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RESUMO 

SAMPAIO, Marcelo Santos. Avaliação das atividades da (Na++K+)-ATPase e da Na+-
ATPase em clones de células MDCK: modelo de células principais e intercalares de 
ducto coletor. Tese (Doutorado em Ciencias Biologicas – Fisiologia) – Instituto de 
Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 
2010.   

Introdução e objetivos: A Na+-ATPase foi recentemente descrita em células MDCK I. 
Neste trabalho estudamos sua atividade e funcionalidade em clones de células MDCK 
que se assemelham às células principais (C7) e intercalares (C11) do ducto coletor. 
Métodos: As atividades da Na+ e da (Na++K+)-ATPase foram medidas em células C7 e 
C11 em situação basal e após variação do pH do meio de cultura. Em C7, tal medida 
ocorreu também após adição de NaCl ou manitol ao meio. As atividades das ATPases 
foram determinadas pela hidrólise de ATP(P32) na presença e ausência de inibidores 
específicos. A caracterização dos tipos celulares se deu por técnicas de marcação de 
anidrase carbônica (AC), subunidades a1 e ß1 da (Na++K+)-ATPase (a1 e ß1) e aglutinina 
de amendoim (PNA). A expressão protéica da (Na++K+)-ATPase foi feita por Immunoblot 
para a1 e ß1. Resultados: Em células C7 em cultura por 24h, encontramos atividade (em 
nmol.Pi-1.min-1) de 18,0±2,4 e 20,0±2,9 para Na+-ATPase e de 25,0±4,0 e 21,4±2,7  para 
(Na++K+)-ATPase, semeadas em alta e baixa densidade respectivamente. Em C11, em 
baixa densidade de semeadura e após 24h em cultura, as atividades (em nmol.Pi-1.min-1) 
foram de 18,9±4,8 e 6,4±1,7 (p=0,03)  e em 72h, 30,0±6,1 e 7,1±2,9 (p=0,02) para  Na+ e 
(Na++K+)-ATPase, respectivamente. Em alta densidade de semeadura e após 24h de 
cultura, a atividade da (Na++K+)-ATPase (em nmol.Pi-1.min-1) medida em C11 (16,5±3,4) 
foi semelhante à da C7 (21,4±2,6; p=0,18) e superior à encontrada em C11 quando 
semeada em baixa densidade. Verificamos que durante multiplicação celular algumas 
células C11 em cultura apresentavam alterações morfológicas e perdiam a atividade de 
AC e a marcação para PNA, sugerindo diferenciação fenotípica e justificando a maior 
atividade da (Na++K+)-ATPase observada em culturas de maior densidade celular de 
C11.  Em cultura de C11 verificamos que a maioria das células não eram marcadas para 
a1 e que a marcação com PNA era mais freqüente nas células marcadas para a1. A 
alcalinização levou a um aumento da atividade (em nmol.Pi-1.min-1) da Na+-ATPase de 
22±2,5 (pH 7,4) para 54,2±9,5 (pH 7,8; p<0.01) em células C11. Em C7 não houve 
alteração de atividade ATPásica ao estímulo ácido-base. A adição de NaCl ou manitol ao 
meio de células C7 não modificou a atividade da Na+-ATPase enquanto que aumentou a 
da (Na++K+)-ATPase. Conclusões: A atividade da Na+-ATPase em MDCK C11 foi 
superior à da (Na++K+)-ATPase e, em  MDCK C7, as duas enzimas apresentaram 
atividades semelhantes. A baixa atividade da (Na++K+)-ATPase e a ausência de 
expressão da subunidade a1 em MDCK C11, que não marcavam para PNA, sugere 
ausência da (Na++K+)-ATPase nas células intercalares do tipo a. O aumento na atividade 
da Na+-ATPase nas células C11 submetidas a alcalinização do meio demonstra sua 
participação na homeostase celular. A atividade da Na+-ATPase não foi modulada em 
células C7. 
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ABSTRACT 

SAMPAIO, Marcelo Santos. Evaluation of the activities of (Na++K+)-ATPase and Na+-
ATPase in MDCK cell clones: a model for principal and intercalated cells of 
collecting duct. Thesis (Ph.D. in Biological Sciences - Physiology) - Instituto de Biofisica 
Carlos Chagas Filho, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.  

Introduction and Objectives: Na+-ATPase was recently reported in MDCK I cells. Here 
we study it activity and function in clones of MDCK cells which resemble principal (C7) 
and intercalated (C11) cells of the collecting duct. Methods: C7 and C11 cells had Na+ 

and (Na+ + K+)-ATPase activities measured in basal condition and after changes in pH of 
the medium. In C7, measurement was also done after the addition of NaCl or mannitol to 
the cell medium. The ATPases activities were determined by ATP(P32) hydrolysis in the 
presence and absence of specific inhibitors and described in nmol.Pi-1.min-1. Cell type was 
characterized by labeling techniques for carbonic anhydrase (CA), a1 and ß1 subunits of 
(Na++K+)-ATPase (a1 and ß1) and peanut agglutinin (PNA). The protein expression of 
(Na++K+)-ATPase was performed by Immunoblot for a1 and ß1. Results: In C7 cells,  in a 
24 hour culture, we found activity (in nmol.Pi-1.min-1) of 18.0 ± 2.4 and 20.0 ± 2.9 for Na+-
ATPase and 25.0 ± 4.0 and 21.4 ± 2.7 for (Na++K+)-ATPase, in cells seeded in high and 
low density respectively. In C11 cells, in a low seeding density and after 24h in culture, the 
activities (in nmol.Pi-1.min-1) were 18.9 ± 4.8 and 6.4 ± 1.7 (p = 0.03) and at 72h, 30.0 ± 
6.1 and 7.1 ± 2.9 (p = 0.02) for Na+  and (Na++K+)-ATPase, respectively. In a high seeding 
density and after 24h of culture, the activity of (Na++K+)-ATPase (in nmol.Pi-1.min-1) 
measured in C11 cells (16.5 ± 3.4) was similar to that of C7 (21.4 ± 2.6, p = 0.18) and 
higher than that found in C11 cells when seeded at low density. We found that during cell 
multiplication some C11 cells showed morphological changes and lost the CA activity and 
the label to PNA, suggesting a phenotype differentiation and maybe justifying the higher 
(Na++K+)-ATPase activity observed in a higher density C11 cell culture. We also found 
that in C11 culture most of the cells did not label for a1 and that PNA labeling was more 
frequent in cells that also labeled for a1. Alkalinization led to an increase in Na+-ATPase 
activity (in nmol.Pi-1.min-1) from 22 ± 2.5 (pH 7.4) to 54.2 ± 9.5 (pH 7.8, p <0.01) in C11 
cell. Acid-base stimulation did not change enzymes activities in C7. The addition of NaCl 
or mannitol to the C7 cell medium did not modifyed the activity of Na+-ATPase while 
increased that of (Na++K+)-ATPase. Conclusions: Na+-ATPase activity was higher than 
that of (Na++K+)-ATPase in MDCK C11 cells, and in MDCK C7, the two enzymes had 
similar activities. The low (Na++K+)-ATPase activity in MDCK C11 cells and the absence 
of expression of a1 subunit in MDCK C11 cells that did not label for PNA suggest that 
(Na++K+)-ATPase is absent in intercalar type a cells. In C11 cells, the increase in Na+-
ATPase activity with cell medium alkalinization demonstrates Na+-ATPase involvement in 
cell homeostasis. The Na+-ATPase activity in C7 cells was not modulated. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos básicos da estrutura renal e particularidades dos segmentos 
tubulares  

O rim, órgão fundamental para a homeostase do meio interno dos animais 

superiores, exerce papel importante na manutenção do equilíbrio ácido-básico e 

hidro-eletrolítico, na excreção de toxinas endógenas e exógenas e na produção e 

metabolismo de vários hormônios. A unidade morfofuncional do rim é o néfron, 

que é composto por uma parte vascular e outra tubular, cada qual com 

componentes celulares e características funcionais próprias.  

A porção vascular é formada pela artéríola aferente, corpúsculo 

glomerular e artéríola eferente. O corpúsculo glomerular inclui a rede de capilares 

glomerulares e as células mesangiais e epiteliais (podócitos). As células 

endoteliais dos capilares glomerulares, juntamente com a membrana basal e 

podócitos, formam uma membrana que separa o espaço vascular do tubular, 

chamada membrana de filtração glomerular. Por mecanismo dependente das 

forças hidrostática, oncótica e eletrostática, ocorre a filtração do plasma, havendo 

passagem seletiva dos solutos através da membrana glomerular, formando no 

espaço de Bowman o ultrafiltrado glomerular, cuja composição iônica, muito 

semelhante à do plasma, é modificada ao longo dos diferentes segmentos 

tubulares até sua excreção sob a forma de urina, como ilustra a Figura 1.  
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Figura 1: Representação esquemática do néfron. Estruturas vascular e tubular e suas funções. 
Adaptado. (TANNER, 2005).  

O parênquima renal pode ser dividido em duas porções: o córtex e a 

medula renal. O córtex corresponde à porção mais externa do rim, justaposta à 

cápsula renal, sendo formado basicamente pelos tufos glomerulares e pelos 

segmentos proximais e distais dos túbulos. 

Os segmentos tubulares são formados pelas células epiteliais renais, que 

estabelecem a interface entre o meio luminal (intratubular) e o meio intersticial 

(basolateral). As células epiteliais dos diferentes segmentos do néfron 

apresentam características morfológicas e funcionais distintas. De acordo com 

nomenclatura internacional estabelecida em 1998, a parte tubular é dividida em 

quatro divisões principais: túbulo proximal, túbulo intermediário, túbulo distal e 

sistema coletor. O túbulo proximal comporta duas porções, a porção convoluta do 

túbulo proximal (PCT) e a porção reta do túbulo proximal (PST). O túbulo 

intermediário é formado pelas porções fina descendente (DTL) e pela porção fina 

ascendente (ATL) da Alça de Henle. O túbulo distal é formado pelas porções 

ascendente espessa ou reta (DST ou TAL) e convoluta (DCT). O sistema coletor é 

constituído pelo túbulo de conexão (CNT) e pelo ducto coletor (CD), o qual 

Secreção

 
Excreção
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comporta 3 subdivisões, o ducto coletor cortical (CCD), o ducto coletor medular 

externo (OMCD) e o ducto coletor medular interno (IMCD) (KRIZ e BANKIR, 

1988). As siglas utilizadas são as empregadas internacionalmente. 

A polaridade é uma das características básicas dos epitélios 

transportadores de água e sal, sendo que a expressão de distintos 

transportadores nas membranas luminal e basolateral é um de seus aspectos 

fundamentais. A reabsorção e secreção de diferentes substâncias ao longo do 

néfron dependem da existência de transportadores específicos expressos nas 

membranas das células epiteliais dos diferentes segmentos tubulares. São esses 

transportadores que conferem as características funcionais próprias de cada 

segmento do néfron. 

O esquema básico da reabsorção transepitelial de água e solutos ao longo 

do néfron envolve a presença de transporte ativo primário de sódio na membrana 

basolateral, capaz de gerar o gradiente necessário para a entrada desse íon 

através da membrana luminal. Esta entrada de sódio pode ocorrer tanto por vias 

passivas como por mecanismos ativos secundários, que utilizam o gradiente 

eletroquímico do sódio para promover o transporte ou outros íons ou moléculas 

contra seus respectivos gradientes eletroquímicos. São conhecidas duas 

ATPases transportadoras do íon sódio: a (Na++K+)-ATPase, sensível à ouabaína, 

e a Na+-ATPase, insensível à ouabaína e sensível à furosemida, sobre as quais 

faremos uma revisão em secção posterior desta introdução.  

Utilizando esse arranjo de transportadores, o túbulo proximal reabsorve 

67% do sódio, 70% da água, 80% do bicarbonato e a totalidade de proteínas e 

glicose presentes no ultrafiltrado glomerular. Aí também se dá a secreção de 

ânions e cátions orgânicos. Esse segmento do néfron tem importante papel na 
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regulação do equilíbrio ácido-básico, já que reabsorve grande quantidade de 

bicarbonato de sódio. A presença de uma enzima, a anidrase carbônica (AC) e de 

um trocador de Na+/H+ (NHE-3) são fundamentais para a regeneração intracelular 

do bicarbonato filtrado. 

Devido à grande expressão constitutiva de canais de água (aquaporinas, 

AQP) nas membranas luminal e basolateral das células do porção fina 

descendente da alça de Henle, estes segmento apresenta alta permeabilidade à 

água, o que permite que o fluido tubular se concentre ao longo do mesmo à 

medida que penetra na medula renal, área de alta osmolaridade (NIELSEN et al., 

2002). Assim sendo, ao longo da porção fina descendente da alça de Henle o 

fluido intraluminal se concentra, atingindo, na espécie humana, osmolaridade de 

até 1200 mOsm/L na curvatura da alça de Henle. 

Em contraste, na porção ascendente espessa ou reta do túbulo distal 

ocorre diluição do fluido intraluminal, pois suas células são impermeáveis á água 

e têm junções que impedem seu transporte paracelular. A membrana basolateral 

dessas células expressam a (Na++K+)-ATPase, que gera o gradiente intracelular 

favorável à reabsorção de sódio através da membrana luminal pelo transportador 

Na+/K+/2Cl- (NKCC2).  Há assim grande reabsorção de eletrólitos sem transporte 

de água, causa primária da formação da hipertonicidade medular. O gradiente 

osmótico gerado na porção ascendente espessa representa a força motriz que 

permite a reabsorção da água no ducto coletor sob controle hormonal (ADH), 

portanto ajustada às necessidades do organismo. Dessa reabsorção depende, 

por sua vez, a reabsorção de uréia na porção final do ducto coletor, mecanismo 

que amplifica a hipertonicidade medular. Por outro lado, a diluição do ultrafiltrado 

tubular nesse segmento do néfron é fundamental para o processo de 
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concentração urinária. No túbulo coletor distal em sua parte convolulta ocorre 

parte da reabsorção do sódio filtrado através do cotransporte de Na+/Cl+, 

mecanismo ativo secundário presente na membrana apical, sensível aos 

diuréticos tiazídicos. Após este segmento há um segmento de conexão, o túbulo 

de conexão, região transicional entre ducto coletor distal e o ducto coletor. 

O ducto coletor reabsorve somente 3 a 5% do sódio presente no 

ultrafiltrado, no entanto é neste segmento que ocorre o ajuste fino da excreção do 

sódio, água, hidrogênio e bicarbonato. Esse ajuste fino é intensamente modulado 

pelos hormônios que controlam a atividade e a expressão de transportadores nas 

membranas das células do ducto coletor.  

A Figura 2 mostra a participação dos diferentes segmentos do néfron na 

reabsorção de sódio e os principais mecanismos moleculares de transporte iônico 

presentes na membrana luminal que estão envolvidos nesse processo.  

Figura 2 - Percentagem de reabsorção de Na+ nos diferentes segmentos do néfron (ELLISON, 
2004).    
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25%
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1.2 O ducto coletor e a medula renal  

O ducto coletor é o segmento final da porção tubular. Embriologicamente 

se origina de tecido distinto dos demais segmentos tubulares. O ducto coletor 

juntamente com o sistema pielocaliciano e ureter se originam do divertículo 

metanéfrico ou broto uretérico, enquanto os demais segmentos tubulares e o 

corpúsculo glomerular advêm do mesoderma metanéfrico ou blastema 

metanefrogênico (MOORE, 1990; AL-AWQATI e SCHWARTZ, 2004).  

Apesar da diferença embrionária, morfologicamente e funcionalmente as 

células do coletor se assemelham às demais células tubulares. Em termos 

fisiológicos o ducto coletor é considerado parte do sistema tubular e não do 

pielocalicial. 

O ducto coletor tem um segmento cortical e outro medular. O cortical é 

composto pelo túbulo coletor cortical inicial (iCCT), seguido pelo túbulo coletor 

cortical (CCT). Na medular externa, encontra-se a porção inicial, denominada 

segmento externo do ducto medular externo (OMCD-OS) seguida do segmento 

interno (OMCD-IS). Seguindo em direção ao cálice renal encontra-se o ducto 

coletor medular interno (IMCD), composto de três segmentos, denominados 

seqüencialmente de IMCD1, IMCD2 e IMCD3. Diversos sistemas coletores 

convergem para a papila renal. A partir daí o fluido urinário atinge os cálices 

renais e, por fim, o seio renal e ureter. A Figura 3 representa a organização do 

néfron no parênquima renal. 

O ducto coletor e formado por dois tipos celulares: células principais e 

células intercalares. Células intercalares são separadas ainda em tipo a, ou tipo A 

e tipo ß, ou tipo B.  
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Figura 3 – Segmentos do néfron e disposição dos segmentos nas zonas corticais e medulares do 
rim. Números representam os diversos segmentos do néfron. O ducto coletor medular interno 
divide-se ainda em três porções: IMCD1, IMCD2, IMCD3 (não representados na figura), 
localizadas, respectivamente, na região mais externa, na região intermediária e na região interna 
da medula renal. Adaptado. (MELLO-AIRES, 1991)  

Tais células se distribuem de maneira desigual pelo ducto coletor. Mais 

abundantes, as células principais se distribuem por todo o segmento perfazendo 

60 a 90% do tipo celular predominante no epitélio ductal. As células intercalares 

por sua vez, contribuem para 10 a 30 % da formação deste epitélio e se rarefazem 

em direção da papila renal. No ducto coletor medular externo (OMCD) as células 

do tipo ß são expressas em pequena quantidade. No ducto coletor medular interno 

(IMCD) são raras as células do tipo ß (BRENNER, 2004; WAGNER et al., 2004).  

Este padrão de distribuição das células na região do ducto coletor foi atribuído à 

presença da uréia em altas concentrações nas regiões mais internas da medula. 

Foi observado que a diferenciação celular para células intercalares (peanut 
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aglutinin - PNA positivas) depende de estímulo da aldosterona e que altas 

concentrações de uréia impedem a diferenciação celular (SCHUMACHER et al., 

2003). 

A maior absorção de sódio acontece no segmento inicial, o túbulo coletor 

cortical - CCT, enquanto no ducto coletor medular externo na porção externa - 

OMCDo, pelo predomínio de células intercalares tipo a é o principal sitio de 

acidificação do ducto coletor. No ducto coletor medular interno - IMCD quase ou a 

totalidade das células são principais (BRENNER, 2004).  

O pH intraluminal do ducto coletor usualmente é mais ácido que o dos 

segmentos anteriores devido ao processo de secreção de H+, sendo amônia e 

fosfato os tampões aí encontrados (SILBERNAGL e DESPOPOULOS, 2003,a ). 

Quando, por diferentes motivos, ocorre alcalose sistêmica, a urina apresenta pH 

básico.  Os mecanismos deflagrados para realizar o equilíbrio ácido-básico do 

meio interno determinam a secreção adequada de ácido ou de base, o que terá 

como conseqüência a variação do pH urinário. 

