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RESUMO

ESTUDO DAS PROPRIEDADES CINETICAS DAS ISOFORMAS a 1 e a 2-3 Na*,
K* - ATPase EM CORTEX CEREBRAL E HIPOCAMPO DE RATOS

Autor: lgor Leal Brito
Orientador: Prof. Dr. Jeandre Augusto dos Santos Jaques
Co-orientador: Prof. Dr. Malson Neilson de Lucena

A Na*, K*-ATPase (NKA) é uma bomba eletrogénica que mantém a
homeostase celular ao transportar ions Na* e K* através da bicamada lipidica. Nas
células do sistema nervoso, a NKA preserva a integridade do neurdnio e a
transmissdo do impulso nervoso. A deficiéncia na atividade catalitica dessa bomba
ibnica no encéfalo esta correlacionada ao desenvolvimento de diferentes neuropatias
funcionais e cognitivas. Regifes do cérebro que regulam funcées motoras, memaoria
e aprendizado, séo o alvo para entender o funcionamento desses processos neurais.
No entanto, ndo ha estudos sobre as propriedades cataliticas das isoformas a1 e a
2-3 NKA em diferentes regides do encéfalo. Assim, este estudo traz a caracterizacao
das atividades cinéticas das a 1 e a 2-3 NKA em homogenatos de cortex cerebral (CX)
e hipocampo (HP). As atividades das a 1 e a 2-3 NKA foram quantificadas em ambas
regides e em crescentes concentracbes de ATP, NaCl, KCI, MgCl2 e NH4ClI. As
constantes cinéticas para as isoformas a 1 e a 2-3 NKA (K ou Kos, nH e Vmax) foram
determinadas para HP e CX. Os resultados deste estudo demonstram que a afinidade
da NKA aos ions Na*, K*, Mg?* e ao ATP difere entre as isoformas o da NKA e entre
as regides encefalicas CX e HP. Além disso, nossos dados mostram que em baixas
e altas concentracbes 0 NH4 pode afetar a atividade da NKA no CX, mas parece
exercer pouco efeito sobre a atividade no HP.

Palavras chave: Caracterizacdo cinética, o Na*, K*-ATPase, Hipocampo, Cortex
cerebral e Atividade enzimética.



ABSTRACT
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KINETIC PROPERTIES STUDY OF a 1-2 and a 3 ISOFORMS of Na*, K* - ATPase
IN RAT CEREBRAL CORTEX AND HIPPOCAMPUS

Author: Igor Leal Brito
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Co-advisor: Prof. Malson Neilson de Lucena, PhD.

Na*, K*-ATPase (NKA) is an electrogenic pump that maintains cellular
homeostasis by transporting Na* and K* ions through the lipid bilayer. In the cells of
the nervous system, NKA preserves the integrity of the neuron and the transmission
of the nerve impulse. The deficiency in the catalytic activity of this ion pump in the
brain is correlated with the development of different functional and cognitive
neuropathies. Regions of the brain that regulate motor functions, memory and learning
are the target for understanding the functioning of these neural processes. However,
there are no studies on the catalytic properties of a 1, 2 and a 3 NKA isoforms in
different regions of the brain. Thus, this study brings the characterization of the kinetic
activity of a 1 and a 2-3 NKA in homogenates from cerebral cortex (CX) and
hippocampus (HP). The activities of a 1 and a 2-3 NKA were quantified in HP and CX
and in increasing concentrations of ATP, NaCl, KCI, MgCl2 and NH4Cl. The kinetic
constants for a 1 and o 2-3 and total NKA (Km or Ko.s, nH and Vmax) were determined
for HP and CX. The results of this study demonstrate that the affinity of NKA to ions
Na*, K*, Mg2* and to ATP differs among the o isoforms of NKA and between the CX
and HP brain regions. Furthermore, our data show that at low and high concentrations
NH4* can affect NKA activity in the CX, but appears to have little effect on the activity
in the HP.

Keywords: Kinetic characterization, o Na*, K*-ATPase, Hippocampus, Cerebral
cortex and enzymatic activity.
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1. INTRODUCAO

A Na *, K * -ATPase (EC 3.6.3.9 ou NKA) é uma enzima transmembranar da
familia das ATPases do Tipo P (subfamilia P2-C) (Palmgren & Nissen 2011; Dyla, M
et al., 2019). Na membrana plasmatica das células animais, a NKA atua no transporte
de trés idns sodio e dois ions potassio através da bicamada, assim a enzima cria uma
diferenca de cargas dentro e fora da célula. Esta diferenca de polos gera um gradiente
eletroquimico transmembranar importante para uma variedade de fungdes celulares
especializadas, como a captacdo ativa de moléculas como neurotransmissores,
aminoacidos, acucares e nucleosideos (Mobasheri et al., 2000; Krishnan et al., 2015).
Esta bomba eletrogénica transporta os ions Na* e K* contra o gradiente de
concentragdo, para o transporte ativo entre a bicamada liplidica é nessaria a energia
gerada pela hidrolise de uma molécula de ATP em ADP e Pi. (Skou, 1957; Mobasheri
et al., 2000; Kaplan, J. H., 2002 & Pivarov et al., 2018).

Estruturalmente a NKA possui trés subunidades que atuam juntas na atividade
catalitica e funcdo sinalizadora da enzima. Estas sdo: a subunidade catalitica
(subunidade o) a subunidade reguladora (subunidade ) e uma terceira proteina
pertencente a familia FXYD (sununidade y) (Horisberger, J. D. 2004). Nos mamiferos,
diferentes isoformas das subunidades o e 3 sdo expressas em tecidos e células
especificos. A combinacdo das isoformas da NKA ( por exemplo o 181 ou o 1B82)
conferem a enzima propriedades cataliticas distintas no tecido alvo. (Cui & Xie, 2017;
Shrivastava et al., 2018). Na membrana plasmética das células do sistema nervoso
séo encontradas a 3 (especificamente em neurdnios), a 2 (especificamente em células
da glia) e a 1 NKA (Larsen et al., 2016; Murata et al., 2020). As Isoformas da NKA séo
expressas de forma heterogénea entre as regides do encéfalo (Murata et al., 2020) e
exibem propriedade distintas quanto a afinidade aos ions Na*, K* e ao ATP, e além
disso também exibem sensibilidade especifica ao inibidor ouabaina (OUA) (Blanco &
Mercer, 1998; Therien & Blostein, 2000). Essas caracteristicas conferem a enzima a
capacidade regular o potencial de acdo em diferentes células do sistema nervoso
(Blanco & Mercer, 1998; Larsen et al., 2016; Clausen et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos na propagacdo de um impulso nervoso Sao
eletroquimicos (Sudhof & Malenka, 2008). No caso, envolvendo a NKA, o impulso
nervoso é transmitido por um potencial elétrico gerado pela diferenca de cargas na

