos aproximados mostraram que a atividade 

da enzima Na
+
, K

+
 ATPase de células da linhagem A172 de GBM usada em nossos 

experimentos foi menos de 2 vezes a da enzima renal purificada. Como os IC50 para POH de 

ambas são similares, isto é um reforço ao fato de que as isoformas encontradas nesses dois 

tipos de células sejam as mesmas (α1). 

 Embora o mecanismo de ação do POH não esteja elucidado, foi sugerido que essa 

droga diminui a síntese ou aumenta a degradação da proteína RAS, inibindo, em 

conseqüência, a proliferação celular (Hohl e Lewis, 1995; Stayrook et al., 1998). Alguns 
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dados indicam que o POH induz apoptose em linhagens de glioblastoma humano (Fernandes 

et al., 2005), além de inibir a migração celular em glioblastomas de roedores (Balassiano et 

al., 2002). Neste ponto, é importante enfatizar que inibidores da Na
+
, K

+
 ATPase, como os 

glicosídeos cardíacos, podem também, dependendo da concentração, produzir efeitos similares 

(Xie e Cai, 2003; Kulikov et al., 2007; Prassas e Diamandis, 2008). 

           Comparando o grau de inibição da Na
+
, K

+
 ATPase e a viabilidade das  células de 

glioblastoma (Figuras 23 e 24), verificamos que, nas concentrações de POH próximas ao IC50 

(1,5 mM), a viabilidade é igual a do controle, decaindo rapidamente em concentrações 

superiores a 3,0 mM, quando 100% da enzima está inibida. Em doses elevadas, acima de 

4mM, a incorporação total de Rb
+
 sofreu uma drástica redução, associada a grande diminuição 

de viabilidade, indicando que, provavelmente, houve uma intensa destruição celular.  

       Não existem evidências de que os metabólitos do POH, como o ácido perílico (PA), 

rapidamente formados no organismo após administração de POH, exibam as mesmas 

propriedades do POH (Azzoli et al., 2003). É interessante notar que o PA também não é 

eficiente inibidor da Na
+
, K

+
 ATPase, talvez em função de sua menor hidrofobicidade. 

       As doses de POH aplicadas a pacientes em condições experimentais variam na faixa de 

gramas/m
2
 de superfície corporal por dia, em varias doses, por via oral (Azzoli et al, 2003) e 

na ordem de 220mg/dia, divididos em 4 doses por via intranasal (Da Fonseca et al., 2008). No 

entanto, os baixos valores plasmáticos de POH não podem ser medidos com precisão, apenas 

os níveis de seus metabólitos (PA e ácido diidroperílico) são detectáveis, talvez em função da 

rápida degradação do POH (Bailey et al. 2004). Dessa forma, torna-se difícil uma comparação 

com nossos dados, no intuito de avaliar se as concentrações plasmáticas atingidas poderiam 
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estar exercendo efeito inibitório sobre a Na
+
, K

+
 ATPase dos pacientes. Cálculos bastante 

genéricos, considerando as altas doses empregadas, poderiam sugerir que sim. É curioso notar 

que as doses terapêuticas usadas de POH são bastante superiores àquelas usadas para 

glicosídeos cardíacos, com a mesma finalidade (Lopes-Lazaro et al., 2005). 

      Em resumo, podemos dizer que o POH é um inibidor que apresenta certa especificidade 

especialmente para a isoforma α1 da Na
+
, K

+
 ATPase, considerada como mediadora de 

mecanismos de transdução de sinais. Considerando os fatos já discutidos, cabe, agora, 

formular experimentos que possam definir se o POH, da mesma forma que os glicosídeos 

cardíacos em diferentes concentrações, pode também atuar sobre as diversas cascatas de 

sinalização, moduladas via Na
+
, K

+
 ATPase, que comandam o crescimento e/ou a morte 

celulares. 

      Um outro importante aspecto que necessita investigação refere-se a modelagem química 

da molécula do POH, pois a introdução de grupamentos químicos em sua molécula, alterando 

propriedades físico-químicas, como por exemplo, a polaridade, podem também acarretar 

importantes mudanças no efeito biológico. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 O POH é um inibidor da Na
+
, K

+
 ATPase, com  potência inibitória  na ordem de 10

3
 

vezes menor que a do inibidor específico clássico ouabaína. Um dos metabólitos do 

POH, o PA, é um inibidor extremamente fraco; 

 

 O POH possui maior especificidade para a subunidade α1 (renal) do que para as 

isoformas predominantes no cérebro α2 e α3, embora a isoforma renal tenha uma 

sensibilidade menor (IC50  de 1,5mM) do que as presentes no cérebro (IC50 de 1,0 

mM),  efeito semelhante ao dos glicosídeos cardíacos; 

 

 Estudos cinéticos mostraram um efeito do POH não competitivo em relação aos íons 

Na
+ 

e K
+
 e acompetitivo em relação ao ATP; esses dados, juntamente com a 

insensibilidade da p-nitrofenilfosfatase ativada por K
+
 ao POH, apontam para o fato de 

que essa droga atua na fase inicial (fase I) do ciclo catalítico da Na
+
, K

+
 ATPase, ao 

contrário dos glicosídeos cardíacos; 

 

 A determinação da atividade da Na
+
, K

+
 ATPase em células de GBM humano por 

incorporação de íon Rb
+
, um substituto do K

+
, mostrou-se reprodutível, revelando 
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sensibilidade à inibição pelo POH (IC50 aproximadamente 1,5mM) similar a vista para 

a enzima purificada de rim, órgão que expressa apenas a subunidade α1; 

 

 Estudos adicionais são necessários para avaliar se o POH, da mesma forma que os 

glicosídeos cardíacos, pode também atuar sobre as diversas cascatas de sinalização, 

moduladas via Na
+
, K

+
 ATPase, que comandam as funções celulares envolvidas na 

diferenciação e na morte celular. 
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