A alta concentração de sódio e uréia no interstício medular torna o 

ambiente hiperosmótico, o que é fundamental para o controle da tonicidade do 

meio interno do organismo. O processo que deflagra a concentração medular é a 

reabsorção de sal sem água, que ocorre no segmento ascendente espesso da 

alça de Henle. A hipertonicidade medular, por sua vez, permite que haja 

reabsorção de água no ducto coletor cortical e medular externo através de canal 

de água do tipo 2 (AQP-2) regulado pela vasopressina. Este processo leva à 

concentração intratubular da uréia, que não é permeável nessas regiões. A uréia 

assim concentrada é reabsorvida através dos canais de uréia do tipo UT- A1 e 

UT- A3, e talvez UT- A4 na parte terminal do ducto coletor, localizada na ponta da 
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papila, concentrando, dessa forma o interstício medular papilar. Tanto a AQP-2 

como os canais UT- A1 e UT- A3 são regulados por vasopressina. A uréia assim 

reabsorvida para o interstício papilar pode ser passivamente transportada para o 

interior do vaso reto ascendente, que, por ser fenestrado, é altamente permeável 

a essa molécula. Esse vaso, com sangue enriquecido em uréia, ao atingir 

progressivamente porções mais altas do interstício medular, com concentrações 

menores de uréia, retorna ao interstício. De novo no interstício, mas em níveis 

mais distantes da papila, a uréia pode ser absorvida via canais UT- B em 

segmentos mais altos do vaso reto descendente ou ser secretada na porção fina 

descendente da alça de Henle através de canais de uréia do tipo UT- A2. Esse 

processo permite, portanto, a recirculação da uréia, reduzindo sua perda urinária 

e mantendo osmólitos ativos na medula renal (Figura 4). Os vasos retos 

ascendentes exercem papel essencial na formação de um gradiente 

homogeneamente progressivo de uréia ao longo do eixo córtico-medular (YANG e 

BANKIR, 2005). 

Por outro lado, a constante reciclagem da uréia na região medular faz com 

que este osmólito seja o principal responsável pela alta osmolaridade da região 

medular (BAGNASCO, 2000; FENTON e KNEPPER, 2007).  A vasopressina 

(hormônio antidiurético – ADH) é essencial para o ajuste final da concentração 

urinária, pois promove tanto a inserção de AQP-2 nas células principais, 

permeabilizando a membrana apical destas células à água, como a inserção dos 

diferentes canais de uréia envolvidos no processo acima descrito (NIELSEN et al., 

2002; YANG e BANKIR, 2005). 
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Figura 4 - Diagrama mostrando as vias vasculares e tubulares da recirculação de uréia na medula 
renal. As alças longa e curta de Henle são mostradas nas quatro zonas renais juntamente com o 
ramo arterial descendente e o ramo venoso ascendente da vasa recta (DVR e AVR, 
respectivamente). Córtex = C; Porção externa da medula externa = OS; Porção interna da medula 
externa= IS; Medula interna = IM; canal trasportador de uréia = UT; vasa recta descendente = 
DVR; vasa recta ascendente = AVR.  (YANG e BANKIR, 2005).    

Estudos recentes e ainda não conclusivos indicam que a vasopressina 

(ADH) regula a expressão de transportadores de uréia nas células do ducto 

coletor medular interno - IMCD de maneira semelhante ao que acontece com a 

AQP-2. O ADH através da via Adenilato Ciclase/AMPc/PKA estimularia a 

fosforilação de UT-A1 e UT-A3 e induziria acúmulo destes na membrana das 

células do IMCD (FENTON, 2009).  

Tendo em vista que a perfusão sangüínea da medula representa uma 

fração muito pequena do fluxo sangüíneo renal total, nessa região a lavagem 

tissular é menos intensa, preservando a osmolaridade medular. Um dos 
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mecanismos de regulação da osmolaridade medular se dá pelo ajuste do fluxo 

sanguíneo nos vasos retos. Um aumento do fluxo favorece a drenagem de 

osmólitos a favor de gradiente de concentração e reduz a osmolaridade do 

interstício (BAGNASCO, 2000; FENTON e KNEPPER, 2007). Alguns estímulos 

hormonais determinam aumento do fluxo sanguíneo nos vasos retos, entre eles, 

os hormônios natriuréticos, a bradicinina e a prostaglandina. Como conseqüência 

da perda de sódio e uréia do interstício medular, ocorre redução do gradiente 

osmótico favorável à reabsorção de água no ducto coletor.   

1.3 Composição celular do ducto coletor e suas funções específicas  

Como dito acima, há três tipos celulares no epitélio do ducto coletor: a 

célula principal e as intercalares do tipo a e do tipo ß. Foram descritas em rins de 

coelhos e ratos, mas não em humanos, células intercalares com características 

mistas, chamadas do tipo não a não ß (BRENNER, 2004; WAGNER et al., 2004; 

WALL, 2005). Em seguida serão descritas as características de cada tipo celular.  

1.3.1 A célula principal   

A célula principal é funcionalmente diferenciada, caracterizando-se por 

reabsorver sódio e água e secretar potássio. A presença de transportadores com 

localização especifica na membrana basolateral ou apical e a presença de 

junções intercelulares de baixa permeabilidade (tight junctions) são responsáveis 

pelas características funcionais do epitélio formado por estas células. 

Na membrana basolateral há a presença de (Na++K+)-ATPase, canais de 

água (AQP do tipo 3 e 4), canais de potássio e trocadores de sódio e hidrogênio. 
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Na membrana luminal temos a presença de canais de sódio (ENaC), canais de 

potássio (ROMK), e AQP-2, como esquematizado na Figura 5.              

Figura 5 – Esquema da célula principal do ducto coletor. Estão representados os transportadores 
presentes nas membranas luminal e basolateral. Destaque deve ser dado à (Na++K+)-ATPase, 
transportador ativo primário responsável pelo gradiente de sódio necessário para o tráfico 
transcelular desse íon. Abreviações: AQP-2, aquaporina 2; AQP-3/4, aquaporina 3 e 4; ROMK, 
canal de potássio de medula externa; EnaC, canal de sódio eletrogênico; Na,K-ATPase, ATPase 
trocadora de sódio-potássio, NHE-1, trocador de sódio e hidrogênio do tipo 1. Adaptado. 
(FERAILLE e DOUCET, 2001).   

A presença da (Na++K+)-ATPase na membrana basolateral é fundamental 

para o funcionamento da célula. Sua atividade mantém a concentração 

intracelular de sódio mais baixa do que na luz tubular, favorecendo a sua entrada 

por canais de sódio (ENaC) localizados em membrana luminal. Essa entrada 

luminal de sódio gera um potencial elétrico transepitelial, com a luz negativa, 

podendo variar de 0 a -60 mV (VINCIGUERRA et al., 2005), que permite a 

Luminal BasolateralLuminal Basolateral



   

13

 
secreção do íon potássio. Em resumo, a célula principal tem como principal 

função reabsorver sódio e secretar potássio. 

A expressão protéica e a atividade dos transportadores de membrana na 

célula principal do ducto coletor são reguladas por diversos estímulos. Estes 

incluem a alteração da concentração iônica, com aumento do sódio intracelular e 

redução do potássio extracelular ativando o funcionamento da (Na++K+)-ATPase, 

e estímulos hormonais (FERAILLE e DOUCET, 2001; VINCIGUERRA et al., 

2005).  

O principal hormônio atuante na reabsorção de sódio é a aldosterona, 

descoberta em 1951 por Sylvia Simpson e James Tait, tendo recebido esse nome 

somente em 1954, após descrição de toda sua estrutura química (TAN et al., 

2004). A aldosterona é um hormônio mineralocorticóide, produzido na zona 

glomerulosa do córtex da glândula adrenal. Sua secreção é estimulada 

diretamente pela angiotensina II após disparo do sistema renina-angiotensina-

aldosterona (SRAA). Tanto a redução da volemia plasmática como a queda da 

pressão arterial ativam o SRAA, que, estimulando a reabsorção de sódio, leva à 

recuperação volêmica. O mecanismo de ativação do SRAA decorre da redução 

da filtração glomerular, que é sinalizada pela redução da concentração de NaCl 

na mácula densa (células especializadas de túbulo distal) ou por sinalização via 

receptores de estiramento existentes na arteríola aferente. A redução do fluxo 

significa possível hipovolemia e promove a secreção de renina na circulação, 

ativando o SRAA, o que leva a uma maior reabsorção de sódio.  

A aldosterona possui receptores específicos em vários tecidos, incluindo as 

células de ducto coletor. No ducto coletor a aldosterona induz aumento da 

atividade da (Na++K+)-ATPase e dos canais ENaC. Também aumenta a atividade 
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de outros transportadores como a H+-ATPase (WAGNER et al., 2004) e o trocador 

Na+/H+ (GEKLE et al., 2001). Em relação à (Na++K+)-ATPase, ocorrem dois 

mecanismos já bem descritos, um genômico, de resposta lenta e duradoura,  e 

outro, não genômico, de resposta rápida. 

O efeito genômico é dado pelo estímulo hormonal da síntese protéica, 

portanto, de resposta mais lenta e duradoura. A aldosterona ligada aos receptores 

intracitoplasmáticos de mineralocorticóides é internalizada no núcleo celular e 

estimula a síntese da (Na++K+)-ATPase. A enzima recém sintetizada é então 

transportada pelo aparato celular em vesículas de membrana do retículo 

endoplasmático que irão se fundir à membrana basolateral, aumentando 

progressivamente o pool do transportador aí presente. Após estímulo inicial 

observa-se aumento progressivo da atividade enzimática com pico em 24 horas, 

perdurando até dois dias.  

A indução não genômica da atividade da (Na++K+)-ATPase ocorre por 

estímulo à migração de vesículas intracitoplasmáticas para a membrana 

basolateral (MBL). Tais vesículas contêm (Na++K+)-ATPase já sintetizada e 

aumenta rapidamente a capacidade absortiva de sódio, secundário ao aumento 

do pool de enzima na membrana. O aumento da atividade pode ser notado 30 

minutos após o estímulo e permanece por até 3 horas. Após 3 horas do estímulo 

inicial pela aldosterona, o aumento da atividade da (Na++K+)-ATPase é 

dependente da síntese protéica.(SUMMA et al., 2001; LE MOELLIC et al., 2004)  

Os mecanismos intracelulares envolvidos na indução da resposta não 

genômica não estão adequadamente esclarecidos. Em células MDCK foi descrita 

a interação com receptores de EGF, tipo tirosina-cinase, com estímulo direto e 

indireto da (Na++K+)-ATPase (GEKLE et al., 2002a; b). Em células M1-CCD, 
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derivadas de camundongo, a resposta não genômica foi associada à ativação de 

uma via MR/EGFR/PKD1 (MCENEANEY et al., 2007) e nas células RCCD2, 

derivadas de rato,  foi descrito o envolvimento de sinalização por PKCa, estando 

este mediador também envolvido na ativação genômica (LE MOELLIC et al., 

2004). 

A ativação da (Na++K+)-ATPase por aldosterona foi demonstrada 

anteriormente em diversos tipos celulares semelhantes às células do ducto 

coletor, incluindo células MDCK-C7 (BLAZER-YOST et al., 1996); MDCK 

“primitivas” (GEKLE et al., 2002a; b); ASDN, derivadas de camundongo (SUMMA 

et al., 2004); CCD, extraídas de ratos por dissecção (SUMMA et al., 2001); 

RCCD2 (LE MOELLIC et al., 2004); IMCD-3, derivadas de camundongo (GUMZ et 

al., 2003; ZIES et al., 2007); e células A6 de rim de Xenophus Laevis  (PFEIFFER 

et al., 1999).  

A aldosterona também induz o aumento da expressão de canais de sódio 

(ENaC) na membrana apical, favorecendo a entrada de sódio no meio intracelular 

e o tráfico transcelular de sódio. Foi descrito o aumento da atividade desses 

canais por uma via rápida (em duas horas), que envolve um estímulo direto do 

ENaC por uma cinase induzida por glicocorticóide 1 (SGK 1) e por uma via 

indireta, através da inibição da proteína que provoca endocitose do ENaC, a Nedd 

4-2 (THOMAS e ITANI, 2004; RAIKWAR e THOMAS, 2008).   

Outro hormônio atuante na regulação das funções das células principais é 

o hormônio antidiurético (ADH) ou vasopressina. A síntese do ADH se dá no 

hipotálamo e sua secreção na neuro-hipófise, que é regulada via osmorreceptores 

sensíveis a pequenas variações da osmolaridade plasmática. Na circulação, o 

ADH se liga a receptores de dois tipos: do tipo V1, localizados principalmente em 
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vasos sanguíneos e que promove a contração da musculatura lisa vascular (via 

liberação de endotelina, se ligando a receptor ETA e aparentemente dependente 

de sinalização intracelular por PKC) (SILBERNAGL e DESPOPOULOS, 2003,b; 

YANG et al., 2010) , e do tipo V2, localizados nas células principais do néfron 

distal. 

Como indicado na Figura 6, o ADH ao se ligar ao receptor V2 presente na 

membrana basolateral da célula principal dispara a cascata de sinalização de 

adenilato ciclase/AMPc/PKA. O aumento do AMPc desencadeia a migração de 

vesículas submembranais para a membrana luminal. Tais vesículas contêm 

proteínas pré-sintetizadas, as AQP-2, que tornam a membrana apical da célula 

principal permeável à água. Dessa maneira é possível que a água seja 

transportada transcelularmente, de acordo com o gradiente osmolar existente 

entre lúmen, célula e interstício. O aumento da expressão dessas proteínas na 

membrana é rápido, com pico de ação em minutos e duração de até 12 horas. 

Colabora para o controle da reabsorção de água dependente de ADH a presença 

de junções tipo tight nesse segmento tubular, o que impede a passagem de água 

por via paracelular, ficando sua reabsorção totalmente dependente da via 

transcelular. A passagem da molécula de água pela membrana basolateral é 

garantida pela expressão constitutiva de AQP- 3 e 4 nesta estrutura celular 

(NIELSEN et al., 2002; BEDFORD et al., 2003).  

O ADH também aumenta a atividade da (Na++K+)-ATPase e do ENaC.  Em 

células do ducto coletor foi observado que vasopressina estimula rapidamente o 

transporte iônico, com pico em torno de 20 minutos e duração de até 2 horas 

(BLAZER-YOST et al., 1996). A indução também se dá por estímulo da via 

adenilato ciclase/AMPc/PKA (GONIN et al., 2001; VINCIGUERRA et al., 2005). É 
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provável que o estímulo principal se dê no ENaC e o aumento do sódio 

intracelular aumente a  atividade de (Na++K+)-ATPase. A Figura 6 exemplifica os 

processos de sinalização intracelular da ativação dos transportadores de 

membrana em células principais mediados por estímulo hormonal.  

 

Figura 6 - Mecanismos de controle hormonal da reabsorção de sódio pela célula principal e vias de 
sinalização intracelular. Abreviações: AC, adenilato ciclase; AMPc, monofosfato cíclico de 
adenosina; ATP, adenosina trifosfato; AVP, vassopresina;  DAG, diacilglicerol; ET, endotelina; G, 
proteína G de membrana (i = inibitória e s = estimuladora); IP-3, inositol trifosfato; MR, receptor de 
mineralocorticóide; PK, proteína cinase; PLC, fosfolipase C; V2, receptor de vassopresina tipo 2. 
(FERAILLE e DOUCET, 2001).      
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1.3.2 Células intercalares   

As células intercalares participam da regulação do equilíbrio ácido-básico 

do organismo através da excreção ou reabsorção de H+ ou HCO3
- do lúmen 

tubular, modificando, assim o pH urinário. 

As células a se localizam em vários segmentos do néfron distal (DCT, CNT, 

CCD, OMCD e no início do IMCD), sendo a célula intercalar majoritariamente 

encontrada no ducto coletor medular. Como indicado na Figura 7, este tipo celular 

tem como principal característica a presença da H+-ATPase na membrana luminal 

e do trocador de ânion AE1 (Cl-/HCO3
-) na membrana basolateral, o qual troca o 

ânion bicarbonato intracelular pelo ânion cloreto presente no meio extracelular, 

sendo, assim responsável pela secreção de H+ e reabsorção de HCO3
-.   

 

Figura 7 - Subtipos de células intercalares presentes em ducto coletor de ratos. Abreviações: L, 
luminal; BL, basolateral, ATP, adenosina trifosfato; AE, trocador de ânion; NBC3, co-transportador 
de sódio e bicarbonato do tipo 3 e Pds, Pendrina.  

A existência da anidrase carbônica no citoplasma favorece a reação H2O + 

CO2  H+ + HCO3
-, aumentando a eficiência da regeneração do bicarbonato e 
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secreção de íon hidrogênio. A atuação da célula a ocorre, portanto, em situações 

de acidose sistêmica. É importante citar que os sistemas tampão presentes na luz 

tubular permitem que a concentração luminal de H+ seja mantida em níveis 

baixos, assim garantindo o gradiente favorável para sua secreção tubular, etapa 

importante para a regeneração do bicarbonato.  

As células do tipo ß, por sua vez, secretam o íon bicarbonato na membrana 

luminal e reabsorvem o íon hidrogênio. Localizam-se nos segmentos DCT, CNT e 

CCD. Neste tipo celular, ao contrário do que ocorre nas células do tipo a, na 

membrana luminal se expressa um trocador de ânion (Cl-/ HCO3
-), denominado 

pendrina e codificado pelo gene Slc26a4, enquanto que na membrana basolateral 

está presente uma H+ATPase e dois mecanismos de transporte de bicarbonato, o 

trocador Cl-/HCO3
- (AE4) e o co-transportador Na+/HCO3

- (NBC3). Do mesmo 

modo que a célula intercalar do tipo a, a célula do tipo ß também possui anidrase 

carbônica no citoplasma, funcionalmente importante em situações de alcalose 

sistêmica, quando ocorre secreção tubular do excesso de bicarbonato. As 

características da distribuição dos principais transportadores iônicos presentes 

nessas células estão esquematizadas na Figura 7. 

Diferentemente das células principais, onde ocorre predominantemente 

secreção de K+, nas células intercalares há a reabsorção deste íon. Células 

intercalares do início do ducto coletor e do ducto coletor medular externo - OMCD 

reabsorvem potássio através da troca com o íon hidrogênio, principalmente em 

situações de hipocalemia. Esse transporte é dependente da atividade da (H++K+)-

ATPase), enzima que é expressa predominanemente nas células intercalares, 

ocorrendo também nas células principais do túbulo de conexão e do túbulo coletor 

cortical (GUNTUPALLI et al., 1997; VERLANDER et al., 2001). Células do ducto 
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coletor também apresentam canais de potássio, localizados em ambas as 

membranas, luminal e basolateral. As evidências experimentais indicam que tais 

canais são importantes na regulação da reabsorção/secreção de potássio pelas 

células do ducto coletor, embora tais mecanismos não estejam completamente 

esclarecidos. É sabido que ocorre uma ativação seletiva dos canais presentes na 

membrana luminal na vigência de hipercalemia, favorecendo a secreção do K+. 