membrana plasmatica. Esse potencial € dindmico e existe devido as diferentes
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concentracdes intra e extracelulares de sodio (Na*), potassio (K*), cloreto (CI), calcio
(Caz"), entre outros (Rakowski et al., 1997; Mobasheri et al., 2000, Horisberger, J. D.
2004). Para a transmissdo do impulso nervoso, é necessario que um estimulo inicial
crie um rapido desequilibrio na composi¢éo idnica da célula. Neste momento, ha um
feedback positivo para a entrada de Na*. Como consequéncia, a alta concentragédo
de Na* dentro da célula a leva a um estado de despolarizacéo nas fibras nervosas. A
NKA responde ao aumento da concentracdo de Na* intracelular e ajuda a restaurar o
potencial de repouso da membrana (Guyton & Hall, 2017).

Neste sentido, a NKA é alvo de estudo em condi¢cdes neuropaticas. Varios
tabalhos demonstram que alteracfes na atividade das NKA levam ao desequilibrio
ibnico e distarbios neurais, afetando as capacidades motoras e de aprendizado
(Moseley et al., 2007; Zhang et al., 2012; Holm et al., 2016; Shrivastava et al., 2018;
Lichtstein et al., 2018; Ray et al., 2019). Assim, a atividade enzimatica da NKA pode
ser usada como marcador para diferentes diagnosticos e alvo para modulacdo com
finalidade de tratar disturbios cardiacos e neurais (Clausen et al., 2017; Shrivastava
et al., 2018)

O estudo das propriedades cinéticas da NKA é uma ferramenta que ajuda a
compreender aspectos que afetam a enzima em sua func¢éo catalitica. Por exemplo,
estudos prévios revelam diferencas marcantes nas propriedades cinéticas e na
expressdo da NKA no hipocampo (HP), e em lobos que compreendem o cortex
cerebral (CX) (Naidu & Katyare, 1992; Kumosani, 2002). Além disso, Murata e
colaboradores (2020) demonstraram uma heterogeneidade na expressdao das
isoformas o e B entre diferentes regides cerebrais. Por outro lado, os resultados
encontrados para as constantes cinéticas na literatura estdo distribuidos em
diferentes publicacdes por regido encefalica. Além disso, ndo ha resultados quanto a
caracterizacao nas diferentes isoformas a NKA, com as constantes cinéticas de Ky e

Vmax para ions Na* e K* e ao substrato.

Por fim, o estudo das propriedades cinéticas da a NKA no encéfalo fornece
bases biologicas para a compreensédo de aspectos dos processos mentais que nos
garantem perceber, transmitir, e responder aos estimulos. O presente estudo
apresenta uma revisao acerca dos temas centrais associados a atividade da NKA no
encéfalo e os dados da caracterizagdo cinética da NKA no CX e HP.O obejtivo deste



estudo é descrever e comparar 0s parametros cinéticos das isoformas a 1NKA e a 2-
3 e NKAno CX e HP.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Na*K*- ATPase

A bomba de sédio e potassio (bomba de sodio, Na*K*- ATPase ou NKA) é uma
enzima presente na membrana plasmatica de células animais, sua descoberta é dada
primeiramente por Jean Christian Skou em 1957 quando este pesquisador estudou a
influéncia de cations na manutencdo de potenciais em nervos periféricos de
caranguejos (Skou, 1957). A NKA catalisa o transporte de trés ions sodio e dois ions
potéssio através da bicamada lipidica e contra o gradiente de concentracédo (Geering,
1997; Mobasheri et al., 2000; Kaplan, J. H., 2002; Horisberger, J. D. 2004) (Figura 1).

P Dendritos

Terminal axénio




Figura 1. A Na*, K* - ATPase na membrana do neurdnio. Esquema de um neurénio
com as regides do corpo celular. Destague com aproximacdo para a regido da
membrana plasmatica, onde se encontra a NKA. Em laranja - dominio A, em azul —
dominio P e em verde — dominio N. Na membrana plasmatica (lipidios em amarelo) €
possivel observar o dominio transmembranar e suporte (roxo claro). Em roxo escuro
a subunidade y e em lilas a subunidade B (adaptado de Horisberger, J.D. 2004 e
Hwang, S., et al 2020).

Esta troca idnica gera um gradiente eletroquimico que é fundamental para a
polarizacdo da membrana plasmatica, balanco osmoético, regulacdo do volume celular
e potencial de repouso da membrana celular (Geering, 1997; Mobasheri et al., 2000).
Além disso, a NKA esta associada a multiplos complexos proteicos que transmitem
sinais para os compartimentos intracelulares (Reinhard et al., 2012). Além do
transporte de Na* e K*, o gradiente de cargas gerado pelo acimulo de Na* é um sinal
para os transportadores acoplados a membrana. Desta forma a NKA também da
suporte ao transporte de ions CI, Ca?* e H*, glicose e neurotransmissores pela
bicamada, estes componentes sao importantes na funcéo fisiolégica de diferentes
organismos (Kaplan, J. H., 2002; Séez et al., 2009). De uma perspectiva evolutiva, a
Na*K*- ATPase é uma ferramenta essencial a membrana para a homeostase de ions
dentro e fora de uma célula, sendo pré requisito para a atividade neural (Séaez et al.,
2009; Murata et al., 2020) e, por este motivo, atualmente é estudada como marcador
em diferentes contextos de disturbios celulares (Clausen et al., 2017; Shrivastava et
al., 2018).