Em situação de hipocalemia observa-se a supressão dos canais de potássio 

apicais e a ativação dos canais presentes na membrana basolateral, favorecendo 

a reabsorção de potássio. A hipocalemia é também o principal estímulo da 

ativação da (H++K+)-ATPase. Os mecanismos de regulação do transporte de K+ 

estão ilustrados na Figura 8 (GIEBISCH et al., 2003; WANG e GIEBISCH, 2009).       

Figura 8 – Mecanismo de regulação de secreção e absorção de K+ em células do ducto coletor. 
Abreviações: BK, canal de potássio “Maxi-channels”; IC, células intercalares do ducto coletor; PC, 
células principais do ducto coletor e ROMK, canal de potássio da medula renal externa. (WANG e 
GIEBISCH, 2009).  

Também foi descrita a existência de células do tipo não a e não ß, com 

distribuição semelhante à da célula do tipo ß, com maior localização no túbulo de 

Aldosterona 

Alta ingestão de K+

 

Baixa ingestão 

de K+ 
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conexão - CNT. Estas células apresentam pendrina na membrana luminal e a H+-

ATPase e o transportador AE4 na membrana basolateral. Há evidências de que, 

funcionalmente, estas células possam originar as células do tipo a ou ß, de 

acordo com as condições do equilíbrio ácido-básico.  

Em condições controle, a maior ocorrência de células do tipo a que as do 

tipo ß corresponde à necessidade funcional, já que o processo de respiração 

celular e o catabolismo protéico levam à produção de ácidos. No organismo 

humano há a produção média diária de 1 mEq de H+ por quilo de peso, sendo 

essencial a eliminação do hidrogênio pelos rins para evitar acidose metabólica. 

Diferentemente das demais células do organismo, em que a (Na++K+)-

ATPase é constitutiva, sua expressão em células intercalares é controversa, 

contrastando com sua inequívoca presença na célula principal (FERAILLE e 

DOUCET, 2001; BRENNER, 2004). Diversos autores não obtiveram sucesso em 

identificar a (Na++K+)-ATPase em células intercalares (PREISS et al., 1979; 

KASHGARIAN et al., 1985; HOLTHOFER et al., 1987; WETZEL e SWEADNER, 

2001), enquanto outros, utilizando diferentes técnicas, descreveram a discreta 

presença dessa enzima em diferentes espécies animais (RIDDERSTRALE et al., 

1988; BUFFIN-MEYER et al., 1998; SABOLIC et al., 1999).  

1.4 A (Na++K+)-ATPase  

A (Na++K+)-ATPase, enzima presente em quase todas as células dos 

organismos eucarióticos, foi descrita em 1957 por J.C. Skou (SKOU, 1957), sendo 

sua descoberta premiada em 1997 com o prêmio Nobel (PEDERSEN, 2005). Por 

causar extrusão de sódio e intrusão de potássio, mantém a concentração 
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intracelular baixa em Na+ e alta em K+. Esse transporte apresenta estequiometria 

fixa (saída de três moléculas de Na+ para cada duas de K+ que entram célula) 

criando as condições para que se estabeleça o potencial elétrico característico da 

membrana celular, sendo a face interna negativa e a extracelular positiva. A 

(Na++K+)-ATPase é o maior determinante da baixa concentração do sódio no 

meio intracelular (THERIEN e BLOSTEIN, 2000), sendo sua atividade dependente 

da hidrólise da adenosina trifosfato (ATP). Como ilustra a Figura 9, sua 

distribuição ocorre de maneira heterogênea nos diferentes segmentos dos túbulos 

renais, sendo sua maior expressão nos túbulos proximais, na alça ascendente 

espessa e no ducto coletor (BRENNER, 2004). 

 

Figura 9 - Atividade da (Na++K+)-ATPase em segmentos tubulares renais localizados na medula 
do rim de rato (excluindo TCP e TCD). Quanto maior a espessura representada, maior a atividade. 
Em parênteses, atividade expressa em pmol/min/mm. Abreviações: PST, túbulo reto proximal, 
LDL, alça longa de Henle (OM = medula externa e IM = medula interna); ATL, ramo ascendente 
fino, TAL, ramo ascendente espesso (C = cortical e M = medular); SDL, alça curta de Henle; CCD, 
ducto coletor cortical; OMCD, ducto coletor medular externo; IMCD, ducto coletor medular interno 
(0 = externo e i = interno). (Modificado de BRENNER, 2004).  

A (Na++K+)-ATPase é formada por três subunidades: a, ß e . A 

subunidade a detém a característica de transporte de sódio e nela se encontram 

os sítios de ligação das substâncias que estimulam a atividade do transportador: 

Na+ e ATP no lado intracelular e K+ e ouabaína no lado extracelular. É, portanto, 
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considerada a subunidade catalítica da enzima. A subunidade a é uma proteína 

de membrana com 10 domínios intramembranais (M1-M10), com domínios 

intracelulares terminais NH2 e COOH e uma alça citoplasmática longa (M4-M5). 

Neste segmento intracitoplasmático se localiza o sitio de fosforilação do ATP, 

zona altamente conservada e característica das P-ATPases. A ouabaína se liga 

aos domínios M1 a M4 e as porções terminais intracelulares são pontos de 

fosforilação por proteínas cinase. A subunidade ß não tem atividade enzimática ou 

de transporte, mas é fundamental para o funcionamento do transportador, pois 

auxilia na formação da dobradura característica da subunidade a e estabiliza a 

mesma na membrana, além de orientar seu transporte dos retículos para a 

membrana plasmática.  

A subunidade ß1 é essencial tanto na polarização do epitélio como na 

adesão celular. Foi verificado que nas células MDCK a localização da (Na++K+)-

ATPase na membrana baso-lateral depende do contacto entre as células que 

expressam a proteína ß1 (SHOSHANI et al., 2005; CONTRERAS et al., 2006). 

Mais recentemente foi demonstrado que células incubadas com anticorpos contra 

o domínio extracelular da subunidade ß1 da (Na++K+)-ATPase apresentam 

inibição da formação de contacto intercelular (VAGIN et al., 2009).  

A subunidade  não é necessária ao funcionamento enzimático, no entanto 

foi verificado que esta modifica a afinidade da enzima ao ATP, ao sódio e ao 

potássio (THERIEN e BLOSTEIN, 2000; FERAILLE e DOUCET, 2001). 

Há várias isoformas de cada uma das subunidades da (Na++K+)-ATPase. A 

subunidade a é sintetizada por 4 genes, dando origem às isoformas a 1, 2, 3 e 4. 

Todas apresentam seqüências gênicas bastante conservadas entre si, mas são 

diferentemente expressas nos tecidos dos mamíferos. A isoforma 1 está presente 
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em todos os tecidos, sendo no tecido renal a única isoforma expressa; a isoforma 

2 é expressa no coração, músculo esquelético e cérebro; a isoforma 3 em tecido 

neuronal e ovário; e a quatro é restrita ao testículo (FERAILLE e DOUCET, 2001; 

DOSTANIC-LARSON et al., 2006).   

A (Na++K+)-ATPase sofre uma fosforilação transitória para a sua ativação, 

sendo chamada, também, de E1-E2 ATPase porque exibe dois domínios 

conformacionais, um quando não fosforilada (E1 e E2) e outro quando fosforilada 

(E1-P e E2-P). A fase E1 tem alta afinidade pelo ATP e sódio e baixa ao potássio. 

Na forma E2 a acessibilidade dos cátions ocorre pelo lado externo da membrana 

com baixa afinidade ao sódio e alta ao potássio. A ativação do transportador se 

inicia com a ligação do ATP, magnésio e sódio na face intracelular de E1, seguida 

de fosforilação do E1 a E1-P e o fechamento dos íons sódio dentro deste 

complexo. Com a liberação do ADP há a transformação para a forma E2-P com 

abertura extracelular e liberação do sódio e ligação a este sítio do potássio 

extracelular. Há então defosforilação a E2 com oclusão do potássio dentro do 

complexo. Por fim, há uma reversão espontânea para E1 com liberação do 

potássio dentro da célula. A seletividade por Na pode ser substituída por lítio e a 

de potássio por rubídio (FERAILLE e DOUCET, 2001). Esse ciclo catalítico é 

ilustrado na Figura 10.  

A (Na++K+)-ATPase é caracteristicamente ativada por Na+ e ATP em 

sítios citoplasmáticos e por K+ em sítios extracelulares, ambos os íons atuando 

como substrato enzimático. A metade da ativação máxima (K0,5) ocorre entre 10–

40 mM e sua capacidade máxima (Km) é atingida com 60-100 mM de [Na+]i. Como 

a concentração de sódio intracelular habitual é de 5-20 mM, há uma grande 
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reserva funcional desta enzima, sendo que pequenas variações do [Na+]i 

determinam grandes variações na atividade enzimática. Em relação ao potássio, o 

Km é de 0,5-1,5 mM, sendo o potássio extracelular (3,5-5,0 mM) um fator não 

limitante para a atividade enzimática, salvo em situações de hipocalemia grave.   

 

Figure 10 – Ciclo de funcionamento da (Na++K+)ATPase. Observa-se o transporte iônico 
dependente do acoplamento de ATP. A fosforização e defosforilação da proteína levam a 
mudança conformacional da mesma, permitindo o transporte iônico transmembranal. Abreviações: 
ATP, adenosina trifosfato; ADP, adenosina difosfato; E, intermediário enzimático. Adaptado. 
(LODISH H., 2006).    

O K0,5 da (Na++K+)-ATPase para ATP é de 300 a 800 µM, sendo a 

concentração de ATP saturante para a enzima na maioria das células. No 

entanto, condições de hipóxia determinam queda importante do [ATP]i, podendo 

limitar a ativação da (Na++K+)-ATPase (THERIEN e BLOSTEIN, 2000). 

Os glicosídios digitálicos, sendo a ouabaína o mais descrito e utilizado, 

inibem a (Na++K+)-ATPase. A ouabaína se liga ao domínio extracelular da 
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(Na++K+)-ATPase em sua conformação E2 e diminui a afinidade para o potássio, 

atuando como um inibidor competitivo. A ouabaína, portanto, bloqueia a 

transformação de E2 para E1. Outro potente inibidor da (Na++K+)-ATPase, porém 

inespecífico, é o vanadato. Este se liga ao sítio de fosforilação da enzima e a 

bloqueia na forma E2. A ouabaína também inibe a atividade da forma não gástrica 

da H+-K+-ATPase (BUFFIN-MEYER et al., 1998). Já a forma gástrica dessa 

enzima pode ser inibida pelo composto SCH28080 (FERNANDEZ et al., 2000).  

1.5 A Na+-ATPase 

A extrusão ativa de sódio do interior celular para o meio extracelular, 

independente da (Na++K+)-ATPase, insensível à ouabaína, mas completamente 

inibida pelo ácido etacrínico, foi caracterizada em 1970 por Provérbio em fatias de 

córtex de rim de cobaio (Cavia porcellus). Desta observação surgiu a hipótese de 

haver duas bombas envolvidas na regulação do sódio intracelular e no controle do 

volume celular, a (Na++K+)-ATPase e a Na+-ATPase, que atuariam de forma 

independente (PROVERBIO F., 1970; PROVERBIO et al., 1988).  

Em 1981 foi verificado que essa atividade ATPásica insensível à 

ouabaína estava presente em frações de membrana basolateral de células 

obtidas do córtex de rim de porco (PROVERBIO e DEL CASTILLO, 1981). Sua 

presença foi confirmada em homogeneizado de córtex renal e membrana 

basolateral de células tubulares renais de rim de porco (DEL CASTILLO et al., 

1982) e de rato (MARIN et al., 1985a; b; PROVERBIO et al., 1986). Foram 

encontradas evidências indicando sua possível participação no controle do 

volume celular, tendo sido sugerido que, na verdade, a atividade da (Na++K+)-



   

27

 
ATPase não seria afetada por variações do volume celular, cabendo esta função 

à Na+ATPase (PROVERBIO et al., 1988). A Figura 11 representa 

esquematicamente a localização e o funcionamento da Na+ATPase na célula do 

túbulo proximal.  

 

Figura 11 - Desenho esquemático da célula do túbulo proximal indicando a localização da Na+-
ATPase e da (Na++K+)-ATPase. A (Na++K+)-ATPase é inibida por glicosídeos digitálicos (como a 
ouabaína) e a Na+-ATPase por diuréticos de alça (como a furosemida). Os demais transportadores 
presentes na célula do túbulo proximal também estão representados. Abreviaturas: Gli, glicose e 
AA, aminoácido.  

Nas células do túbulo proximal a atividade Na+-ATPásica representa 10% 

da atividade basal da (Na++K+)-ATPase. No entanto, esse pequeno percentual 

pode representar um transporte significativo de sódio, considerando que no 

segmento proximal ocorre reabsorção de 65% a 70% do sódio ultrafiltrado no 

glomérulo.  

A Na+-ATPase foi caracterizada como uma ATPase do tipo P, com  peso 

molecular de 100 KD (CARUSO-NEVES et al., 2001; MORCILLO, 2004), que  
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transporta ativamente sódio do meio intracelular para o extracelular. Seu ciclo 

catalítico é semelhante ao da (Na++K+)-ATPase, ocorrendo duas formas 

conformacionais: as formas E1 e E2, que serão fosforiladas. Inicialmente o sódio 

se liga à forma E1, em seguida, o ATP se une a este complexo, formando o 

intermediário NaE1~P, que sofre então mudança conformacional, direcionando o 

Na+ para o meio extracelular, onde perde afinidade a este íon, liberando-o para o 

meio extracelular, assim passando para a forma E2~P. O intermediário E2~P é 

então hidrolisado com liberação do P e liberação da forma E2, que retorna 

posteriormente à forma E1 (DE SOUZA, 2003; QUINTANA-GOMES, 2004). 

Várias características próprias da Na+-ATPase, apresentadas na Tabela 1, 

indicam tratar-se de uma enzima distinta da (Na++K+)-ATPase (DEL CASTILLO et 

al., 1982). 

Tabela 1: Características que diferenciam a Na+-ATPase da (Na++K+)ATPase (adaptado 
de Del Castillo, Marin et al., 1982). 

Característica Na+-ATPase

 

(Na++K+)-ATPase 

Requerimento de Mg Sim Sim 

Km mgATP (mM:mM) 1,2:0,48 0,5:0,5 

Km Na+ (mM) 8,0 16,0 

Requerimento de K+ Não Sim 

Estimulação por cátion Na>Li K>Rb>NH4>Cs > Na 

Estimulação por ânion Não Não 

Substrato ATP ATP>>>GTP,ITP,ADP,CTP 

Temperatura ótima (oC) 47 52 

pH ótimo 6,9 7,2 

Sensibilidade à ouabaína (7mM) 0% 100% 

Sensibilidade à furosemida (2mM) 95% 5% 

Sensibilidade ao ácido etacrínico (2 mM) 100% 60% 
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Nas células do túbulo proximal de rim de porco foi verificado que a 

atividade da Na+-ATPase pode ser modulada pela ação hormonal. A angiotensina 

II estimula a atividade da Na+-ATPase (CARUSO-NEVES et al., 2001; RANGEL et 

al., 2005), a angiotensina (1-7) a estimula via AT1 e a inibe via AT2 (LARA et al., 

2006), a urodilatina e o ANP inibem sua atividade (CARUSO-NEVES et al., 2004) 

e a bradicinina, via receptor B2, inibe a sua ação, enquanto a estimula via 

receptor B1 (CARUSO-NEVES et al., 1999b). A modulação da Na+-ATPase, leva 

a crer que a enzima atue no ajuste fino da reabsorção de sódio pelo túbulo 

proximal. A Tabela 2 resume a resposta da Na+-ATPase a alguns hormônios e 

autacóides. 

Tabela 2: Modulação de atividade da Na+-ATPase em células do túbulo proximal de rim 
de porco.  

Hormônio/Autacóide Efeito 

Angiotensina II AT1        AT2

 

Angiotensina (1-7) AT1        AT2

 

ANP 

 

Urodilatina 

 

Bradicinina B1          B2

 

Adenosina A2 

  

Ainda que os dados disponíveis indiquem que em mamíferos essa enzima 

se distribui paralelamente à (Na++K+)-ATPase, pouco se sabe sobre sua 

expressão ao longo do néfron, excetuando o túbulo proximal, onde foi bastante 

estudada. Sua presença foi identificada anteriormente em células MDCK I, 

derivadas de rim de cão e com características funcionais semelhantes às das 

células do ducto coletor (DE SOUZA et al., 2007b).  
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A Na+-ATPase também foi identificada no epitélio intestinal e tecido 

neuronal de mamíferos (BORGATTI et al., 1985; MORETTI et al., 1991; 

CARUSO-NEVES et al., 2002), em Trypanosoma cruzi (CARUSO-NEVES et al., 

1999a), em túbulos de Malphigi de Rodhinius prolixus (CARUSO-NEVES et al., 

1998), em Leishmania amazonensis (DE ALMEIDA-AMARAL et al., 2008), em 

Entamoeba histolytica (DE SOUZA et al., 2007a). Recentemente, foi clonada no 

Trypanosoma cruzi a estrutura de um transportador ativo de Na+, denominado 

ENA, com características que se assemelham à Na+-ATPase,  (IIZUMI et al., 

2006).  

1.6 H+-ATPase e (H++K+)-ATPase 

As células intercalares do ducto coletor expressam altos níveis de H+- 

ATPase quando comparadas a outras células tubulares. A H+-ATPase é uma 

ATPase do tipo V (vacuolar), com dois domínios, um catalítico extracelular (V1) e 

um ligado à membrana (V0). Cada domínio é composto de várias subunidades, 

sendo as isoformas B1, a4, G3, C2 e d2 expressas caracteristicamente no rim e 

em particular nas células intercalares. No domínio V0 se localiza o sítio de ligação 

do próton. Este transportador é potentemente inibido por níveis nanomolares de 

antibióticos macrolídios como a bafilomicina A1 e a concanamicina. Ambas 

interagem com subunidades do domínio membranoso do transportador. A H+-

ATPase localiza-se em vesículas intracelulares, onde participa da acidificação dos 

vacúolos fagocíticos e vesículas endossomais ou na superfície de algumas 

células, entre elas as intercalares do tipo a (na membrana luminal) e do tipo ß (na 

membrana basolateral). Na célula intercalar a, a H+-ATPase secreta o H+, 

enquanto que o reabsorve na célula intercalar ß. Nas células do tipo a o 
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funcionamento deste transportador depende da presença do tampão urinário 

(fosfato, citrato e amônia), da anidrase carbônica no citossol, e do transportador 

de bicarbonato na membrana basolateral. O sistema tampão reduz a 

concentração de hidrogênio livre tubular e mantêm o gradiente de próton 

favorável à atividade da H+-ATPase. A anidrase carbônica cataliza a reação que 

produz hidrogênio livre no meio intracelular e fornece substrato para a enzima e o 

transporte de bicarbonato equilibra o pH intracelular. A expressão do 

transportador na superfície celular pode ser aumentada através do acoplamento 

das vesículas citoplasmáticas à membrana. Estudos de imunohistoquímica 

demonstraram que em condições de acidose sistêmica há aumento da expressão 

da H+-ATPase na borda luminal  do epitélio do ducto coletor, enquanto que na 

alcalose esse aumento ocorre na membrana basolateral. Estímulos hormonais, 

como o da angiotensina II e o da aldosterona, aumentam a atividade da H+-

ATPase (WAGNER et al., 2004; JEFFERIES et al., 2008). 

A (H++K+)ATPase é uma P-ATPase encontrada nas células tubulares do 

ducto coletor, principalmente nas intercalares.  A (H++K+)ATPase é composta 

pelas subunidades a, com função catalítica, e ß, responsável pela estabilização 

da enzima, seu direcionamento à membrana, e pela troca ativa de H+ por K+. A 

subunidade a tem diferentes isoformas, enquanto a subunidade ß é única. 

Diferentes tipos de enzima foram identificados, caracterizados pelas isoformas da 

subunidade a, a saber: a forma gástrica (HKa1, isolada de células secretoras de 

ácido no estômago), a forma colônica (HKa2a, isolada de células de cólon de rato), 

e suas versões isoladas de rim de rato (HKa2b) e de coelho (HKa2c), uma forma 

clonada de bexiga de sapo (HKa3)  e uma outra clonada de pele humana (HKa4) 

(KRAUT et al., 2001). A forma gástrica é inibida pelo SCH-28080 e a forma 
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colônica é inibida pela ouabaína, sendo insensível ao Sch-28080 (CODINA e 

DUBOSE, 2006). Ambas as formas gástrica e colônica foram identificadas em 

células principais e intercalares de ducto coletor de rato e coelho.  Em rim 

humano foi somente identificado a presença das isoformas HKa1 e HKa4. Ambas 

estão presentes nas células intercalares a e, em menor extensão, nas células 

principais (KRAUT et al., 2001). Como ilustrado na Figura 8, a atividade desta 

enzima é modulada pela concentração plasmática de potássio. Não há relato de 

modulação da (H++K+)ATPase pela aldosterona em ducto coletor de ratos  (EIAM-

ONG et al., 1993). 

1.7 Descrição da Na+-ATPase em células MDCK  

Ainda que haja muitos trabalhos mostrando a presença da Na+-ATPase 

no  túbulo proximal, uma única publicação a descreve na linhagem de células 

MDCK I, que apresentam características  semelhantes às do túbulo distal (DE 

SOUZA et al., 2007b).  Esses autores detectaram a presença da Na+-ATPase 

através da medida da atividade ATPásica inibida por furosemida e por vanadato 

na presença de ouabaína, tendo observado que essa atividade era estimulada 

pelo aumento da concentração de sódio e não respondia ao aumento da 

concentração do potássio. Houve ainda a preocupação da diferenciação das 

atividades das Na+-ATPase e do intermediário ativo da (Na++K+)-ATPase, tendo 

sido demonstrada a presença de atividade ATPásica sensível à furosemida após 

imunoprecipitação da subunidade a da (Na++K+)-ATPase. Em homogenato, a 

atividade basal da Na+-ATPase encontrada foi de 4,49±0,6, e a da (Na++K+)-

ATPase foi de 8,61±0,7 nmol Pi.mg-1 min-1. Em fração microssomal a atividade da 
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Na+-ATPase foi de 19,30±1,5 nmol Pi.mg-1 min-1 e a da (Na++K+)-ATPase foi de 

34,42±4,8 nmol Pi.mg-1 min-1. A atividade da Na+-ATPase em homogenato 

aumentava com exposição a concentrações crescentes de NaCl, mas não de KCl.   

1.8 Modelo de estudo do ducto coletor: a célula MDCK  

Considerando a localização dos túbulos coletores no tecido renal, as 

opções de modelo experimental que melhor se aplicam para seu estudo são o uso 

de segmentos dessa porção do néfron obtidos através de microdissecção, cultura 

primária de células ou cultura de células imortalizadas. Os principais modelos de 

cultura de células do ducto coletor utilizados experimentalmente são: células A6; 

células Ma-1; células MDCK; células de IMCD e OMCD isoladas de ratos ou 

coelhos, mpKCCD, ASCD, entre outras.  

As células MDCK (Mardin Darby Canine Kidney) foram isoladas de rim de 

um cachorro aparentemente normal, de gênero feminino, da raça Cocker Spaniel 

em 1958 por S.H. Madin e N.B. Darby (MEIER et al., 1983). Esta linhagem celular 

forma epitélio com a capacidade de transporte transepitelial de fluido e mantém 

respostas a estímulos hormonais semelhantes às observadas em células 

epiteliais renais distais in situ. Além disso, apresenta características de células 

imortais, o que facilita o seu uso como material para experimentação biológica 

(RINDLER et al., 1979).  

As características de transporte iônico e de água, bem como a facilidade 

de cultura, tornaram esta linhagem celular um modelo muito utilizado para o 

estudo do transporte de sódio nesse segmento do néfron. Macroscopicamente, o 

transporte de água e soluto pode ser identificado pela formação de macro-
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estruturas quando as células encontram-se confluentes, denominados domos, 

que são elevações no tapete celular determinadas por acúmulo de água e íons 

logo abaixo do epitélio em cultura. As células MDCK apresentam junções do tipo 

tight, sendo o transporte de água e íons realizado através da via transcelular. 

Vários estudos determinaram que o transporte iônico é modulado por diversos 

estímulos, incluindo aldosterona, vassopresina, ocitocina, prostaglandinas e 

catecolaminas (RINDLER et al., 1979; MEIER et al., 1983). 

Uma característica importante das células MDCK primitivas em cultura é 

sua heterogeneidade, sendo encontrados pelo menos dois tipos celulares 

distintos, como descrito inicialmente por Valentich et al. em 1981. A diferenciação 

dos subtipos foi feita a partir de critérios morfológicos, bioquímicos e funcionais. 

Após comparar morfologicamente a estrutura da MDCK com células do ducto 

coletor de outros mamíferos, os autores descreveram dois tipos celulares 

distintos, um com a presença de cílios e outro não ciliado (VALENTICH, 1981). 

Em 1989 esses dados foram confirmados com a descrição de clones móveis e 

não móveis (NAKAZATO et al., 1989) que teriam homologia com as células 

ciliadas e as não ciliadas, respectivamente. Posteriormente, foi determinado que 

essas sub-populações de células apresentam resistividade elétrica e transporte 

iônico distintos (ARTHUR, 2000). Em 1994 Gekle et al. descreveram de modo 

mais detalhado as diferenças das células MDCK, relatando a existência de dois 

clones com características distintas, MDCK-C7 e MDCK-C11, caracterizados 

respectivamente como células principais e intercalares (GEKLE et al., 1994). As 

diferenças existentes entre os dois clones estão resumidas na Tabela 3.   
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Tabela 3 - Diferenças entre células MDCK-C7 e MDCK-C11 (GEKLE et al., 1994).    

MDCK-C7 MDCK-C11 

Resistência elétrica 
transepitelial 

Alta (56488±206 ) Baixa (330±52 ) 

Secreção iônica apical

 
K+ Cl- 

Estímulo hormonal 
Secreção de K+ estimulada 
por aldosterona e inibida por 
amilorida 

Secreção de H+ estimulada por 
cAMP 

Peanut Lecithin (PNA) Negativo Maioria é positiva 

pH intracelular 7,39±0,05 7,16±0,05 

Acidificação do meio Acidifica fortemente Acidifica levemente 

  

Os sub-clones MDCK-C7 e MDCK-C11 foram isolados de células MDCK 

originalmente obtidas da ATCC (American Type Cell Collection) na passagem 53. 

Foram sub-clonadas pelo grupo de H. Oberleithner (Departamento de Fisiologia, 

Universidade de Munique, Alemanha) na passagem 57 e utilizadas em 

experimentação para definição de suas diferentes características nas passagens 

62 a 72 (GEKLE et al., 1994). Tais clones não podem ser encontrados atualmente 

na ATCC. Os clones disponíveis no ATCC são CCL34, CRL-2285 e CRL-2286, 

ilustrados na Figura 12 (ATCC ( American Type Cell Collection). 

O uso dessas células como modelo experimental é pouco freqüente e 

restringe-se a poucos centros de pesquisa. Ao procurarmos citações no 

PubMed/Medline (rede de referencia bibliográfica da Biblioteca Nacional de 

Medicina dos Estados Unidos) que utilizaram essas células como modelo 

experimental encontramos 55 referências para MDCK-C7 e 27 para MDCK-C11. 

As primeiras publicações advém do grupo de Oberleithner, que originalmente 

clonou as células. Esse grupo posteriormente cedeu os clones a outros 

pesquisadores, disseminando seu uso, mas ainda de maneira restrita. Essas 
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células foram utilizadas para o estudo de transporte iônico (FERNANDEZ et al., 

2000; TARARTHUCH et al., 2002; TARARTHUCH et al., 2007), de junções 

paracelulares (AMASHEH et al., 2002), resposta hormonal (aldosterona e 

vasopressina) (BLAZER-YOST et al., 1996; GEKLE et al., 2002b) e 

farmacotoxicidade (SCHRAMEK et al., 1997; GEKLE et al., 2000).  

 

Figura 12 - Fotomicrografia de células MDCK encontradas na ATCC - American Type Cell 
Collection (www: http://atcc.org, acesso 2 agosto de 2009).     

1.9 Diferenciação celular no ducto coletor  

Um aspecto relevante a ser descrito é a plasticidade das células 

intercalares. Como dito anteriormente, há evidências de que em condições de 

acidose predominam as células do tipo a e em alcalose as células do tipo ß e que 

isso se deve à mudança fenotípica destas células ao estímulo ácido-básico. Essa 

capacidade de mudança fenotípica está relacionada à presença de uma proteína 

http://atcc.org
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da matriz extracelular denominada hensina (WAGNER et al., 2004). A expressão 

de hensina dispara o mecanismo para diferenciação de célula tipo ß para a. 

Verificou-se in vitro que em situação de densidade superconfluente há conversão 

do tipo ß para a (AL-AWQATI et al., 1998; AL-AWQATI et al., 2000), dependente 

da expressão de hensina na matriz extracelular. Ao contrario, células semeadas 

em densidade subconfluente mantêm fenótipo de célula ß (SCHWARTZ e AL-

AWQATI, 2005). Também foi relatada a interconversão entre células intercalares 

e células principais (FEJES-TOTH e NARAY-FEJES-TOTH, 1992; WAGNER et 

al., 2004) e que o uso de lítio por 4 semanas em ratos, leva à redução expressiva 

de células marcadas para AQP-2 em ducto coletor e um aumento das células 

intercalares, marcadas positivamente para H+-ATPase (CHRISTENSEN et al., 

2004). Também foi verificado, em tecido cortical embrionário de coelho, que a 

formação de células ß é estimulada por aldosterona e inibida por alta 

concentração de uréia (SCHUMACHER et al., 2003). Portanto, há evidencias de 

plasticidade nas células do ducto coletor, com transformação fenotípica 

dependente da condição ácido-básica do meio extracelular, da expressão de 

proteínas na matriz extracelular, do estímulo por hormônios, da densidade de 

cultivo e da concentração de uréia no meio. 

1.10 Resposta celular à variação do pH   

Em células de mamífero o pH intracelular (pHi) é mantido em torno de 7,2 

através de mecanismos regulatórios que envolvem diferentes transportadores 

iônicos. O metabolismo aeróbico celular em situação basal produz CO2 que, 

combinado com a água em reação cuja velocidade é aumentada em cerca de 400 
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vezes pela ação da anidrase carbônica, produz H2CO3, um ácido fraco que se 

dissocia em HCO3
- e H+.  

A eliminação do H+ intracelular depende de um conjunto de 

transportadores iônicos específicos. Em situação de acidose intracelular três 

transportadores podem ser ativados, o Na+HCO3
-/Cl-; o Na+:2HCO3

- e o Na+/H+.  

O Na+HCO3
-/Cl-, determina a entrada de Na+HCO3

- na célula em troca de Cl-. No 

meio intracelular o Na+HCO3
- se dissocia em Na+ e HCO3

-. Sob a ação da 

anidrase carbônica o HCO3
- reage com o H+, formando H2CO3, que se dissocia 

em água e CO2  que se difundem para o exterior celular. Outra via possível seria o 

HCO3
-, sob a ação da anidrase carbônica, formar CO2 e OH-, que reagiria com o 

H+, tamponando esse íon sob a forma da molécula de água (H2O). Para que isso 

ocorra é necessária a manutenção de concentrações adequadas de sódio e de 

cloreto no meio intracelular. O trocador Na+/H+ possibilita a entrada de Na+ a favor 

de seu gradiente eletroquímico em troca da saída de H+. Algumas células 

possuem ainda transportadores ativos de H+ (H+-ATPase e (H++K+)-ATPase) que 

atuam na regulação do H+ intracelular.  

Em situações de alcalose intracelular há excesso de OH-, a qual se 

combina com o CO2 formando HCO3
-, que é transportado para fora da célula 

através do trocador HCO3
-/Cl- ou do cotransporte Na/3HCO3

- regulando, assim, 

sua concentração intracelular. Portanto, de acordo com a situação ácido-básica 

do meio intracelular, diferentes transportadores iônicos são envolvidos no ajuste 

do pHi, como ilustra a Figura 13 (BORON, 2004).   
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Figura 13 - Transportadores presentes na membrana celular dependente do pH intracelular. 
Adaptado de Boron, 2004.   

Assim sendo, em situações de estresse ácido a célula se protegerá 

evitando a acidificação do pHi e, em situação de estresse alcalino, a célula se 

protegerá evitando alcalinização do pHi (BORON, 2004).   

1.11 Resposta celular à hiperosmolaridade do meio  

A exposição de uma célula a um meio hiperosmolar desencadeia uma 

resposta adaptativa. O estresse hiperosmolar leva inicialmente à saída de líquido 

do meio intracelular causando crenação. A crenação ocorre devido à combinação 

de alta permeabilidade hidráulica e baixa permeabilidade iônica, o que causa 

perda hídrica sem perda iônica. Há, então, aumento relativo tanto da 

osmolaridade como da concentração (e força) iônica intracelular, o que permite o 

equilíbrio entre a osmolaridade intracelular com a do meio externo. Esta situação 

deve ser ajustada, pois a redução do volume da célula perturba seu 
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funcionamento e a hiperosmolaridade determinada pelo excesso de íons, 

principalmente o Na+, leva a dano no DNA e apoptose (BURG, 2002; DMITRIEVA 

e BURG, 2005; DMITRIEVA et al., 2005). Inicia-se então uma fase denominada 

de regulação de aumento do volume celular (RVI), ilustrada na Figura 14, que 

corresponde à ativação de canais iônicos para a captação rápida de íons 

inorgânicos, orgânicos e de água, com retomada do volume inicial. Os 

transportadores iônicos ativados são o Na+/H+ (NHE1), internalizando Na+ em 

troca de H+; o NKCC1, internalizando Na+, 2Cl-, e K+; e canais de cátions 

induzidos por hipertonicidade. Há indução também de transportadores de 

osmólitos orgânicos, sendo o principal o de Na+/Cl-/Taurina (TauT), com 

transporte na proporção de 2-3:1:1 (LANG et al., 1998; HOFFMANN et al., 2009). 

Assim, ocorre reajuste do volume intracelular, mas à custa de maior concentração 

de íons inorgânicos, entre eles a de Na+. O excesso de Na+ captado é em parte 

extruído pela (Na++K+)-ATPase em troca de K+, mantendo a força iônica 

intracelular à custa de altas concentrações intracelulares de K+ (LANG, 2007).  

Caso a tonicidade do meio permaneça elevada, é necessária uma 

adaptação crônica da célula ao meio hiperosmolar. Nesta fase os íons inorgânicos 

que geram a osmolaridade serão gradativamente substituídos por íons orgânicos 

(mio-inositol, betaína, taurina, sorbitol e glicerofosfocolina). Os íons orgânicos ou 

são capturados do meio ou são sintetizados pela célula. Diferentemente do que 

ocorre com os íons inorgânicos, a alta osmolaridade determinada por íons 

orgânicos não causa injúria do DNA e permite adequado funcionamento celular. O 

acúmulo de osmólitos orgânicos dependente de exposição prolongada a meio 

hiperosmolar decorre da ativação de co-transportadores Na+/mio-inositol (SMIT), 
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Na+/Cl-/betaína (BGT), TauT e da aldose redutase que catalisa a conversão da 

glicose em sorbitol.  

 

Figura 14 – Mecanismos de regulação do volume celular. RDV (regulatory volume decrease – 
redução regulatória de volume), RVI (regulatory volume increase – aumento regulatório de 
volume). No painel à esquerda observa-se a célula crenada (A) retornando ao volume normal (B). 
No painel à direita são representados os transportadores de membrana envolvidos na regulação 
do volume celular. Abreviações: AE, trocador de ânions; HICC, canais de cátion induzido por 
hipertonicidade; NKCC, cotransportador tríplice de sódio, potássio e cloro. (HOFFMANN et al., 
2009).  

A síntese de várias proteínas também é estimulada pela hipertonicidade 

do meio. A mais importante é a proteína de choque térmico (HSP, heat shock 

proteins), ou mais especificamente a HSP70. A HSP70 protege a célula contra as 

elevações de Na+ e uréia no meio intracelular, possivelmente através de redução 

do estresse oxidativo (LANG et al., 1998; HOFFMANN et al., 2009).   

Os dados da literatura revistos neste capítulo permitem contextualizar o 

trabalho proposto, como veremos no delineamento de seus objetivos. 
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2 JUSTIFICATIVA 

O controle sobre a reabsorção de Na+ é uma das funções mais 

importantes dos túbulos renais. Em epitélios transportadores de água e sal os 

dois principais mecanismos de transporte ativo de Na+ contra seu gradiente de 

potencial eletroquímico são a (Na++K+)-ATPase, sensível à ouabaína, e a Na+-

ATPase, insensível à ouabaína e sensível à furosemida. Na célula tubular renal, 

esses mecanismos, presentes na membrana basolateral, geram e mantêm o 

gradiente de Na+ que permite sua entrada passiva através da membrana luminal.  

Nosso laboratório vem trabalhando há mais de 15 anos com a Na+-

ATPase, tendo formulado a hipótese de que sua função no túbulo renal seria a de 

promover o ajuste fino do transporte de Na+, enquanto o transporte de massa seria 

processado pela (Na++K+)-ATPase. A Na+-ATPase foi amplamente caracterizada 

em células de túbulo proximal, mostrando atuar paralelamente com a 

(Na++K+)ATPase e responder a diferentes estímulos modulatórios. Acredita-se que 

sua distribuição acompanhe a da (Na++K+)-ATPase, no entanto, ainda não foi 

adequadamente caracterizada nos outros segmentos tubulares.  