Para troca de Na* e K* através da bicamada lipidica, a NKA utiliza a energia
da hidrélise de uma molécula de ATP (Skou, 1957). Durante o ciclo catalitico ha a
formacdo de um intermediario fosforilado com um residuo de aspartato no dominio
catalitico da enzima. Esta € uma caracteristica similar a todas enzimas da familia das
ATPases como ATPases do tipo V, F e P. Em todas, um intermediario é fosforilado
durante o ciclo catalitico. As ATPases do tipo P (P-ATPases) sdo uma grande familia
de bombas ibnicas e lipidicas que séo dispostas por toda membrana celular. Sédo
proteinas integrais de membrana que atravessam entre 8-10 vezes em um Unico
polipeptidio (Palmgren & Nissen 2011; Dyla, M et al., 2019). Essas bombas sao
divididas em 5 subfamilias e séo encontradas em todas formas de vida, atuando na
conversdo de energia metabdlica em gradientes eletroquimicos, mediando a
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sinalizacdo celular ou iniciando a secrecdo de vesiculas em compartimentos
eucarioticos (Palmgren & Nissen 2011; Dyla, M., et al., 2019). A NKA esta dentro da
familia das P-ATPases, mais precisamente na familia P do tipo 2C-ATPase (Palmgren
& Nissen 2011; Dyla, M et al., 2019).

As enzimas da subfamilia P2C-ATPases compartilham uma regido conservada
na subunidade o das suas estruturas (Palmgren & Nissen 2011; Dyla, M et al., 2019).
Assim como outras proteinas da sua familia, a NKA possui uma subunidade o mas
também subunidades B e y (figura 1), no entanto esta ultima subunidade nédo é
presente em todas as NKA, ela é restrita aos organismos vertebrados, e esta presente
em tipos celulares e tecidos especificos (Blanco & Mercer, 1998; Clausen et al., 2017).
Diferentes genes codificam as isoformas da NKA (o 12 ou o 2B1 por exemplo), em
mamiferos sdo transcritas as isoformas a 1, a 2, a 3 e a 4, B (1-4) e y (1-5) (Blanco &
Mercer, 1998; Clausen et al., 2017). A combinacéo das varias subunidades da enzima
podem transmitir propriedades funcionais especificas, importantes na regulacdo e
modificacao da atividade enzimatica (Therien & Blostein, 2000; Kaplan, J. H., 2002;
Crambert & Geering 2003; Matchkov & Krivoi, 2016).

2.1.1. Caracteristicas estruturais

A estrutura da NKA é constituida pelas por trés subunidades heterogéneas,
com tamanho, composicdo e fungéo distintas. A subunidade a da NKA é a maior
dentre as 3, tendo aproximadamente 1000 aminoacidos e um peso de
aproximadamente 110 kDa. Esta proteina atravessa a membrana 10 vezes (TM1-
TM10), e sua estrutura é dividida em dominios transmembranares e cataliticos
(Blanco & Mercer, 1998; Mobasheri et al., 2000; Dyla, M et al., 2019) (Figura 2).

Os segmentos transmembranares (TM1 a TM10) formam o que é chamado de
dominio transmembranar e suporte (DomT e S respectivamente) nesta estrutura
estdo as por¢cdes N-terminal (TM1) e COO-terminal (TM10), ambas sédo dispostas
para o citoplasma. Além disso, o0 DomT é altamente flexivel, um fator que auxilia no
transporte de ions através da membrana. O DomS é uma unidade auxiliar do DomT,
sua estrutura € rigida, pouco conservada e sua funcéo € na coordenagédo dos ions

durante o transporte (Palmgren & Nissen 2011; Dyla, M et al., 2019).



Na porcao citosdlica, entre os segmentos TM2 e TM3 do DomT, estende-se
uma alca que forma o dominio atuador (DomA). Este altimo, esta ligado ao DomT por
alcas flexiveis que asseguram a mudanca conformacional da enzima durante a
catalise, além disso o DomA atua como uma fosfatase globular (Palmgren & Nissen
2011; Dyla, M et al., 2019) (Figura 2.a e b).

Figura 2. Representagdes da estrutura da Na*, K*-ATPase: a esquerda um esquema
da estrutura da Na*, K*-ATPase, destaque para os dominios transmembranares 1-10
da subunidade o e os dominios citosodlicos, como o dominio atuador (amarelo),
dominio de ligagédo do nucleotideo (vermelho) e dominio de fosforilagdo do ATP (azul).
Ha também a subunidade 3, que aparece entre os segmentos 7 e 8 (Marrom) e possui
uma grande porgéo extracelular. E a subunidade y, com apenas um segmento
transmembrana (laranja). A direita estrutura tridimensional da Na*, K*-ATPase, com
destaque para as trés subunidades: o em verde, 3 em laranja e y em azul. Adaptado
de Reinhard et al., 2012 e PDB 2021).



Outro dominio citosélico se forma de uma alca saindo entre TM4 e TM5, o
dominio P (DomP) ou o dominio de fosforilacdo. Este nome ser d& pois no DomP é
onde o residuo de aspartato (ASP) sofre fosforilagdo em uma regido da enzima
altamente conservada (Asp-Lys-Thr-Gly) (Palmgren & Nissen 2011; Dyla, M et al.,
2019). Uma insercdo modular no DomP forma o dominio de ligacdo do nucleotideo
(DomN). O DomN é pouco conservado, esta € uma caracteristica que ajuda na
distincdo das familias de P-ATPases. Cada dominio forma uma estrutura
tridimensional e compacta e muitas vezes pode ser dobrado para expor sitios de
ligacdo para outras proteinas servindo diferentes fun¢des (de Horisberger, J.D. 2004;
Palmgren & Nissen 2011; Cui & Xie, 2017; Shrivastava et al., 2018; Dyla, M et al.,
2019).