Considerando que o ducto coletor é o segmento do néfron onde se 

estabelece, através de importante regulação hormonal, o ajuste final do balanço 

corpóreo do Na+, decidimos estudar nele a atividade e a função da Na+-ATPase, 

tendo em vista que nestas células essa enzima pode apresentar características 

funcionais distintas das observadas no túbulo proximal. Ainda que tenha sido 

anteriormente identificada sua presença nas células da linhagem MDCK do tipo 
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selvagem, com características do ducto coletor (DE SOUZA et al., 2007b), é 

importante observar que a literatura não registra nenhum estudo anterior que 

identifique a presença da Na+-ATPase em células principais e  intercalares, que 

correspondem aos clones C7 e C11, respectivamente, da linhagem MDCK.           
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3 OBJETIVOS 

Foi anteriormente verificado em nosso laboratório, através da 

determinação da atividade enzimática, a presença da Na+ATPase nas células 

MDCK do ducto coletor (DE SOUZA et al., 2007b) . Esse modelo celular, todavia, 

não permite estudar as características próprias das células principais e 

intercalares, que se manifestam, respectivamente, nos sub-clones C7 e C11 

dessa mesma linhagem celular.  

Assim sendo, o objetivo principal deste trabalho é comparar as atividades 

das enzimas Na+-ATPase e (Na++K+)-ATPase nas células MDCK-C7 e MDCK-

C11 em situação basal e frente a variações do pH. O objetivo secundário é o de 

estudar a regulação da atividade da Na+ATPase nas células MDCK-C7 

submetidas à hiperosmolaridade.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Cultura de células  

Foram utilizados os clones C7 e C11 de células epiteliais derivadas de 

ducto coletor de rim de cachorro (MDCK) entre as passagens 74 e 90, cedidas 

pelo Prof. Gehrard Malnic do Instituto de Ciências Biomédicas da USP-SP. As 

células foram estocadas em freezer a -70ºC, em soro fetal bovino adicionado de 

5% de dimetil-sulfóxido (SIGMA, USA). 

As células foram cultivadas em garrafas plásticas de cultura (Corning-

Costar Corp., USA) em meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO, 

USA), suplementado com penicilina e estreptomicina (GIBCO, USA) e 10% de 

soro fetal bovino (GIBCO, USA) e mantidas a 37ºC em estufa para células 

(FANEM, Brasil). 

A cada 48 ou 72 horas as células eram repicadas em capela de fluxo 

laminar classe II-A (Veco, Brasil). Após tripsinização (tripsina-EDTA, 0,5 g/L de 

tripsina e 0,2 g/L de EDTA•4Na, 0,20%, diluídos em PBS, GIBCO, USA) e 

raspagem, as células eram centrifugadas (centrífuga clínica FANEM, modelo 

Excelsa Baby II, Brasil), ressuspendidas em DMEM e tinham sua concentração 

determinada através de contagem em câmara de Neubauer (Loptik, Brasil). Após 

diluição apropriada, para os experimentos de medida de atividade ATPásica ou de 

Western blotting, 2 ml de células na concentração de 1x105 células/ml (baixa 

densidade, total de 2x105 células por poço) ou 5x105 células/ml (alta densidade, 
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total de 1x106 células por poço) eram semeadas em placas de seis poços. Para 

os experimentos de imunofluorescência, as células eram semeadas na 

concentração de 1x105 células/ml (1 ml por poço) em lamínulas de vidro 

colocadas em placas de 24 poços (Corning-Costar Corp., USA).   

4.2 Estudo de histoquímica  

A atividade de anidrase carbônica foi determinada pela técnica adaptada 

de coloração de Hansson, que utiliza cobalto/fosfato (HANSSON, 1967).  As 

células foram semeadas em placas de 24 poços com densidade de 1x105 

células/ml (1ml por poço) e incubadas por 48 horas a 37°C. Em seguida, as 

células eram lavadas 2 vezes com solução tampão de fosfato (PBS, NaCl 137mM; 

Na2PO4 8,1 mM; KH2PO4 1,5mM; KCl 2,7 mM; pH=7,4) e fixadas com formaldeído 

2% em tampão fosfato 0,1M por 20 min a 4°C. Após nova lavagem com PBS e 

posteriormente água-destilada, foi aplicado o método de Hansson, que consiste 

na incubação com solução de reação preparada no momento do uso (CoSO4 1,75 

mM; KH2PO4 11,7 mM; NaHCO3 157 mM; H2SO4 53 mM). Com a finalidade de 

manter a capacidade de reação a solução era renovada a cada 30 segundos por 

um período total de 10 minutos. Após esse tratamento as células eram lavadas 

com água destilada, após o que era adicionado o agente revelador (sulfato de 

amônia a 0,5%, por 10 segundos). Após nova lavagem com água destilada a 

preparação era analisada em microscópio ótico, sendo revelada a presença da 

anidrase carbônica através de típica coloração escura, sendo o resultado final 

documentado por foto digital.  
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4.3 Estudo de imunofluorescência  

Para os estudos de imunofluorescência 5x104 células foram semeadas 

em 1 ml de meio sobre lamínulas estéreis (Deckglaser, Alemanha) adicionadas a 

cada um dos poços das placas de cultura (24 poços). Após 24 horas as células 

foram fixadas e permeabilizadas com solução 1:1 de acetona-metanol. Em 

seguida foram lavadas com solução de PBS (NaCl 137mM; Na2PO4 8,1 mM; 

KH2PO4 1,5mM; KCl 2,7 mM; pH=7,4)  por 3 vezes e incubadas com PBS 

suplementado com soro fetal bovino (SFB) 5% por 30min. Findo esse período, 

após remoção do PBS era adicionado o anticorpo primário monoclonal de 

camundongo para subunidade a1

 

(diluição de 1:50) ou anticorpo policlonal de 

cabra para subunidade ß1 (diluição de 1:20) da (Na++K+)-ATPase (Santa Cruz 

Biotecnology, USA), ambos diluídos em PBS+SFB 2%. Após 2 horas de 

incubação o anticorpo primário era retirado, as células eram lavadas 2 vezes com 

PBS+SFB 2%, e novamente incubadas por 30 minutos com anticorpo secundário 

anti-camundongo ALEXA 488 (Invitrogen, USA) ou anticorpo secundário anti-

cabra ALEXA 546 (Invitrogen, USA) (diluição de 1:600). Para a técnica da dupla 

marcação o procedimento era repetido com um segundo anticorpo (por exemplo, 

a subunidade ß1 da (Na++K+)-ATPase). Em alguns experimentos as células 

também foram incubadas por 20 minutos com peanut agglutinin - PNA (diluição de 

1:200, Invitrogen, USA), com o objetivo de marcar as células intercalares do tipo 

ß. Em outros experimentos, as células também foram incubadas por 30 segundos 

com o composto Hoeschst 33258 (diluição de 1:1000, Invitrogen, USA) para 

identificação dos núcleos. As lamínulas (Deckglaser, Alemanha) eram então 

retiradas do fundo do poço e montadas em lâminas de vidro (Deckglaser, 
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Alemanha) com glicerol (VETEC, Brasil), para visualização em microscópio 

invertido com fluorescência (Axiovert 100, Zeiss, Alemanha). O resultado final era 

registrado por meio de foto digital.  

4.4 Marcação do ATP  

O ATP radioativo ([ 32P]ATP) foi preparado segundo o método descrito por 

Maia et al. (MAIA et al., 1983) e purificado em uma micro-coluna de resina de 

troca aniônica (Dowex-Ag-100; 0,5 cm x 1 cm) com a finalidade de remover o 

fósforo radioativo (Pi[P
32]; obtido do IPEA - Instituto de Pesquisa Energética e 

Nuclear, São Paulo, Brasil) não incorporado. A resina era pré-lavada com água 

deionizada e posteriormente ativada com ácido clorídrico (HCl, SIGMA, USA ) 

250mM.  O ATP marcado era eluído em 10 a 12 ml de HCl 250mM. Eram 

recolhidas amostras seqüenciais de 1 ml, armazenadas em gelo e neutralizadas 

pela adição de aproximadamente 100 microlitros de tampão Tris-HCl 500mM 

(pH9,0) e, logo após, tituladas com Tris-base para o pH 7,0. Para determinar o 

nível de [32P] contaminante (Pi não incorporado ao ATP), na alíquota recolhida era 

adicionado 0,5 ml de suspensão de carvão ativado (SIGMA, USA) em HCl 0,1 N 

(200mg/ml) a fim de adsorver o ATP. Após centrifugação durante 5 minutos em 

microcentrífuga (Eppendorf, USA) uma alíquota do sobrenadante era removida e 

aplicada sobre papel absorvente, que era então colocado dentro de frascos para 

medida de cintilação líquida (Packard, USA) contendo uma mistura de 1,4-bis[5-

fenil-2-oxazolil]-benzeno2,2-p-fenileno-bis[5-feniloxazol] (POPOP) com tolueno 

(SIGMA, USA). Os níveis de [32P]Pi eram medidos por cintilação líquida em 



   

49

 
aparelho Packcard Tri-carb modelo A2100TR (Illinois, EUA). Os níveis de Pi foram 

sempre inferiores a 2 %.   

4.5 Estudo da atividade ATPásica  

A atividade dos transportadores de membrana dependentes de ATPase foi 

determinada em homogenato de células pelo método previamente descrito 

(GRUBMEYER e PENEFSKY, 1981). Foram utilizadas culturas apresentando 

confluência, ou seja, nas quais as células ocupam no mínimo 90% do espaço da 

placa. As células após serem lavadas 3 vezes com PBS (NaCl 137mM; Na2PO4 

8,1 mM; KH2PO4 1,5mM; KCl 2,7 mM; pH=7,4) eram raspadas da placa na 

presença de 1 ml de PBS, sem uso de tripsinização, e centrifugadas por 1 minuto 

a 8.000g em centrífuga Eppendorf. O pellet era então re-suspendido no tubo de 

reação com solução de solubilização composta de ácido deoxicólico 0,1%, ácido 

etilenodiaminotetraacético (EDTA) 1mM, Hepes-Tris 20mM e sacarose 250mM, 

sendo mantido nesse meio em ambiente resfriado por 30 minutos. Uma alíquota 

de 10 microlitros do homogenato, com concentração protéica final entre 0,1-0,3 

mg/ml, era adicionada ao meio de reação composto de: MgCl2 4 mM, Hepes-Tris 

20 mM, NaCl 120 mM, ATP-Na 4 mM e ATP[Pi32] (cerca de 3.000 cpm). Após a 

reação se processar em banho-maria a 37oC por 10 minutos, ela era interrompida 

pela adição de 500 microlitros de carvão ativado com HCl 0,1N. Todos os sais 

utilizados nesses ensaios foram obtidos da SIGMA, USA.   

As amostras eram então centrifugadas por 5 min a 1.500g em centrífuga 

Eppendorf e uma alíquota de 200 microlitros do sobrenadante era coletada e 

aplicada em papel de filtro, o qual, após secagem, era colocado em frasco 
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apropriado, contendo solução constituída por POPOP dissolvido em tolueno na 

proporção de 200 mg/L. A manipulação da solução contendo tolueno era feita em 

capela de exaustão (Permution, Brasil). Esta solução permite a determinação da 

radiação presente na amostra proveniente do Pi[P32] liberado no sobrenadante 

pela hidrólise do ATP marcado. Este processo está baseado no fato da excitação 

molecular causada pela radiação produzir nessa solução a emissão de 

fluorescência, a qual é medida em aparelho de cintilação líquida, que permite 

avaliar a emissão luminosa através de fototubos de alto ganho. A atividade de 

cada uma das enzimas foi determinada pela diferença encontrada entre amostras 

semelhantes incubadas na presença e na ausência de seus inibidores 

específicos. A atividade ATPásica final era expressa em nmol Pi.mg-1.min-1. A 

atividade da (Na++K+)-ATPase foi determinada através da diferença das 

atividades encontradas em meio de reação na presença ou ausência de ouabaína 

1 mM (SIGMA, USA). A atividade da Na+-ATPase foi determinada através da 

diferença das atividades encontradas na presença e ausência de furosemida 2 

mM (SIGMA, USA) em meio de reação contendo ouabaína 1 mM. A furosemida 

(SIGMA, USA) foi diluída em DMSO e os demais compostos em água deionizada. 

Todos os reagentes foram pesados em balança de precisão (Bioanalitica, Brasil). 

Pipetas de precisão (Gilson, USA) foram utilizadas para pequenas alíquotas.  

4.6 Dosagem de proteína  

A concentração protéica do homogenato obtido com a lise celular foi 

determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) utilizando albumina 
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sérica bovina (BSA) como padrão. Foram utilizados como reagentes, Folin, 

duodecil sulfato de sódio (SDS) e BSA, todos adquiridos de SIGMA, USA.   

4.7 Western blot  

A expressão de subunidades a e ß da (Na++K+)-ATPase nos clones C7 e 

C11 das células MDCK foi feita por immunoblotting utilizando anticorpos 

específicos para as subunidades a1 e ß1 (Santa Cruz Biotecnology, USA). É 

importante citar que as células renais expressam somente a isoforma a1 da 

subunidade a da (Na++K+)-ATPase. Após confluência das células na placa de 

cultura, o meio era aspirado e as células lavadas 3 vezes com PBS (NaCl 137mM; 

Na2PO4 8,1 mM; KH2PO4 1,5mM; KCl 2,7 mM; pH=7,4) em temperatura ambiente. 

Em seguida eram raspadas da placa e centrifugadas por 90 segundos a 8.000g. 

As células eram solubilizadas em solução tampão gelada contendo 1,5% de SDS, 

10mM de Tris-HCl (pH 6,8), 0,6% de ditiotreitol (DTT), 0,5% de mercaptoetanol e 

6% de glicerol. Após aquecimento a 95 C por 2 min, as proteínas (20 g/poço) 

foram então imediatamente submetidas à eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida a 10% e transferidas para uma membrana de PVDF  (Millipore, 

Billerica, Massachussets, USA). Toda a vidraria, cubas verticais e fonte de 

corrente elétrica, além dos demais componentes previamente descritos, fazem 

parte de kit Bio-Rad, Hercules, CA, USA. As membranas foram bloqueadas com 

solução apropriada contida no kit Western Breeze (Invitrogen, USA) e incubadas 

com anticorpos específicos para as subunidades a1 e ß1 da (Na++K+)-ATPase em 

diluíção de 1:500 por 2 horas. O kit Western Breeze foi utilizado também para 
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visualizar as bandas nas membranas. A transferência foi escaniada e a densidade 

das bandas foi analisada pelo software Image J.   

4.8 Protocolos de estímulo celular  

4.8.1 Alteração do pH do meio  

Com a finalidade de estudar o papel do pH nas atividades da Na+-ATPase e 

da (Na++K+)-ATPase, o pH dos meios de cultura das células foi ajustado para os 

valores de 6,7; 7,4; ou 7,8.  O pH ácido ou básico foi obtido pela adição de NaOH  

ou HCl ao meio de cultura original (pH 7,4). Os pHs foram medidos em pHmetro 

(pH300, analyser, Brasil). Antes de serem utilizados, os meios de cultura foram 

esterilizados por filtração. As células com densidade inicial de 2x105 células/poço 

(baixa densidade) foram incubadas por 6 horas no meio com pH alterado, após o 

que foram raspadas da placa e as atividades da (Na++K+)-ATPase e da Na+-

ATPase foram determinadas como descrito anteriormente.   

4.8.2 Resposta ao aumento da concentração de NaCl e alteração da 
osmolaridade do meio de cultura  

As células foram cultivadas em meios nos quais se promoveu o aumento da 

concentração de NaCl e da osmolaridade, obtido tanto pela adição de NaCl como 

de manitol de maneira aguda (1 hora) e prolongada/subaguda (24 horas). Para 

isso foram utilizadas solução de NaCl 1M e Manitol 0,5 M (SIGMA, USA), que 

eram adicionadas ao meio de cultura para se obter a osmolaridade final desejada. 

No experimento agudo as células eram incubadas por 1 hora após adição de 100 
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e 200 mM de NaCl ou de 200 e 400 mM de manitol. No ensaio de adaptação 

prolongada/subaguda (24 horas) foi adicionado NaCl (100 e 200 mM) ou manitol 

(200 e 400mM).  As atividades da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase foram 

determinadas após esse período.          
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5 TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

Os dados das atividades ATPásicas foram registrados em planilha de Excel 

e transferidos ao Prisma Software, onde foram realizados os cálculos estatísticos 

e as representações gráficas. As comparações envolvendo dois grupos 

experimentais foram analisadas através do teste t. Quando ocorreram mais de 

duas variáveis foi utilizada a análise de variância com correção pós-teste de 

Bonferroni ou com teste de comparação múltipla de Dunnett. Os resultados das 

atividades dos transportadores são fornecidos em nmol Pi. mg-1.min-1 ± EP (erro 

padrão).     
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6 RESULTADOS 

6.1 Aspecto morfológico das células dos clones MDCK-C7 e MDCK-C11  

As células dos clones C7 e C11 da linhagem MDCK em cultura não 

confluente, quando observadas com microscopia óptica, apresentaram aspectos 

morfológicos distintos. As células do clone MDCK-C11 eram compactas e tinham 

formato cuboidal ou retangular e formavam pequenos grupos celulares com 

crescimento organizado e de aspecto esférico. As células do clone MDCK-C7 

apresentavam expansão da membrana, o que lhes conferia um aspecto estrelado, 

e cresciam de modo desorganizado. No clone MDCK-C11 as junções celulares 

apresentavam-se como um halo branco, enquanto que no clone MDCK-C7 as 

junções eram indistinguíveis, como mostram as fotos apresentadas na Figura 15. 

Em situação de confluência, todavia, tornava-se difícil diferenciar 

morfologicamente os dois tipos celulares (dados não mostrados). 

 

Figura 15: Células MDCK-C11 e MDCK-C7 semeadas com baixa densidade (1x105 células/ml) em 
placa de cultura com poços de 1 ml, sobre lamínulas de vidro. Após 24 horas de incubação as 
células foram visualizadas em microscopia óptica.  
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6.2 Heterogeneidade celular da cultura do sub-clone MDCK-C11   

Com a finalidade de verificar a ocorrência de heterogeneidade na cultura 

de células MDCK-C11 semeadas em baixa densidade, o aspecto morfológico do 

crescimento da cultura foi atentamente acompanhado, o que permitiu verificar 

mudança no aspecto das células. Em alguns grupamentos celulares o aspecto 

inicial, de célula cuboidal pequena, agrupada em formas esféricas, dava origem a 

células largas, mais fusiformes, que cresciam de maneira mais desorganizada 

(Figura 16 A a D). Em algumas dessas novas células era possível notar que a 

junção intercelular deixava de aparecer como um halo branco, e passava a ser 

menos perceptível (Figura 16B), indicando possível diferenciação do fenótipo 

celular, o que levaria à heterogeneidade da cultura de MDCK-C11. Para verificar 

essa hipótese utilizamos marcadores celulares específicos.  

 

Figura 16 – Células MDCK-C11 em cultura após 24 horas. As células MDCK-C11 foram semeadas 
com densidade inicial de 1x105 células/ml em placa de cultura com poços de 1 ml, sobre lamínulas 
de vidro, cultivadas por 24 horas em lamínulas de vidro. Percebe-se brotamento de células com 
morfologia distinta à das células da colônia inicial (n=3).  
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Inicialmente, exploramos a possibilidade de ocorrer heterogeneidade do 

clone MDCK-C11 usando a técnica de Hansson, que permite identificar as células 

que expressam anidrase carbônica no citoplasma. Nessa técnica, enquanto essas 

células ficam coradas em tom escuro, as células com ausência de anidrase 

carbônica mantêm a coloração padrão. As células do clone MDCK-C7, com 

características semelhantes às da célula principal, não apresentariam anidrase 

carbônica, enquanto que as células do clone MDCK-C11, por se assemelharem 

funcionalmente à célula intercalar, deveriam expressar anidrase carbônica e 

serem marcadas, portanto, em tom escuro. Com o uso da técnica de Hansson 

observamos que as células do clone MDCK-C7 não eram tingidas, mantendo o 

citoplasma a coloração clara característica da ausência de anidrase carbônica 

(Figura 17 A-B). Já na cultura do clone MDCK-C11, notamos que algumas, mas 

não todas as células, apresentavam citoplasma escurecido, típico da presença de 

anidrase carbônica (Figura 17 C-D).  

 

Figura 17 - Clones MDCK-C7 (A-B) e MDCK-C11 (C-D) visualizados pela técnica de coloração de 
Hansson para identificação da anidrase carbônica. À direita fotos com maior aumento. Células em 
A e B com coloração uniforme. Células em C com citoplasma escurecido em sua grande maioria. 
Em D (maior aumento) percebe-se grupo de células no bordo inferior esquerdo e ao centro com 
citoplasma escurecido circundado de células com citoplasma pouco corado (seta). n=3. Células 
foram cultivadas em 1x105 células/poço (placa de 24 poços) e mantidas por 48 horas. 
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Tal achado indica a existência dos dois tipos celulares, com presença e 

ausência de anidrase carbônica, evidenciando a ocorrência de heterogeneidade 

celular na cultura de células MDCK-C11. 

A aglutinina de amendoim (PNA, peanut lectin agglutinin) é um marcador 

da lectina que se encontra conjugada a carboidratos (glicoproteína) presentes na 

membrana celular. A PNA é um marcador específico da célula intercalar do tipo ß, 

e é utilizado conjugado a uma fluoresceína (PNA-FITC) para identificação dessas 

células através de microscopia de fluorescência (LEHIR et al., 1982; FEJES-

TOTH e NARAY-FEJES-TOTH, 1993; KLOTH et al., 1993; GEKLE et al., 1994). 

Ao marcar a membrana celular das células intercalares do tipo ß, permite 

diferenciá-las das células principais ou intercalares do tipo a. Como é mostrado na 

Figura 18-A, em nossos experimentos as células MDCK-C7 não foram marcadas 

pelo PNA. Por outro lado, como é mostrado na figura 18-B, as células MDCK-C11 

com morfologia tipicamente encontrada em semeadura com baixa densidade 

foram coradas de maneira homogênea e intensa. No entanto, quando as células 

começam a se multiplicar, como demonstrado anteriormente na Figura 16, um 

grupo de células passam a ter fraca ou nenhuma marcação para PNA (Figura 18-

C e 18-D). Este achado sugere que perda da expressão do marcador de 

superfície da célula intercalar ß, podendo significar mudança de fenótipo de 

algumas células resultante da multiplicação celular.       
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Figura 18 – Células MDCK-C7 (A) e MDCK-C11 (B-D) marcadas com PNA, identificadas por 
imunofluorescência. Não há marcação da MDCK-C7. MDCK-C11 é intensamente marcada com 
PNA (B), no entanto algumas células são fracamente marcadas ou há somente marcação do 
citoplasma de maneira difusa, sem marcar a membrana (C-D, setas).  n=3. Células semeadas com 
5x104 células/poço em placa de 24 poços, incubadas por 24 horas.  

Com a finalidade de melhor caracterizar os tipos celulares presentes nas 

culturas utilizamos a marcação para aquaporina 2 (AQP-2), proteína tipicamente 

expressa nas células principais, sendo sua intensidade na membrana apical 

dependente da ação do hormônio antidiurético. Como era de se esperar, 

verificamos que as células MDCK-C7 foram marcadas com o anticorpo para AQP-

2. No entanto, algumas células da cultura de MDCK-C11 aparentemente também 

foram marcadas com o anticorpo contra aquaporina do tipo 2 (dados não 

mostrados), indicando a presença de células com características típicas das 

principais, evidenciando que o sub-clone MDCK-C11 se torna heterogêneo 

durante o crescimento celular.   
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6.3 Caracterização das atividades basais da (Na++K+)-ATPase e da Na+-
ATPase em células dos clones MDCK C7 e C11  

Os dois subtipos das células MDCK foram semeados em densidades baixa 

(1x105 células/ml) e alta (5x105 células/ml) em placas de seis poços com 2 ml 

cada. Após 24 ou 72 horas de crescimento em meio de cultura, foram medidas as 

atividades basais da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase. Os resultados obtidos 

estão apresentados na Tabela 4 (apêndice - A) e na Figura 19. Em baixa 

densidade, após 24 ou 72 horas de cultura, a atividade da (Na++K+)-ATPase 

determinada no sub-clone C11 era significativamente menor quando comparada à 

atividade da Na+-ATPase.  
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Figura 19 - Comparação da atividade da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase nas células MDCK-
C7 e MDCK-C11. As células foram semeadas com densidade de 1x105 células/ml em placas de 
seis poços com 2 ml, incubadas por 24 ou 72 horas. As atividades da (Na++K+)-ATPase e da Na+-
ATPase foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos.  * diferença estatisticamente 
significante em relação ao controle, n=6. 
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Ao comparar a atividade da (Na++K+)-ATPase entre células MDCK-C7 e 

MDCK-C11 ela foi sempre significativamente menor no clone MDCK-C11, como 

ilustram a Tabela 5 (apêndice - A) e a Figura 20. 

Portanto, em baixa densidade de cultivo, a atividade da (Na++K+)-ATPase é 

menor nas células intercalares MDCK-C11 em comparação com as células 

principais MDCK-C7 e não muda com o tempo de cultivo. Já no clone MDCK-C7, 

a atividade da (Na++K+)-ATPase aumenta com o tempo de incubação. Além disto, 

a atividade da Na+-ATPase é significativamente maior do que a da (Na++K+)-

ATPase em células do clone MDCK-C11, e essa diferença aumenta com o tempo 

de cultivo, diferentemente do que ocorre com as células do clone MDCK-C7, em 

que as atividades basais da Na+-ATPase e da (Na++K+)-ATPase são 

semelhantes.  
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Figura 20 - Atividade da (Na++K+)-ATPase nos clones das células MDCK-C7 e MDCK-C11. As 
células foram semeadas com baixa densidade (1x105 células/ml) em placas de seis poços com 2 
ml, incubadas por 24 ou 72 horas. A atividade da (Na++K+)-ATPase foi determinada como descrito 
em Materiais e Métodos. * diferença estatisticamente significante em relação aos dados obtidos 
nas células do clone MDCK-C7, n=6.  



   

62

 
Com o objetivo de obter rápida confluência e facilitar o uso experimental, as 

células do clone MDCK-C11 foram inicialmente semeadas com alta densidade 

(1x106 células por poço) por 24 horas, o que levou à observação de um padrão 

diferente da atividade da (Na++K+)-ATPase. Como mostram os dados 

apresentados na Figura 21-A e Tabela 6 (apêndice - A), em alta densidade de 

cultivo a atividade da (Na++K+)-ATPase em células MDCK-C11 após 24 horas de 

cultura era semelhante à observada em células do clone MDCK-C7, diferente do 

observado em culturas de baixa densidade. No entanto, como pode ser observado 

na Figura 21-A e 21-B e na Tabela 6 (apêndice - A), as células do clone C11 

mantêm o padrão da atividade da Na+-ATPase maior que o da (Na++K+)-ATPase, 

indicando que a densidade do cultivo influencia a atividade da (Na++K+)-ATPase.             

Figura 21 - Atividade da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase  em clones MDCK-C7 e MDCK-C11. 
As células foram semeadas com alta densidade (1x106 células) em placa de seis poços de 2 ml e 
cultivadas por 24 horas. A atividade das ATPases foram medidas como descrito em Materiais e 
Métodos. a = diferença estatisticamente significante em relação aos dados obtidos nas células do 
clone MDCK-C7, n=8.      
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6.4 Estudos sobre a baixa atividade da (Na++K+)-ATPase no sub-clone 
MDCK-C11  

6.4.1 Expressão protéica de subunidades a e ß nas células dos sub-clones 
MDCK-C7 e MDCK-C11  

Para investigar a razão da baixa atividade da (Na++K+)-ATPase observada 

nas células MDCK-C11, foi primeiramente avaliada a expressão protéica das 

subunidades a1 e ß1 da (Na++K+)-ATPase por immunoblotting em homogenato de 

célula. Observamos que o homogenato de células MDCK-C7 apresentava intensa 

expressão das subunidades a e ß, enquanto o homogenato de células MDCK-C11 

mostrava fraca inensidade de marcação, referente à expressão de proteína a1, e 

uma banda marcante, comparável à da célula MDCK-C7, para a proteína ß1 

(Figura 22). A reduzida expressão da subunidade a1 é coerente com a baixa 

atividade da (Na++K+)-ATPase medida pela hidrólise do ATP.   
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Figura 22 - Expressão de subunidades a1 e ß1 da (Na++K+)-ATPase em homogenato de células 
MDCK-C11 e MDCK-C7 determinada através de immunoblot. As bandas dos homogenatos 
obtidos de células inteiras foram marcadas com anticorpos específicos para as subunidades a1 e 
ß1 da (Na++K+)-ATPase, como descrito em Material e Métodos. A figura é representativa dos 
immunoblot de três experimentos distintos. O gráfico representa a média da densidade ótica das 
bandas dos três experimentos. Utilizamos uma proteína como controle da outra. As células foram 
semeadas em baixa densidade para obtenção do homogeneizado.   
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Duas possibilidades podem ser aventadas para explicar a baixa expressão 

protéica da subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase em células do clone MDCK-C11: 

ou poucas células expressam a proteína ou todas as células apresentam, 

homogeneamente, baixa expressão da proteína. Nas duas hipóteses seria baixa a 

atividade mensurável da (Na++K+)-ATPase, reflexo da baixa quantidade de 

proteína existente no homogenato celular.  

6.4.2 Determinação por imunofluorescência da presença das subunidades 
a1 e ß1 da (Na++K+)-ATPase nas células principal e intercalar   

Diante dos dados obtidos no immunoblot procurou-se esclarecer se as 

células do clone MDCK-C11 apresentam homogeneamente uma baixa expressão 

da proteína ou se co-existem células que expressam e outras que não expressam 

a (Na++K+)-ATPase. Com essa finalidade a técnica de imunocitoquímica foi 

utilizada para determinar a presença das subunidades a e ß da (Na++K+)-ATPase 

nos clones de células MDCK, empregando anticorpos específicos anti-a1 e anti-

ß1. Para a marcação nuclear e melhor definição celular foi utilizado o composto 

Hoestch 33258. Com o uso do anticorpo anti-a1 verificou-se marcação da 

membrana em todas as células MDCK-C7 (Figura 23 A-C). Nas células MDCK-

C11, por outro lado, houve intensa marcação em poucas células, fraca marcação 

na maioria, e em algumas não houve nenhuma expressão desta subunidade 

(figura 23 D-F). A reduzida ou ausente expressão da subunidade a na maioria das 

células está de acordo com uma atividade reduzida da (Na++K+)-ATPase no clone 

C11.  
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Figura 23 - Expressão da subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase em clones de células MDCK (C7 e 
C11) visualizada por imunofluorescência. As células foram cultivadas em lamínulas de vidro e 
posteriormente incubadas com anticorpo específico para subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase, 
como descrito em Materiais e Métodos. Os painéis superiores (A-C) correspondem às células 
MDCK-C7 e os painéis inferiores (D-F) às células MDCK-C11. Os painéis à esquerda (A e D) se 
referem às células marcadas com anticorpo contra a subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase. Os 
painéis centrais (B e E) mostram as mesmas células marcadas com Hoechst 33258, corante 
fluorescente para o núcleo. Os painéis à direita (C e F) apresentam as imagens combinadas. As 
figuras são representativas de três experimentos. Culturas semeadas com 5x104 células por poço 
(placa de 24 poços) incubadas por 24 horas. Ampliação de 400 vezes.   

Para confirmar a ocorrência de expressão aumentada da subunidade ß nas 

células do clone MDCK-C11 em relação à baixa expressão da subunidade a, 

comparou-se a marcação da subunidade a1 (Figura 24 - A,C,G,E,I, a esquerda) 

com a da subunidade ß1 (Figura 24 – B,D,F,H,J, a direita) da (Na++K+)-ATPase.  

Foi assim verificado que: 1) nem todas as células MDCK-C11 são 

marcadas para a subunidade a; 2) algumas células co-expressam as subunidades 

a e ß, e 3) outras células são claramente marcadas para a subunidade ß e não 

para a.  

De maneira geral, em todas as fotos a marcação observada para a 

subunidade ß foi bem mais intensa do que a marcação para a subunidade a, o 

que é perfeitamente coerente com o achado do immunoblot, na figura 22.  
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Figura 24 - Expressão das subunidades a1 e ß1 da (Na++K+)-ATPase em células MDCK-C11, 
visualizadas por imunofluorescência. As células cresceram em lâminas de vidro e foram incubadas 
sequencialmente com anticorpos para as subunidades a1 e ß1 da (Na++K+)-ATPase, como 
descrito em Materiais e Métodos. As fotomicrografias à esquerda (A,C,E,G,I) mostram as células 
marcadas com anticorpo para a subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase. As fotomicrografias à direita 
(B,D,F,H,J) mostram a mesma célula marcada com anticorpo para a subunidade ß1 da (Na++K+)-
ATPase. As figuras são representativas de três experimentos. Cultura semeada com 5x104 células 
por poço (placa de 24 poços) por 24 h. Ampliação de 400 vezes.   

6.4.3 Caracterização do subtipo celular do clone MDCK-C11 com expressão 
(Na++K+)-ATPásica  

Nas culturas das células MDCK-C11 podem co-existir dois tipos de células 

intercalares, a e ß. Como citado anteriormente, PNA é um marcador específico 

para a célula intercalar do tipo ß. Com a finalidade de identificar qual é o subtipo 

de célula intercalar presente no clone MDCK-C11 que expressa a subunidade a1, 

a1

 
ß1
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que confere a capacidade ATPásica da (Na++K+)-ATPase, utilizamos a dupla 

marcação para a subunidade a1 e PNA. Assim verificamos que a maioria das 

células marcadas com o anticorpo para a subunidade a também o foi para a PNA, 

sugerindo fortemente que a célula intercalar que apresenta atividade (Na++K+)-

ATPásica é a do tipo ß (Figura 25). Todavia, também poderia se tratar de uma 

célula com fenótipo misto ou intermediário, como as já descritas células do tipo 

não a não ß (WALL, 2005).    

Figura 25 – Co-expressão da subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase e aglutinina de amendoim 
(PNA) em células MDCK-C11, visualizadas por imunofluorescência. As células cresceram em 
lamínulas de vidro e foram incubadas com anticorpo para subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase e 
PNA, como descrito em Materiais e Métodos. Os painéis à esquerda (A-D) mostram as células 
marcadas com o anticorpo para a subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase. Os painéis centrais (E-H) 
apresentam as mesmas células marcadas com PNA. Nos painéis à direita (I-J) são apresentadas 
as imagens combinadas. As figuras são representativas de três experimentos independentes. 
Cultura semeada com 5x104 células por poço (placa de 24 poços) por 24 h. Ampliação de 400 
vezes.    
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6.5 Modulação da atividade das ATPases de sódio em células MDCK-C7 e 

MDCK-C11  

6.5.1 Modulação da atividade da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase das 
células MDCK-C7 e MDCK-C11 pelo pH do meio de cultura  

As células principais e intercalares localizam-se nos segmentos do néfron 

onde ocorrem os processos finais do equilíbrio ácido-básico, razão pela qual o pH 

do fluido tubular varia aproximadamente entre 5,5 e 7,8. De fato, as células 

intercalares do ducto coletor são as responsáveis por esse ajuste final do pH 

urinário. As células intercalares a são secretoras de H+ e reabsorvem HCO3
-, 

enquanto que as células ß são secretoras de HCO3
- e reabsorvem H+. 

Considerando que a atividade tanto da (Na++K+)-ATPase como da Na+-ATPase 

são sabidamente dependentes do pH do meio e, por outro lado, o pH ótimo para 

cada uma delas é diferente, como visto anteriormente na Tabela 3, estudamos, 

nos sub-clones das células MDCK, o efeito da mudança do pH do meio de cultura 

sobre a atividade da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase.  

Células intactas cultivadas por 24 horas em baixa densidade foram 

incubadas por 6 horas com DMEM com pHs ajustados para 6,7; 7,4 e 7,8, após o 

que foram determinadas as atividades da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase. Os 

dados obtidos, apresentados na Tabela 7 e na Figura 26, mostram que a 

exposição a diferentes pHs não promoveu alteração estatisticamente significativa 

da atividade dessas enzimas nas células do clone MDCK-C7. No entanto, ainda 

que sem ser estatisticamente significativa, a diferença entre as atividades das 

duas ATPases nas células incubadas em pH 7,8 foi maior que a determinada no 

pH fisiológico de 7,4.  
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Nas células MDCK-C11 a atividade da Na+-ATPase aumentou 

significativamente com a exposição a meio alcalino (pH 7,8) quando comparada 

com os valores medidos em meio com pH fisiológico (pH 7,4). Em relação à 

(Na++K+)-ATPase, não foi verificada variação significativa de sua atividade frente 

à variação do pH do meio de incubação, tendo sido mantido o padrão de maior 

atividade de Na+-ATPase comparado à da (Na++K+)-ATPase em todos os pHs. Os 

dados obtidos, demonstrados na figura 26 e tabela 7 (apêndice - A), indicam que 

nas células MDCK-C11 a atividade da Na+-ATPase é bastante estimulada em 

meio alcalino. 
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Figura 26 – Efeito da variação do pH sobre a atividade da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase em 
células MDCK-C7 e MDCK-C11. As células foram cultivadas por 24 horas e então expostas 
durante 6 horas a meios com diferentes pHs (7,4; 6,7 e 7,8), após o que as atividades da 
(Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos. 
Culturas semeadas com 2x105 células por poço (placa de 6 poços). Letras diferentes indicam 
diferença estatisticamente significante (ANOVA e correção pós-teste com Bonferroni, p<0,05). O 
total de experimento com células MDCK-C7 foi de 9 para a determinação da Na+-ATPase e 10 
para a (Na++K+)-ATPase. Foram realizados 6 experimentos com células MDCK-C11 para a 
determinação da Na+-ATPase e da (Na++K+)-ATPase.   