Entre todas P-ATPases a subunidade o da NKA é a mais conservada, sendo
gue compartilha de uma homologia de até 70% de genes entre outros membros da
mesma familia (Palmgren & Nissen 2011). No entanto, diferentemente das outras
ATPases, a NKA somente é funcional na formacédo do complexo heterodimérico das
subunidades o B (Mobasheri et al., 2000; Kaplan, J. H., 2002). Estas subunidades sé&o
transcritas numa razao de 1:1 e no caso da transcricdo ser desbalanceada, uma via
de proteases € ativada para a degradacdo da unidade defeituosa. Isto porque, a
subunidade 3 participa na maturacéo da a NKA, da inser¢cdo na bicamada e protecéo
contra proteases, tem funcéo de chaperona auxiliando nas tor¢des que ocorrem na
subunidade a da NKA. Nao obstante, a subunidade B da NKA auxilia na adeséao
célula-célula(Geering, 2008; Reinhard et al., 2012; Hilbers et al., 2016).

A subunidade B é uma proteina de membrana que esta associada a
subunidade o nos segmentos transmembranares TM7-TM8 (Figura 2). Esta
subunidade € menor, possui 370 aminoacidos (Figura 2) e aproximadamente 55 KDa
(Mobasheri et al., 2000; Kaplan, J. H., 2002). A porcado N-terminal € exposta no
citoplasma e diferentemente da subunidade o 0 terminal carboxilico € extracelular. A
maior parte da proteina estd no espacgo exoplasmatico, em torno de 300 aminoacidos

gue formam 3 sequéncias glicosiladas, (Mobasheri et al., 2000; Kaplan, J. H., 2002).

Durante a expressédo da NKA, a associacdo a -p € marcada por modificacdes

pos traducionais em ambas subunidades, como exemplo a inser¢cdo da subunidade 3



entre 0s segmentos transmembranares da subunidade o. Para tanto a subunidade a
€ modulada por fosforilagdo de uma serina/treonina kinase, e no caso das isoformas
a 1 e 2, cinco residuos sao removidos por modificacdes pos traducionais (Reinhard et
al., 2012). Aléem de proteger a NKA contra a acdo de proteases, a subunidade 3
também auxilia na oclusdo de ions potdssio e nas alteracdes entre os estagios
conformacionais na enzima durante o mecanismo catalitico (Geering, 2008; Hilbers
et al., 2016).

A subunidade y da NKA € uma proteina da familia FXYD, ela contém em torno
de 60 residuos de aminoéacidos e ~7kDa. Esta subunidade € um Unico segmento que
atravessa a bicamada, sua secc¢do N-terminal € exposta no citoplasma, enquanto que
a C-terminal na parte externa da membrana (Mobasheri et al., 2000; Kaplan, J. H.,
2002; Cram Bert & Geering 2003; Geering, 2008).

Em diferentes organismos, proteinas da familia FXYD estdo associadas a
sinalizacao e regulacao de transporte de ions (Crambert & Geering 2003; Geering,
2008). No caso da NKA, esta subunidade somente é encontrada em vertebrados, 5
isoformas distintas da subunidade y sdo associadas a NKA em tecidos e células
especificos. Esta subunidade exerce influéncia sob a afinidade da bomba de sédio e
potassio ao substrato e aos ions transportados (Kaplan, 2002; Crambert & Geering,
2003; Geering, 2008; Clausen et al., 2017).

As quatro isoformas da subunidade o tém afinidades diferentes aos ions, ao
substrato e 0 mesmo quanto a resisténcia aos inibidores e a outros agentes quimicos
(Murata, 2020). Devido essa diferenca em afinidade, organismos que expressam
diferentes isoformas da NKA, aproveitam gradiente de Na* e K* para suas fungcdes
especificas, por exemplo, a isoforma a 4 s6 expressa nos testiculos e € essencial para
a fertilidade em esperma (Camara et al., 2017; Clausen et al., 2017), enquanto no
coracao de camundongos apenas as subunidades o 1 e 2 da enzima sao transcritas
(Blanco & Mercer, 1998). No encéfalo sdo encontradas as isoformas o 1,2,3 em tipos
celulares diferentes. E neste caso, as subunidades o 1 e 3 sao diferentes
funcionalmente, sendo que esta ultima tem menor afinidade pelos ions Na e K, é mais
sensivel a OUA e acredita-se que a subunidade a 3 permita a rapida restauracao dos

gradientes de ions apos intenso disparo ne

2.1.2. As propriedades cinéticas da Na*, K*-ATPase



As células usam de mecanismos de transporte transmembrana para diversas
funcdes: a captacdo de substrato, secrecdo de moléculas e para manter a
homeostase fisiologica (Lorsch, 2014). A membrana plasmética separa polos de
cargas positivas e polos de cargas negativas, que s&o criados por diferentes

concentracfes de Na*, K*, CI e outros ions (Clarke & Fan, 2011).

A composi¢ao quimica da estrutura de proteinas transmembranares confere a
essas enzimas propriedades que exercem influéncia sobre a afinidade a ions e
moléculas especificas presentes no meio (Green & Millar 1995). Para a NKA isso
também € necessario, na o NKA estdo presentes sitios de ligacdo para Na*, K* e

Mg?*, por exemplo (Dyla, M et al., 2019).

Ao medir propriedades cinéticas de uma enzima, é possivel descrever suas
caracteristicas bioquimicas como sensibilidade a ouabaina, afinidade ao substrato e
aos componentes associados (Lorsch, 2014). Na cinética de estado estacionario, as
taxas iniciais de reacfes sao medidas em um regime em que cada molécula de
enzima se liga ao substrato e catalisa sua conversédo em produto varias vezes (Lorsch,
2014). Este método é frequentemente usado para a caracterizacdo de uma enzima,
de moléculas com efeito inibitério e mutagdes ou modificacdes que afetam a funcao

enzimética.