6.5.2 Efeito da adição de NaCl e manitol ao meio de cultura sobre a 
atividade da Na+-ATPase e da (Na++K+)-ATPase em células do clone 
MDCK-C7  

A presença de uma segunda bomba de sódio, a Na+-ATPase, nas células 

do clone MDCK-C7, modelo experimental das células principais, ainda não havia 
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sido estudada, não havendo, portanto, informações sobre seu possível papel 

fisiológico nesta estrutura. Diferentemente do que ocorre na célula do túbulo 

proximal, nas células MDCK-C7 a atividade da Na+-ATPase em condições basais 

é comparável à da (Na++K+)-ATPase. Considerando que as células principais 

estão altamente envolvidas no ajuste do balanço corpóreo do sódio, sendo 

responsivas a diferentes estímulos que regulam a capacidade reabsortiva desse 

íon, é possível que a atividade da Na+-ATPase seja modulada à semelhança do 

que ocorre com a (Na++K+)-ATPase. Para avaliar esta hipótese expusemos as 

células do clone MDCK-C7 ao aumento da osmolaridade por adição de NaCl e 

manitol, tendo sido comparado o padrão de resposta da Na+-ATPase com o da 

(Na++K+)-ATPase.   

6.5.3 Efeito do aumento da osmolaridade do meio de cultura induzido pela 
adição de NaCl sobre a atividade da Na+-ATPase e da (Na++K+)-ATPase   

Com a finalidade de verificar o efeito da hiperosmolaridade induzida pela 

adição de NaCl nas atividades da Na+-ATPase e da (Na++K+)-ATPase, foram 

utilizadas células intactas do clone MDCK-C7 tendo em vista que nas células 

intactas ficam preservados tanto os mecanismos de síntese e de acoplamento 

das proteínas à membrana como os mecanismos regulatórios da atividade dos 

diferentes transportadores necessários para a homeostase do meio intracelular.  

A atividade da Na+-ATPase foi comparada à da (Na++K+)-ATPase, que foi 

tomada como padrão conhecido de resposta da célula ao estímulo aplicado. 

Inicialmente foi analisada a resposta da Na+-ATPase e da (Na++K+)-

ATPase frente a variações da hiperosmolaridade induzida por adição de 

concentrações crescentes de NaCl ao meio de cultura. Em células cultivadas por 
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24 horas (densidade inicial de 1x106 células por poço) foram adicionados 100 ou 

200 mM de NaCl ao meio de cultura e, após 1 ou 24 horas de incubação, foram 

determinadas as atividades das duas enzimas. 

Como mostram os dados apresentados na Figura 27, com o incremento da 

osmolaridade causado pela adição de NaCl ao meio houve aumento significativo 

da atividade da (Na++K+)-ATPase, o que não ocorreu com a atividade da Na+-

ATPase. Foi verificada morte celular após 24 horas de incubação com meio 

suplementado com 200 mM de NaCl. Por isso, não foi possível medir a atividade 

desta enzima nessa condição.  
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Figura 27 – Efeito da adição de NaCl ao meio de cultura sobre a atividade da (Na++K+)-ATPase e 
da Na+-ATPase em células do clone MDCK-C7. Culturas semeadas com 1x106 células por poço 
(placas de seis poços), incubadas por 24 horas. Após a adição de 100 ou 200 mM de NaCl ao 
meio de cultura e incubação por 1 hora (A-B) ou por 24 horas (C-D) as atividades da (Na++K+)-
ATPase e da Na+-ATPase foram determinadas como descrito em Materiais e Métodos. Letras 
diferentes representam diferença estatisticamente significante. (teste t ou ANOVA com múltipla 
comparação por Dunnett, p<0,05) n=7 e n=5 para (Na++K+)-ATPase em 1 e 24 horas, 
respectivamente. n=9 e n=10 para a Na+-ATPase em 1 e 24 horas, respectivamente. 
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Os resultados obtidos, indicados na Figura 27, mostram que o aumento da 

osmolaridade causado pelo acréscimo de NaCl leva ao aumento da atividade da 

(Na++K+)-ATPase nas células intactas do clone MDCK-C7 enquanto que a 

atividade da Na+-ATPase permanece inalterada.    

6.5.4 Efeito do aumento da osmolaridade do meio de cultura induzido pela 
adição de manitol sobre a atividade da (Na++K+)-ATPase e da Na+-
ATPase  

O manitol, ao contrário do sódio, não é substrato enzimático para as 

enzimas em estudo, não altera a força iônica do meio, não ativa diretamente a 

enzima e não é permeável pela membrana celular. Por essa razão, foi investigado 

o efeito da hiperosmolaridade induzida pela adição manitol nas atividades da Na+-

ATPase e da (Na++K+)-ATPase. Para tanto foram usados os mesmos protocolos 

utilizados nos experimentais descritos anteriormente. 

Para tanto células intactas foram submetidas a diferentes graus de 

hiperosmolaridade do meio de cultura obtidos pela adição de 200 mM e 400 mM 

de manitol, o que corresponde aos aumentos da osmolaridade do meio obtidos 

com a adição 100 mM e 200 mM de NaCl. As células foram incubadas por 1 ou 24 

horas antes de serem determinadas as atividades ATPásicas estudadas.  

Como pode ser visto na Figura 28, a atividade da (Na++K+)ATPase nas 

células intactas incubadas em meios hiperosmóticos pela adição de manitol 

aumentam tanto após 1 hora de exposição (3x em relação ao controle) quanto 

após  24 horas (50% em relação ao controle). No entanto, a adição ao meio de 

400 mM de manitol se mostrou letal após 24 horas, o que impossibilitou a medida 

das atividades ATPásicas. Com o uso das duas concentrações de manitol não foi 

observado aumento significativo da Na+-ATPase em nenhum momento.  
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Figura 28 – Efeito da adição de manitol ao meio de cultura sobre a atividade da (Na++K+)-ATPase 
e da Na+-ATPase nas células MDCK-C7. Culturas semeadas com 1x106 células por poço (placas 
de seis poços) incubadas previamente por 24 horas, após o que foi adicionado ao meio de cultura 
200 ou 400 mM de manitol e novamente incubadas por 1 hora (A-B) ou de 24 horas (C-D). As 
atividades da (Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase foram medidas como descrito em Materiais e 
Métodos. Letras diferentes representam diferença estatisticamente significante (teste t ou ANOVA 
e com múltipla comparação por Dunnett, p<0,05). n=6 e n=5 para (Na++K+)-ATPase em 1 e 24 
horas respectivamente. n=8 e n=10 para Na+-ATPase em 1 e 24 horas, respectivamente.   
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7 DISCUSSÃO 

Na sua grande maioria, a literatura científica abordando a atividade da Na+-

ATPase insensível à ouabaína e sensível à furosemida se refere às observações 

realizadas no túbulo proximal. Os únicos dados disponíveis sobre sua atividade e 

regulação no ducto coletor foram obtidos em nosso laboratório (DE SOUZA et al., 

2007b).  

O presente estudo é o primeiro em que foi descrita a atividade de Na+-

ATPase nos clones MDCK-C7 e MDCK-C11 que, devido às semelhanças 

funcionais que apresentam com as células principais e intercalares do ducto 

coletor, respectivamente, são modelos experimentais utilizados para estudá-las. 

Os dados obtidos mostraram que a atividade basal da Na+-ATPase é semelhante 

nos dois clones. No entanto, foi observado que a atividade da (Na++K+)-ATPase 

se apresenta menor no clone C11 quando comparada com a observada no clone 

C7.  

De Sousa e colaboradores haviam descrito anteriormente a atividade da 

Na+-ATPase em homogenato total e em fração microssomal de células MDCK do 

tipo I. A atividade basal da Na+-ATPase foi de 4,5±0,6 e 21,0±2,8 nmol Pi.mg-

1.min-1 em homogenato e fração microssomal, respectivamente. A atividade basal 

da (Na++K+)-ATPase foi de 8,6±0,7 e 34,4±4,8 nmol Pi.mg-1.min-1 em homogenato 

e fração microssomal, respectivamente. (DE SOUZA et al., 2007b) 

Em células do clone MDCK-C7 obtidas de culturas semeadas com 

densidade inicial de 1x106 células por poço e incubadas por 24 horas, verificamos 
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atividades de 20,0±2,9 e 21,4±2,6 nmol Pi.mg-1.min-1 para a Na+-ATPase e para a 

(Na++K+)-ATPase, respectivamente (Figura 21). Quando semeadas com baixa 

densidade inicial (2 x 105 células por poço), os resultados obtidos foram 

semelhantes entre si, como mostram os valores das atividades enzimáticas 

obtidos de 25,0±4,8 e 18,1±2,4 nmol Pi.mg-1.min-1 para a Na+-ATPase e para a 

(Na++K+)-ATPase (p=0,2), respectivamente (Figura 19A). 

Comparados aos resultados obtidos por De Souza e colaboradores, os 

valores verificados neste estudo foram próximos aos obtidos na fração 

microssomal e bem mais elevados que os referidos para a fração de homogenato 

de células MDCK I. Deve ser notado, no entanto, que nesses estudos foram 

utilizados procedimentos experimentais diferentes para o preparo do homogenato. 

No presente trabalho a lise celular foi causada por deoxicolato, enquanto que De 

Souza e colaboradores utilizaram fragmentação mecânica. Dados anteriores 

mostraram que as atividades da (Na++K+)-ATPase são maiores em material obtido 

através de lise com saponinas do que as observadas com o uso de congelamento 

e descongelamento (FERAILLE et al., 2003). Isto se deve ao fato da saponina 

lisar também as vesículas citoplasmáticas, que atuam como reservatório da 

(Na++K+)-ATPase, aumentando assim o número de enzimas expostas ao estímulo 

e, portanto, ativáveis ao contacto com o sódio (VINCIGUERRA et al., 2005). Esta 

manobra, portanto, levaria à determinação de uma maior atividade enzimática. 

Em outro trabalho de nosso laboratório foi utilizado o deoxicolato na 

preparação do homogenato de células MDCK provenientes do banco de células 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LARA et al., 2005). A atividade da 

(Na++K+)-ATPase então determinada foi de 20,3±0, nmol Pi.mg-1.min-1, próxima à 

encontrada nas células do clone MDCK-C7 (21,4±2,6 nmol Pi.mg-1.min-1; Figura 
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21A). Estes valores são semelhantes aos obtidos em estudos que utilizaram 

homogenatos obtidos por sonicação de sub-clones “móveis” de células MDCK 

(semelhantes às células principais), em que a atividade da (Na++K+)-ATPase foi 

de 27,0±7,2 e 32,9±8,0 nmol Pi.mg-1.min-1 nos sub-clones A4 e A5, 

respectivamente (NAKAZATO et al., 1989). Portanto, a atividade basal da Na+-

ATPase e da (Na++K+)-ATPase que encontramos nas células do sub-clone 

MDCK-C7 são bastante próximas das encontradas em trabalhos previamente 

publicados, o que valida a metodologia que utilizamos. 

A observação atenta do processo de multiplicação das células do sub-clone 

MDCK-C11 permitiu constatar que algumas células intercalares perdiam suas 

características próprias, não só mudando seu aspecto morfológico, mas, também, 

perdendo a marcação para PNA e anidrase carbônica e apresentando marcação 

para AQP 2. Tais achados são compatíveis com o processo de alteração 

fenotípica, sugerindo transformação da célula inicial, fortemente marcada com 

PNA, sugestivo de célula intercalar do tipo ß, para célula com características 

intermediárias ou bem próximas às do sub-clone MDCK-C7. Dependendo da 

densidade de cultivo inicial e do tempo de incubação, verificamos que as células 

do sub-clone MDCK-C11 passavam a apresentar características heterogêneas.  

Ao lado dessa observação, também verificamos que a atividade da 

(Na++K+)-ATPase, mas não da Na+-ATPase, nas células MDCK-C11 é 

dependente da densidade celular com que as culturas são semeadas, o que pode 

estar relacionado com a alteração fenotípica que foi acima descrita. A atividade da 

(Na++K+)-ATPase passou de 6,4±1,7 para 16,0±3,4 nmol Pi.mg-1.min-1 na 

dependência das culturas terem sido semeadas com baixa (2x105 células por 

poço; Figura 19C) ou alta (1x106 células por poço; Figura 21A) densidade inicial.  
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A atividade da (Na++K+)-ATPase nas células MDCK C11 advindas de 

culturas semeadas com densidade inicial baixa foi bem menor do que a 

observada em células MDCK C7 em condições semelhantes de semeadura. No 

entanto, nas células MDCK C11 advindas de culturas semeadas com densidade 

inicial alta a atividade da (Na++K+)-ATPase se aproxima daquela medida nas 

células MDCK-C7 tambem semeadas em alta densidade. Uma explicação para 

este achado seria que durante o crescimento celular e em condições de 

confluência, possa ocorrer diferenciação das células MDCK-C11 em fenótipo 

semelhante à MDCK-C7. Há vários relatos na literatura de que as células 

intercalares apresentam plasticidade, com possibilidade tanto de a célula 

intercalar do tipo ß passar a apresentar o fenótipo da célula do tipo a (AL-

AWQATI et al., 1998; AL-AWQATI e SCHWARTZ, 2004; WAGNER et al., 2004) 

como células do tipo ß passarem a apresentar características das células do tipo 

principal (FEJES-TOTH e NARAY-FEJES-TOTH, 1992). Um dos mecanismos 

atribuídos para a indução da alteração fenotípica é a confluência das células em 

cultura. Estes achados sugerem a possibilidade das células ß intercalares serem 

pluripotentes, já que as células primitivas do sub-clone MDCK-11 se coram 

fortemente para PNA, característica das células do tipo ß. 

A partir da observação de que as células do sub-clone MDCK-C11 quando 

semeadas em baixa densidade inicial davam origem a culturas que preservavam 

as características originais após incubação por até 72 horas, resolvemos 

determinar a atividade de (Na++K+)-ATPase nessas condições, tendo verificado 

ser esta reduzida e não se alterar ao longo do tempo.  Assim sendo, nos 

propusemos a investigar as causas deste achado. Inicialmente determinamos a 

expressão protéica da subunidade a1 da (Na++K+)-ATPase nas células MDCK-
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C11, verificando que, na sua maioria, apresentavam marcação da subunidade a1 

baixa ou ausente, ou seja, muito menor que a encontrada nas células do sub-

clone MDCK-C7 cultivadas em condições semelhantes. Por outro lado, as células 

que expressavam a proteína a1 da (Na++K+)-ATPase, na maioria das vezes, 

também apresentavam marcação para a PNA, sugerindo tratar-se de células com 

características semelhantes às do tipo ß intercalar. 

A literatura não é clara quanto à expressão de (Na++K+)-ATPase em 

células intercalares do ducto coletor. Alguns autores não conseguiram provar a 

existência dessa enzima nas células intercalares (KASHGARIAN et al., 1985; 

HOLTHOFER et al., 1987; PIEPENHAGEN et al., 1995; BUFFIN-MEYER et al., 

1998), enquanto outros detectaram uma baixa expressão (RIDDERSTRALE et al., 

1988; SABOLIC et al., 1999). Como indicamos na Figura 29, as células com 

ausência de (Na++K+)-ATPase são as intercalares do tipo a. Em nossos 

experimentos é possível que a falta da detecção dessa enzima se deva à sua 

pequena expressão, fora da sensibilidade dos métodos empregados. Por outro 

lado, a dificuldade encontrada por outros autores em determinar a presença da 

(Na++K+)-ATPase pode ser explicada pelo fato de a maioria das células 

intercalares localizadas no ducto coletor serem as do tipo a. 

 

A expressão protéica da subunidade ß da (Na++K+)-ATPase sem 

expressão concomitante de subunidade a1 nas células MDCK-C11 pode ser 

entendida a partir dos dados apresentados em publicações recentes que 

demonstraram ser a subunidade ß1 importante para mecanismos de adesão 

celular, sendo que seu papel funcional seria distinto daquele relacionado com a 

atividade enzimática da (Na++K+)-ATPase (VAGIN et al., 2006). 
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Figura 29 – Representação esquemática das células intercalares e com a indicação da 
(Na++K+)-ATPase e da Na+-ATPase. A ausência ou pequena expressão da (Na++K+)-ATPase nas 
células do tipo 

 

é indicada pelo uso de linhas pontilhadas. Abreviações: L, luminal; BL, 
basolateral, ATP, adenosina trifosfato; AE, trocador de ânion; NBC3, co-transportador de sódio e 
bicarbonato do tipo 3 e Pds, Pendrina.    

A existência de células que se mantêm viáveis na ausência da (Na++K+)-

ATPase é um achado intrigante, pois essa enzima, presente nas células dos 

organismos eucarióticos, responde pela manutenção das características do meio 

intracelular. Por outro lado, é plausível postular que a homeostase intracelular das 

células MDCK-C11 do tipo , por não expressarem a (Na++K+)-ATPase, dependa 

da atividade da Na+-ATPase. De fato, a atividade basal da Na+-ATPase em ducto 

coletor, comparada à da (Na++K+)-ATPase, difere do padrão descrito em túbulo 

proximal. Enquanto no túbulo proximal a atividade da Na+-ATPase corresponde a 

10% da atividade da (Na++K+)-ATPase, nas células do sub-clone MDCK-C7, que 
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utilizamos como modelos de células principais do ducto coletor, a atividade basal 

das duas enzimas é comparável. Mais ainda, nossos dados evidenciam que a 

atividade basal da Na+-ATPase nas células do sub-clone MDCK-C11 é superior à 

da (Na++K+)-ATPase (Figura 19). Estas observações indicam que nas células do 

ducto coletor a Na+-ATPase deve desempenhar um papel funcional diferente do 

exercido nas células do túbulo proximal. 

Como é sobejamente conhecido, as células intercalares são responsáveis 

pela regulação fina do equilíbrio ácido-básico do meio interno e são 

extremamente sensíveis às mudanças do pH. A regulação do pH envolve a 

ativação de transportadores de membrana que realizam o transporte iônico, 

incluindo o do Na+.  

Para determinar o papel do pH na modulação da atividade da Na+-ATPase 

presente nas células dos sub-clones MDCK-C7 e MDCK-C11, foram realizados  

estudos comparativos em que ambos os tipos celulares eram submetidos à 

mudança do pH do meio de cultura. Observamos aumento significativo da 

atividade da Na+-ATPase nas células MDCK-C11 na vigência de alcalose e 

nenhuma modificação dependente do pH na atividade da Na+-ATPase e da 

(Na++K+)-ATPase em células MDCK-C7.  