A NKA foi caracterizada em amostras de branquias de camardo pelagico
Xiphopenaeus kroyeri (Leone et al., 2014), caranguejo de mangue semi-terreste
Cardisoma guanhumi (Farias et al., 2017), branquias e rins de peixe teleostideo (Zhu
et al., 2018). Em mamiferos ela foi caracterizada em rim de ratos jovens e adultos
(Marin et al., 1985), posteriormente em de ratos diabéticos (Kumthecar et al., 1992)
As isoformas da NKA foram caracterizadas separadamente, como a isoforma a 4 em
amostra de esperma bovino (Hichey et al., 2012), as isoformas a 1, 2 e 3 em cultura
de células HelLa (Zahler et al., 1992)

A constante de Michaelis—Menten (Km) € a medida de afinidade para uma
reacdo entre uma enzima e um substrato, a partir do Kn podemos entender e
comparar as reacdes enziméticas. Em 1997, um grupo de pesquisa norte americano
caracterizou a atividade da NKA em cultura de células humanas, as isoformas o 1
apresentaram K (para Na*) de 12 mM, para as a 2NKA foi 22 mM e 33 mM para as

isoformas a 3 (Zahler et al., 1992). Em outro estudo conduzido com amostras de
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cérnea, a velocidade maxima (Vmax) e a constante de dissociacao aparente (Ko;s) da
NKA foram estimadas em relacao a ativacdo dos ions sodio e potassio. O Vmax para
o Na* foi de 5,58-5,60 umol Pi / mg de proteina / 30 min, para e os valores Kos
correspondentes foram 62-57 mM. Para K* o Vmax foi de 4,28-4,00 umol de Pi/ mg
de proteina / 30 min e 0 Ko;5 3,3-3,1 mM (Whikehart et al., 1987).

A caracterizacdo cinética da NKA em encéfalo ja foi realizada em membranas
do encéfalo total (Naidu & Katyare, 1992), em diferentes lobos (Poole et al., 1984;
Kumosani, 2002) e em algumas estruturas especificas como hipocampo e estriado
(Pekovic et al., 1997). Em membranas do encéfalo total, a NKA apresenta o valor de
0,74 mM de Kn e Vméax 255 mM Pi/ hr/ mg de proteina (Naidu & Katyare, 1992). No
cerebelo, 0 Ky da NKA para ATP é de 3,19 mM e Vméx 95 (Pi/ mg/ min), enquanto
nos hemisférios cerebrais que compreendem o cortex cerebral ao Ky da NKA foi de
0,5 e 1,45 mM e Vméax foi de 616 e 848 (Pi/ mg/ min) (Kumosani, 2002). A
caracterizacao feita em hipocampo revelou K para ATP de 1.21 mM e 0,76 mM no

corpo estriado.

O estudo das propriedades cataliticas da NKA fornece bases biologicas para a
compreensao da funcéo cinética desta enzima no encéfalo. No entanto os trabalhos
de caracterizacdo da NKA no encéfalo ndo abrangem a caracterizacado de diferentes
isoformas (a 1, 2 e 3). Ha a caracterizacdo em diferentes lobos, mas carece de uma
analise por regides especificas que fornecam informacbes precisas sobre cada

isoforma em diferentes secc¢des do encéfalo.
2.2. Mecanismo catalitico da Na*, K*-ATPase

O mecanismo catalitico da bomba de sodio e potassio € conhecido por
compreender alteragbes conformacionais enzimaticas entre dois estados: E1 e E2
(figura 3). No estado conformacional E1, a NKA expde sitios de afinidade para a
ligacédo de 3 ions Na* nos DomT, ligacédo de ATP no DomN e do ion Mg?* no DomP
(Palmgren & Nissen 2011; Dyla, M et al., 2019).
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Figura 3. Esquema do mecanismo catalitico da Na*, K*-ATPase. As ilustractes
acima do esquema remontam as ligacdes da Na*, K*-ATPase ao Na* (Violeta), K*
(verde piscina)’ ATP (azul claro) e demonstram as alteracfes conformacionais da
bomba ocluindo e liberando os ions para o citoplasma (quanto ao Na*) e para o limen
(quanto ao K*). Em destaque estdo os dominios A (amarelo), P (azul escuro) e N
(vermelho). No estdgio E1, a Na*, K*-ATPase se liga ao ATP e oclui trés ions Na*
para os dominios transmembranares. Em seguida o ATP é hidrolisado em ADP e
fosforila o dominio P. A Na*, K*-ATPase libera o ADP e a bomba atinge o estagio
conformacional E2. O Na* é entdo transportado para o meio extracelular e a bomba
expde sitios de afinidade ao K*. Dois ions K* sdo ocluidos para os dominios

transmembranares e liberados no citosol (adaptada de Clausen et al., 2017).

Este ultimo componente (o Mg?*) age como um cofator de carga positiva
durante a insercao do ATP no DomP. Apos a ligacdo do ATP no DomA esta fosfatase
sofre uma tor¢cdo, e o movimento exercido pelo DomA aproxima o ATP de forma
estratégica a regido do DomP. Em seguida, contra o gradiente de concentragéo, cada
um dos ions Na* séo liberados para o espaco extracelular, o ATP € hidrolisado em
ADP e Pi. Este ultimo processo causa uma fosforilagdo em um residuo de aspartato
no DomP (regido conservada de residuos Asp-Lys-Thr-Gly). Neste ponto, a NKA
atinge o estado conformacional E2 e altera¢gbes de voltagem na regidao do DomT e S
causam aliberacdo de Na* para o meio extracelular (Horisberger J. D. 2004; Palmgren
& Nissen 2011; Dyla, M et al., 2019).
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Essa mesma conformacao (E2) expde sitios com afinidade para ions K* na
porcao extracelular (Figura 3). A fosforilacdo do DomP também causa uma mudanca
conformacional nos dominios citosolicos da enzima, a estrutura sofre um
alongamento no DomN, esta reacao resulta na rotagcdo do DomA de volta ao para o
topo do DomP, os 2 ions K* que estavam ocluidos séo liberados. As rotacdes no
DomA ficam em proximidade estratégica com ASP fosforilado e € importante para a
reversdo da conformacéo da enzima. Essas rotacdes impedem que sitios de ligacao
para ions no DomT venham atrapalhar o ciclo catalitico e, como explicado acima,
abrem caminho para a saida de ions do outro lado da membrana (Palmgren & Nissen
2011; Dyla, M et al., 2019).

Na conformacéo E2 é quando a bomba pode ser inibida por OUA, um esteroide
cardiotonico que interage com a fragédo extracelular da enzima e se liga aos DomT e
S da subunidade o blogueando o ciclo catalitico da NKA (Ogawa et al., 2009). Além
da OUA, que é o inibidor especifico da NKA, a presenca de alguns metais (como
aluminio) (Silva, 2003) e agentes quimicos (como vanadato) (Fraqueza et al., 2019)
ou outros esteroides cardiotonicos (como digoxina) (Askari, 2019) também tem um
efeito inibitério na bomba de sddio e potassio, indicando outros fatores que podem

influenciar na sua atividade catalitica.

2.3. Mecanismos de regulacao

Cada isoforma da subunidade o da NKA apresenta em sua estrutura pequenas
diferencas nos dominios A, DomN, DomT e etc. Essas diferencas estruturais
conferem a subunidade catalitica da bomba capacidade de interacdo com outras
proteinas e afinidade distinta aos ions presentes na catalise (Clausen, et al.,2017;
Xie, 2017). Um bom exemplo deste fato € a relacdo da NKA com a ouabaina (OUA),
pois dentre as isoformas o 1, 2 e 3, apenas as duas Ultimas sdo sensiveis a
concentracfes baixas (0,01 mM) OUA (Parreira, et al.,, 2021), esta molécula é a
inibidora especifica da NKA, capaz de inibir a enzima no estagio E2 do ciclo catalitico
se ligando a subunidade o da NKA (Figura 4) (Ogawa et al, 2009).
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A OUA é um esteroide cardiotdnico (Figura 4), esta molécula € sintetizada
principalmente por plantas trepadeiras da espécie Strophantus gratus. Um derivado
esteroidal da OUA ¢é sintetizada por organismos animais, como pelo corpo humano,
mas em menor concentracdo (Cavalcante-Silva et al., 2017). Em concentracdes
saturantes toda atividade da NKA é inibida, quando essa inibicdo nao é revertida o
gradiente de Na* e K* é perdido. Em seguida, outros transportadores (como o trocador
de Na* e Ca?') também sdo afetados e uma série de efeitos deletérios como a

condensacao nuclear e degradacdo do DNA levam a morte celular (Donck et al.,
1993).

Figura 4. Interacdes da Ouabaina com a Na*, K* -ATPase. A imagem a esqueda
esquematiza os dominios transmembranares onde ocorre a ligagdo com a ouabaina.
A direita, encontra-se um esquema da estrutura da Na*, K* -ATPase no momento da
interacdo com ouabaina no estagio conformacional E2 na presenc¢a da subunidade 3.
Adaptado de Aperia, A (2012).

A OUA ministrada em baixas concentracdes exerce uma influéncia na atividade
da NKA em organismos vivos. No DomN ha sitios que podem interagir com outras

proteinas moduladoras como Scr quinases, Fosfoinositideo 3-quinase,
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Phospholipase Cy. A regido do DomN, chamada de NakKtide, pode inibir a atividade
da Scr cinase, e € capaz de interagir com outros moduladores para induzir apoptose,
inibir crescimento celular e diminuir a formacdo de tumores em célula com baixas
concentracdes de o INKA (Reinhard et al., 2013).

A OUA se liga a subunidade a e curiosamente as isoformas a 1, 2 e 3 séo 87%
idénticas umas as outras, enquanto a isoforma a 4 78%. As diferencas estao
principalmente no DomN (sitio de ligacéo de ATP) e nas regides de ligacdo para ions
e OUA (DomT e S) (Clausen et al., 2017). Isso se da pois a funcdo de transporte esta
fortemente relacionada as partes internas, onde os ions sdo transportados em
resposta a hidrélise de ATP, enquanto diferencas na superficie permitem que cada
isoforma tenha sua propria interacdo proteina-proteina (Reinhard et al., 2013; Cui &
Xie, 2017).

Na membrana plasmatica estdo dispostas proteinas e canais que
proporcionam a entrada e saida de componentes importantes para a célula (Clarke &
Fan, 2011). Em regibes com muitas proteinas com funcao de sinalizacdo e transporte
a NKA interage com outras proteinas de membrana ajudando a regular a entrada de
Ca?* e K*, &gua e glicose (Mobasheri et al., 2000; Kaplan, J. H., 2002). Além disso, a
NKA pode interagir com o receptor de &cido propanoico (Reinhard et al., 2013) para
sua internalizacéo e degradacao se necessario suprimir a atividade da bomba.

Outro mecanismo de modulacao da atividade da NKA parte da ativacdo desta
enzima. A bomba de sédio e potassio é ativada na presenca de Na* e ATP e Mg?*,
de fato os ions e o substrato sdo essenciais para a atividade da bomba, mas
dependendo da concentracdo de Na*, K* e ATP disponiveis a atividade da bomba
pode ser aumentada ou suprimida (Xu, 2005). Por exemplo, em um contexto de alta
concentragdo de K* intracelular pode ocorrer competicdo pelos sitios de Na* na fase

E1 do ciclo catalitico (Clausen et al., 2017).

A NKA é ativada também por neurotransmissores, hormonios e uma série de
substancias que fosforilam residuos de Serina e Tirosina na subunidade o (Xu, 2005).
A interacdo da NKA com aducinas e policistinas aumenta a atividade da bomba,
enquanto proteinas transmembranares controladoras de tumor podem inibir

parcialmente a NKA (Xu, 2005). Os estudos que relacionam a NKA as func¢bes de
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sinalizacdo sdo diversos e isso ajuda a compreender a participacao desta enzima nos

processos fisioldgicos e intracelulares.

2.4 A Na*, K*-ATPase no encéfalo

No encéfalo a NKA é responsavel por grande parte do processo de
transmissao de sinal entre as células neurais. Cerca de 70% da energia gerada €
usada pela NKA para a manutencdo do potencial elétrico necessario para a

transmissao de sinais entre neurdnios (Figura 5.a) (Murata et al., 2020).