Estudos anteriores mostraram que as células MDCK-C7 não mantêm 

adequadamente a regulação do pH intracelular frente a choque alcalino 

prolongado, sofrendo alterações fenotípicas e genéticas, enquanto as células 

MDCK-C11 regulam o pH intracelular (GEKLE et al., 1994; WUNSCH et al., 

1995). Nossos resultados sugerem que a ativação da Na+-ATPase possa 

contribuir para o melhor ajuste do meio intracelular nas células MDCK-C11 em 

situação de alcalose (Figura 26) . 
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Em fungos a atividade de uma Na+-ATPase, chamada ENA, é essencial 

para a manutenção da concentração intracelular do Na+. Nesses organismos foi 

relatado que ocorre aumento importante da atividade da ENA quando expostos à 

ambientes alcalinos ou de concentração aumentada de Na+ no meio extracelular 

(CARACUEL et al., 2003; PLATARA et al., 2006). A ausência de ativação deste 

transportador leva à inviabilidade do organismo. Portanto, o aumento da atividade 

de Na+-ATPase em  meio básico deve estar relacionada à homeostasia 

intracelular em células intercalares. Resta verificar se esse processo depende do 

aumento da expressão, da translocação de um pool intracelular de unidades ou, 

alternativamente, da ativação de unidades da Na+-ATPase já presentes na 

membrana plasmática, todavia funcionalmente silenciosas.  

O esquema apresentado na Figura 30 auxilia na compreensão de uma 

possível função fisiológica da Na+-ATPase nas células do tipo . Tendo em vista a 

baixa ou ausente expressão da (Na++K+)-ATPase nesse tipo celular, a Na+-

ATPase seria fundamental para a manutenção das baixas concentrações 

intracelulares de sódio necessárias para o funcionamento adequado do 

transportador NBC3, diretamente envolvido na geração de fluxo transcelular e 

reabsorção do íon bicarbonato. 

No clone MDCK C11 ocorrem tanto células 

 

como , sendo que, como 

mostra a Figura 29, as primeiras são aptas para secretar ácido e reabsorver 

bicarbonato e as , ao contrário, são adequadas para reabsorver H+ e secretar 

bicarbonato. Nas condições de cultura o epitélio não está organizado de tal modo 

que estabeleça uma barreira eficiente entre os meios luminal de basolateral, 

razão pela qual é aceitável supor que ao elevar o pH do meio, tanto a membrana 

luminal como a basolateral são agudamente submetidas a concentrações maiores 
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de HCO3

-. Os dados obtidos (Figura 26) mostram que ocorre grande aumento da 

atividade da Na+-ATPase, enquanto que há sutil aumento da atividade da 

(Na++K+)-ATPase que não é estatisticamente significante. É razoável supor que 

frente a maiores concentrações extracelulares de bicarbonato o fluxo desse íon, 

tanto através do cotransportador NBC3 como dos trocadores AE1 e AE4, seja 

alterado em decorrência da variação dos gradientes iônicos. Assim sendo, é 

plausível supor que através do NBC3 ocorra maior entrada de Na+ para o interior 

celular (Figura 30). Frente ao aumento da concentração intracelular de Na+, 

portanto, é coerente que se observe uma maior atividade da Na+-ATPase, como 

observado nos experimentos relatados. Como a cultura do clone C11 apresenta 

tanto células

 

como , sendo que as do tipo 

 

não apresentam expressão 

substancial da (Na++K+)-ATPase, o fato do aumento da atividade dessa enzima 

não ter sido estatisticamente significante é compreensível, pois mesmo que 

aumente nas  células , onde essa ATPase se expressa, a existência de outras 

células onde isso não ocorre leva a uma dispersão dos valores observados e 

conseqüente falta de significância estatística, justificando os dados observados. 

Por outro lado, como a Na+-ATPase está presente nos dois tipos celulares, o 

aumento da concentração intracelular de Na+ leva ao aumento consistente de sua 

atividade em todas as células da cultura, o que se evidencia nos resultados 

obtidos.   
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Figura 30 – Representação esquemática das células intercalares e frente a estímulo 
alcalino (situação experimental). Interação da Na+-ATPase com o transportador NBC3. 
Abreviações: L, luminal; BL, basolateral, ATP, adenosina trifosfato; AE, trocador de anion; NBC3, 
co-transportador de sódio e bicarbonato do tipo 3 e Pds, Pendrina.  

Nas células C7, por outro lado, não foi observada alteração das atividades 

de nenhuma das duas ATPases transportadoras de Na+ com a variação do pH 

extracelular (Figura 26), o que é coerente, tendo em vista que as células 

principais não apresentam mecanismos de transporte de bicarbonato 

significativamente detectáveis. Corrobora essa análise o fato de que as células C7 

quando expostas a estresse alcalino perdem a capacidade de regular o pH 
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intracelular, o que causa mutações ou morte celular (GEKLE et al., 1994; 

WUNSCH et al., 1995). 

As células do ducto coletor de mamíferos são fisiologicamente expostas a 

variações nas osmolaridades tanto intersticial como luminal, o que pode alterar o 

transporte de Na+ pelas células principais. É sabido que a hiperosmolaridade do 

meio leva a perda parcial de volume celular e deflagra a ativação de mecanismos 

de regulação do volume celular (NEUHOFER e BECK, 2006). Rapidamente a 

célula ajusta seu volume à custa do aumento da concentração de íons 

inorgânicos, entre eles de Na+, e de reabsorção de água.  Por outro lado, há 

também ganho osmolar causado pela reabsorção de osmólitos orgânicos através 

de transportadores acoplados ao transporte de sódio, como taurína, betaína e 

inositol (MONTROSE-RAFIZADEH e GUGGINO, 1990). A concentração 

intracelular alta de sódio, ainda que possa ocorrer transitoriamente, não é a 

resposta regulatória adequada, pois causa disfunção mitocondrial, lesão no DNA 

da célula e apoptose (DMITRIEVA e BURG, 2005; DMITRIEVA et al., 2005). 

Sendo assim, é importante a ação de mecanismos ativos de extrusão de sódio 

para evitar o excesso intracelular desse íon, restaurar sua concentração inicial e 

garantir gradiente favorável à entrada de íons orgânicos acoplados ao transporte 

de Na+ em substituição ao próprio Na+. Os transportadores de sódio são, portanto, 

fundamentais para o ajuste das concentrações intracelulares desse íon, sem 

comprometer a recuperação do volume intracelular e a força iônica (BURG et al., 

1997). Recentemente foi descrito que a ativação de um fator de transcricão 

chamado TonEBP (tonicity responsive enhancer biding protein) é fundamental 

para o mecanismo de adaptação da célula à hiperosmolaridade. A sua ativação 

promove mecanismos responsáveis por acúmulo de osmólitos orgânicos 
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(transcrição de transportadores de osmólitos orgânicos), proteção contra estresse 

oxidativo (transcrição de “heat shock proteins”), canais de uréia e aumento da 

expressão de aquaporina-2 independente de estímulo por vassopressina 

(NEUHOFER e BECK, 2006; BURG et al., 2007; HOFFMANN et al., 2009; KWON 

et al., 2009). Sua atividade é proporcional e diretamente estimulada pelo aumento 

da tonicidade do meio (KWON et al., 2009).  

É sabido que células MDCK em confluência apresentam acúmulo de fluido 

no lado basocelular, entre membrana e placa. Isto é evidenciado na microscopia 

pela formação dos domos no epitélio celular. Os domos comprovam a existência 

de mecanismos ativos de transporte transcelular de água e solutos. Acreditamos 

que ao expor a célula ao aumento da tonicidade haverá perda de água tanto pela 

face apical como pela basolateral. Na face apical, a presença de aquaporina-2, 

ainda que em pequena quantidade (célula não estimulada), permitiria a perda 

inicial de água. O incremento da osmolaridade intracelular levaria ao aumento do 

transporte de sódio via (Na++K+)-ATPase e aumento da hipertonicidade no espaço 

entre a membrana basolateral e a placa, e consequente transporte de água via 

aquaporina 3-4. Em sequência, haveria o disparo de mecanismos de ganho de 

solutos inorgânicos (NHE1, NKCC1 e HICC, canais de cátions sensíveis a 

estiramento) e orgânicos acoplados ao sódio (transportador Na+/Cl-/Taurina), que 

determinam ganho de sódio e aumento da tonicidade intracelular para restabelcer 

o equilíbrio com o meio externo e manter o volume celular. Paralelamente, a 

tonicidade aumentada do meio estimula a expressão do TonEBP, que promove a 

transcrição de diferentes transportadores de osmólitos orgânicos, que substituem 

o sódio, e aumenta a expressão de canais de uréia e aquaporina-2 

independentemente do estímulo por vassopressina (STORM et al., 2003; 
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HASLER et al., 2008; HASLER, 2009). Por outro lado, também foi verificado o 

aumento de expressão de aquaporina-3 por estímulo de hipertonicidade na célula 

MDCK (MATSUZAKI et al., 2001). O aumento do número de canais de água 

permeabiliza a célula e facilita o equilíbrio do volume celular. As células são então 

protegidas contra efeitos lesivos da hipertonicidade, recuperam o volêmica celular 

e assim têm a morte celular evitada. Este mecanismo, no entanto, como descrito 

por outros autores, não é eficaz em culturas de células onde a osmolaridadedo do 

meio é agudamente elevada acima de 600 mOsmol/L (BURG et al., 2007). Isto é 

compatível com nosso achado de morte celular ao incremento de 200mM de NaCl 

ou 400mM de manitol ao meio (Figura 27C-D e 28 C-D). Neste contexto de 

recuperação do volume é descrito que a atividade da (Na++K+)-ATPase encontra-

se aumentada, o que: (1) permite a formação de  gradiente favorável à entrada de 

osmolitos inorgânicos em cotransporte acoplado ao sódio, (2) mantem a alta força 

iônica intracelular dependente de K, que é menos lesiva à estrutura do DNA da 

célula que a hipernatremia, e restaura progressivamente a concentração inicial de 

sódio intracelular em substituição aos osmólitos inorgânicos. Tal estímulo da 

atividade da (Na++K+)-ATPase deve-se tanto ao aumento do sódio intracelular 

como pelo aumento da expressão da enzima (BURG et al., 2007).   

Estudos anteriores realizados tanto em modelo celular (células da 

linhagem mpkCCDc14) como em segmentos retirados ex vivo do ducto coletor de 

ratos mostraram, através do uso de ionóforos apropriados, que o aumento da 

concentração intracelular de Na+ provoca o aumento da expressão da (Na++K+)-

ATPase (VINCIGUERRA et al., 2003). Por outro lado, em cultura primária de 

células do ducto coletor medular interno (IMCD) de ratos foi mostrado que o 

aumento da osmolaridade do meio através da adição de NaCl, manitol ou 
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rafinose, induz aumento da expressão de mRNA das subunidades a1 e ß1 da 

(Na++K+)-ATPase com pico após 12 horas do estímulo inicial. Neste mesmo 

experimento, o aumento da osmolaridade do meio através da adição de NaCl ou 

manitol (ambos para elevar a osmolaridade do meio a 500 mOsm /L) causou 

aumento da atividade da (Na++K+)-ATPase de 78,6 e 82,8%, respectivamente 

(OHTAKA et al., 1996). Os experimentos realizados neste trabalho confirmam que 

o incremento da osmolaridade tanto através da adição de cloreto de sódio como 

de manitol aumentam a atividade da (Na++K+)-ATPase em MDCK C7. No entanto, 

não houve aumento da Na+-ATPase (Figuras 27 e 28). Isto sugere que a Na+-

ATPase não participe da regulação do volume celular nas células do clone 

MDCK-C7. 

Em experimentos prévios, Caruso-Neves mostrou que a exposição de 

túbulos de Malpighi de Rhodnius Prolixus a meio tornado hiperosmótico (500 

mOsm/L) pela adição de manitol reduz a atividade da (Na++K+)-ATPase 

(CARUSO-NEVES e LOPES, 2000). Em um momento inicial, o choque 

hiperosmótico leva à crenação celular, com perda de água e aumento da 

concentração intracelular de Na+. A rápida recuperação do volume celular pode 

ser atribuída à redução da atividade da (Na++K+)-ATPase decorrente do estresse 

hiperosmolar o que levaria ao acúmulo de Na+ no meio intracelular e conseqüente 

ganho de água, justificando, portanto, a rápida resposta regulatória parcial do 

volume celular observada nesses experimentos. Em contraste, no presente 

trabalho, verificamos aumento da atividade da (Na++K+)-ATPase quando as 

células MDCK C7 foram submetidas por 1 hora a choque hiperosmótico induzido 

pela adição de sódio ou manitol (correspondendo a uma osmolaridade final 

próxima de 500 mOsm/L), sem mudança significativa da atividade da Na+-ATPase 
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(Figura 27A-B e 28A-B). A diferença observada entre os dois trabalhos pode ser 

devida ao fato da atividade ATPásica ter sido avaliada em momentos diferentes. 

Enquanto aplicamos 1 hora de choque hiperosmolar, os dados citados foram 

obtidos após uma pré-incubação em meio hiperosmótico de 30 minutos 

(CARUSO-NEVES e LOPES, 2000). Isso significa que medimos a atividade 

ATPásica em uma fase de regulação do volume celular mais adiantada, 

permitindo supor que após uma fase inicial com retenção de Na+ outros 

mecanismos regulatórios são deflagrados, ocorrendo paralelamente redução da 

concentração intracelular desse íon através do aumento da atividade da (Na++K+)-

ATPase. Este interpretação responde à necessidade fisiológica de manter a 

concentração intracelular de Na+ baixa, pois, quando em excesso, induz 

mecanismos de morte celular e cria gradiente desfavorável à entrada de osmolitos 

orgânicos via mecanismo de cotransporte acoplados a ganho de Na+ (BURG, 

2002; DMITRIEVA e BURG, 2005; DMITRIEVA et al., 2005).  É plausível, 

portanto, supor que depois desse ajuste inicial rápido do volume celular à custa 

de retenção de Na+ no interior celular causada pela inibição da (Na++K+)-ATPase, 

esta enzima  seja ativada para regularizar a concentração de sódio e gerar 

gradiente iônico favorável à entrada de osmólitos inorgânicos.  

É interessante observar que tanto no presente trabalho como em estudo de 

nosso laboratório anteriormente publicado (CARUSO-NEVES e LOPES, 2000), foi 

verificado que o choque hiperosmolar não modifica a atividade da Na+-ATPase. 

Inicialmente devemos notar que o estresse osmolar aplicado em nossos 

experimentos provoca um aumento inicial da concentração intracelular do Na+, 

seguido de sua normalização. Considerando que o Km da Na+-ATPase para Na+ é 

de 8,0 mM, enquanto que o da (Na++K+)-ATPase é de  16,0 mM (DEL CASTILLO 
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et al., 1982), é de se esperar, portanto, que em uma situação de aumento 

progressivo da concentração intracelular de Na+, a atividade da Na+-ATPase 

atinja mais rapidamente sua atividade máxima do que a (Na++K+)-ATPase, o que 

perfeitamente explicaria os dados observados.  
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8 CONCLUSÕES 

Em conclusão, a Na+-ATPase apresenta atividades semelhantes nos 

clones MDCK C7 e MDCK C11, células que se assemelham e são consideradas 

modelos experimentais de células principais e intercalares de ducto coletor 

respectivamente. No entanto, em C11 a atividade da (Na++K+)-ATPase é bastante 

reduzida ou ausente na maioria das células. As células que apresentavam 

atividade de (Na++K+)-ATPase também marcavam para PNA, sugerindo serem do 

tipo intercalares tipo ß. Nossos achados mostram que há uma heterogeneidade 

na cultura de células MDCK C11 quando semeadas com alta densidade celular, 

sugerindo transformação do fenótipo inicial de “MDCK C11- ß intercalar” para 

características de célula “MDCK C11-a intercalar” ou MDCK C7. Isto coincide com 

achados da literatura indicativos de plasticidade ou pluripotencialidade das células 

intercalares tipo ß. A ausência de (Na++K+)-ATPase nas células MDCK C11 não 

inviabiliza as células e isto pode ser explicado pela presença de Na+-ATPase 

nestas células. Em MDCK C11, a atividade de Na+-ATPase é semelhante à 

encontrada em MDCK C7. A alcalinização do meio leva a significativo aumento da 

atividade da Na+ATPase em MDCK C11, demonstrando importância desta enzima 

na homeostase destas células. Em MDCK C7, na vigência de hiperosmolaridade 

induzida pela adição de sódio ou manitol, não houve aumento da atividade de 

Na+-ATPase, mas sim a da (Na++K+)-ATPase. Este dado sugere a não 

participação, ou pequena contribuição, da Na+ATPase na regulação do volume 

celular. 
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10 APÊNDICE A - TABELAS 

Tabela 4: Atividade (nmol Pi.mg-1.min-1) da Na+-ATPase e da (Na++K+)-ATPase em culturas de 
células MDCK C11 e C7 semeadas com densidade inicial de 2x105 células por poço, incubadas 
por 24 ou 72 horas.   

Na+-ATPase (Na++K+)-ATPase p valor 

MDCK C11    

24 h 18,9±4,8 6,4±1,7 0,03 

72 h 30,0±6,1 7,1±2,9 0,02 

MDCK C7    

24 h 25,0±4,8 18,0±2,4 0,2 

72 h 27,5±4,1 28,2±5,1 0,9 

 

Tabela 5: Comparação das atividades (nmol Pi.mg-1.min-1) da (Na++K+)-ATPase em cultura de 
células MDCK-C11 e MDCK-C7 semeadas com densidade inicial de 2x105 células por poço, 
incubadas por 24 ou 72 horas.  

(Na++K+)-ATPase MDCK-C11 MDCK-C7 p valor 

24 h 6,4±1,7 18,0±2,4 0,002 

72 h 7,1±2,9 28,2±5,1 0,03 

 

Tabela 6: Atividade (nmol Pi.mg-1.min-1) de Na+-ATPase e (Na++K+)-ATPase em cultura de células 
MDCK C11 e C7 semeadas com densidade inicial de 1x106 células por poço, incubadas por 24 
horas.   

MDCK C11 MDCK C7 P valor 

(Na++K+)-ATPase 16,5±3,4 21,4±2,6 0,18 

Na+-ATPase 32,9±5,2 20,0±2,9* 0,04 

 

Tabela 7: Atividade (nmol Pi.mg-1.min-1) da Na+-ATPase em cultura de células MDCK C11 e C7 
semeadas com densidade inicial de 2x105 células por poço, incubadas por 6 horas em pH alcalino.   

pH 7,4 pH 7,8 P valor 

MDCK C7 25,8±4,6 31,0±3,1 >0.05 

MDCK C11 22,6±2,5 54,2±9,5 <0.01 
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11 APÊNDICE B - MANUSCRITO PUBLICADO  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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