K +
—— i
Nat Nat
Abrem canais de potassio

Fecham canais
de sédio

Despolariza¢do

Repolarizagdo
Potencial de
descanso

Na* Nat Kt

Hiperpolarizagdo

Astrocyte

/4
I
\
Suggested preferred
astrocytic combination

Figura 5. Mecanismo de transmissdo sinais através de potenciais de ag¢do no
neurdnio: a) Esquema do efeito na troca de cargas dentro e fora da célula resultantes
do potencial de acdo nos neurbnios, setas indicam entrada de Na*. b) Grafico
ilustrativo das alteracfes de voltagem durante um potencial de acdo. Repare que um
estimulo leva a abertura de canais de sédio. O influxo de Na* continua até que a carga
interna seja positiva (~40 mV), causando uma despolarizagcdo. Os canais de Na*

entdo se fecham e transportadores de K* sdo abertos para liberar K* até que a o
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espaco intracelular fique hiperpolarizado (~-90 mV). c¢) Distribuicdo das isoformas da

NKA em neurénio e astrocitos (Adaptado de Reece, et al., 2011; Larsen, et al., 2016).

O equilibrio idnico entre os metais dos meios intracelular e extracelular é
essencial na manutencdo das fungdes neuronais como captacdo e recepgado de
neurotransmissores (Pivovarov et al., 2018), formacé&o da mielina, garantir a atividade
de outras enzimas, potenciais de repouso e de acdo (McDonough & Farley, 1993).
Isso se reflete em dar manutencdo as funcdes associadas a este 6rgdo, que sao:
capacidade cognitiva, memaria de curto e longo prazo, visdo, funcdo motora e etc
(Shrivastava et al., 2018). Em outras palavras, encéfalo tem fungcédo na codificacao,
formacéo e processamento e resposta rapida a estimulos ambientais. Para codificar
tantas funcdes, diferentes sinais sdo gerados e transmitidos através de
neurotransmissores e neuromoduladores (Raichle, 2010).

O processo responsavel pela transmissédo das informacfes entre as células
neuronais, € chamado facilitacdo sinaptica (Jackman & Regehr, 2017), que consiste
na ativacdo, ou a ou facilitagdo, do inicio de um potencial de acdo em outra célula
(p6s-sinaptica) durante um disparo sinaptico repetitivo. No caso de um estimulo que
gere um baixo potencial de acdo, esse impulso transmite um sinal que muitas vezes
nao é respondido pela célula pds-sinaptica, chamado de potencial de curto prazo
(Jackman & Regehr, 2017). No entanto, alguns impulsos podem fazer as células pré-
sinpticas excitarem fortemente as células pds-sinpticas, garantindo a transmisséo
de um sinal por horas, até que seja ativado um mecanismo para suprimir a

transmissao (Jackman & Regehr, 2017).

Nas membranas das células que compde o SNC de mamiferos, trés isoformas
da a NKA estdo dispostas atraves da bicamada (Blanco & Mercer, 1998; Clausen et
al., 2017; Murata et al., 2020). Essas enzimas efetuam repetidamente a quebra de
ATP durante uma despolarizacdo, restaurando a polaridade da membrana, o
potencial de acdo e regulando a composicao eletrolitica do meio (de Lores Arnaiz &
Ordieres, 2014, Clarke & Fan, 2011).

No potencial de repouso da célula predominam ions com cargas negativas no
interior enquanto no exterior os de carga positiva. O inicio de um potencial de acao
se da pela mudanca das concentragdes i6nicas dentro e fora da célula (Figura 5.b)(

Hodgkin & Huxley 1952). Isto é, Uma ligeira entrada de Na* no meio intracelular da
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inicio & uma sinalizacdo com feedback positivo para a abertura dos canais iénicos de
Na*, e mais sodio entra na célula. O aumento da concentracdo de Na* intracelular
causa despolarizacéo interna do neuronio, que de -70 mV passa a ter ~40 mV por
conta do influxo da carga positiva (Figura 5.b).

Em seguida, os canais de K * (dependentes de voltagem) se abrem lentamente
liberando o ion para fora da célula. Durante este processo a bomba de sodio e
potadssio é ativada constantemente para restaurar o potencial de repouso da
membrana, ela responde ao acumulo de Na* e de acordo com 0 mecanismo
anteriormente descrito ela restabelece a diferenca entre as cargas dentro e fora da
célula, o que é essencial para o continuo potencial de acdo nos neurénios (Bliss &
Cooke, 2011; Nelson & Cox 2014; Guyton & Hall, 2017).

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, a NKA é transcrita em 10
vezes a quantidade que em individuos adultos. No entanto, a expressdo da NKA
reduz com o avanco da idade, o que é causado por eventos de adaptacao plastica a
condicdes de hipdxia intermitentes. No hipocampo e cerebelo de ratos jovens hd uma
mudanca na expresséo da subunidade o, aumento da isoforma o 1 e diminuigéo da

isoforma a 3 (de Lores Arnaiz & Ordieres, 2014).

A ontogenia no cerebelo é marcada por um aumento progressivo no potencial
de descanso das membranas, e na sensibilidade a OUA. Essas mudancas sao mais
recorrentes nas isoformas o 3 e poucas mudancas na a 1 e 2 (de Lores Arnaiz &
Ordieres, 2014). Na velhice, ha uma diminuicdo da excitabilidade neural, aparecem
dificuldades nas funcbes cognitivas e em consonancia a NKA tem a atividade
reduzida. O declinio na expresséao e atividade da NKA no encéfalo € consequéncia
do acumulo de danos ao tecido cerebral mais velho, alvo de produtos de peroxidacao
lipidica e espécies reativas de oxigénio (de Lores Arnaiz & Ordieres, 2014.Clausen et
al., 2017).

Estudos recentes evidenciam a relacao da atividade da NKA na fungéo motora
e em propriedades do aprendizado, memoria e semantica. Por exemplo, ha uma
diminuicdo na excitabilidade, na expresséo e atividade sinalizadora gerada pela a 3
NKA no cortex cerebral durante o desenvolvimento de Alzheimer (Zhang et al., 2012;
Clausen et al., 2017; Shrivastava et al.,2018). Em casos ap6és um edema cerebral, no

contexto intracelular, ha falha no transporte ativo de Na* mediado pela NKA e
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aumento da permeabilidade de Na* via canais dependentes de voltagem (Clausen et
al., 2017).

No encéfalo a excitabilidade neural regula o humor, um exemplo disso é a
desordem bipolar, que é caracterizada por mudancgas no estado de humor individual,
e na excitabilidade neural (Lichtstein et al., 2018). Neste caso, o tratamento com
horménios esteroidais podem suprimir a atividade da NKA no hipotalamo, diminuindo
a excitabilidade nesta regido e levando a um comportamento de humor estavel
(Clausen et al., 2017). Isso ocorre pois ha uma conversao destes horménios em
componentes que, como a OUA, podem interferir na atividade da NKA (Clausen et al.,
2017). Outro exemplo de como a funcdo da NKA exercer efeito sobre nossas
capacidades neurais é a depressao, ou episodios de depressao, estudos relatam que
ha uma reducgéo de na expressédo e funcionamento da enzima NKA em humanos e

outros animais (Shrivastava et al.,2018).

No hipocampo a NKA tem efeito sobre a aprendizagem e a memoria (Lisman
et al., 2017; Moseley et al.,2007). Deprinil, um farmaco usado para melhorar a
aprendizagem e memoéria em idosos, causa aumento na excitabilidade neural, taxa
de disparo elétrico e na atividade da NKA na regido do hipocampo (Clausen et al.,
2017). Em estudos usando modelos de depressédo animal, descrevem uma reducao
da atividade hipocampal da NKA. O tratamento com Fluoxetina reverteu os sintomas
e causou um aumento na atividade da bomba (Clausen et al., 2017). Em outro modelo
de depresséo, uma variavel o 3 NKA mutante e uma selvagem foram testadas quanto
ao efeito do estresse na atividade da enzima. A varidvel mutante foi sensivel ao
estresse, enquanto na selvagem néo houve alteracdo na atividade da NKA (Clausen
et al., 2017). A isoforma o 3 é comumente estudada nas disfun¢des neuroldgicas,
devido sua localizacdo nos neurdnios, funcdo de bomba eletrogénica e transdutora
de sinal (Di Fonzo et al., 2007; Moseley et al.,2007; Zhang et al., 2012; Reinhard et
al., 2013; Shrivastava et al.,2018).

No tecido neural as isoformas o 1 e a 2 sdo predominantes em células da glia,
enquanto nos neurbnios sdo encontradas as isoformas o 1 e 3, esta ultima
principalmente nas projecdes neurais e dendritos (Figura 5c¢) (Clausen et al., 2017;
Shrivastava et al.,2018; Reinhard et al., 2013). A isoforma a 2 € localizada proxima
aos trocadores de Na* e Ca?*, o que ajuda a regular os niveis de Ca?* na célula

(Reinhard et al., 2013). Em astrécitos a afinidade da isoforma o 2 em astrdcitos ajuda
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na depuracao de K* apds um intenso disparo neural (Larsen & Mc Aulay, 2016). As
NKA em todas suas isoformas oferecem um maquinario indispensavel na funcéo do
encéfalo (Golden et al., 2001; Murata, et al 2020), e por isso € um marcador para
diferentes contextos que afetam o metabolismo, transporte de ions e moléculas, a
sinalizacao, a excitabilidade celular (Reinhard et al., 2013). E € alvo para terapia para
cardiopatias, doencas renais e neuropatias (Abrams & Osborn, 2008; Funck et al.,
2015; Clausen et al., 2017; (Lichtstein et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos geral

Caracterizar a atividade das enzimas a 1 e a 2-3 Na*, K*-ATPase em

homogenatos de cortex cerebral e hipocampo de ratos Wistar.

3.2. Objetivos especificos

- Quantificar a atividade das enzimas o 1 e a 2-3 Na*, K*-ATPase em funcéo

de crescente concentracao de enzimas em HP e CX.

- Determinar as constantes cinéticas, como a constante de Michaelis e Menten
(Km) ou constante de dissociacdo aparente (Kos), coeficiente de Hill (nH) e a
velocidade maxima (Vmax), para ambas isoformas em CX, HP frente a crescentes
concentragdes de ATP, NaCl, KCl e MgCl: e o efeito de crescentes concentracdes de
NH4CI.

-Analisar comparativamente os resultados obtidos nas diferentes regides do
encéfalo quanto ao perfil de atividade enzimética nas isoformas o 1 e a 2-3 Na*, K*-
ATPase.
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GRAPHICAL ABSTRACT

Cerebral cortex and
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This graphical abstract illustrates the main object of the present study (al and 2-3 Na*, K*
ATPase) , the components whose concentrations were varied in the kinetic analyses and the

constants determinaded in this study.
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ABSTRACT

KINETIC PROPERTIES STUDY OF a 1-2 and a 3 ISOFORMS of Na*, K* - ATPase
IN RAT CEREBRAL CORTEX AND HIPPOCAMPUS.

Na*, K*-ATPase (NKA) is an electrogenic pump that maintains cellular homeostasis by
transporting Na* and K™ ions through the lipid bilayer. In the cells of the nervous system, NKA
preserves the integrity of the neuron and the transmission of the nerve impulse. The deficiency
in the catalytic activity of this ion pump in the brain is correlated with the development of
different functional and cognitive neuropathies. Regions of the brain that regulate motor
functions, memory and learning are the target for understanding the functioning of these neural
processes. However, there are no studies on the catalytic properties of a 1, 2 and a 3 NKA
isoforms in different regions of the brain. Thus, this study brings the characterization of the
kinetic activity of a 1 and a 2-3 NKA in homogenates from cerebral cortex (CX) and
hippocampus (HP). The activities of a 1 and a 2-3 NKA were quantified in HP and CX and in
increasing concentrations of ATP, NaCl, KCI, MgCl, and NH4CI. The kinetic constants for a
1 and a 2-3 and total NKA (Km or K0.5, nH and VVmax) were determined for HP and CX. The
results of this study demonstrate that the specificity of NKA to ions Na*, K*, Mg." and to ATP
differs among the a isoforms of NKA and between the CX and HP brain regions. Furthermore,
our data show that at low and high concentrations NH4* can affect NKA activity in the CX, but
seems to have little effect on the activity in the HP.

Keywords: Kinetic characterization, o Na*, K*-ATPase, Hippocampus, Cerebral cortex and
enzymatic activity.
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INTRODUCAO

A Na ™, K*-ATPase (EC 3.6.3.9 ou NKA) é uma enzima transmembranar da familia
das ATPases do Tipo P (subfamilia P2-C) 12 Na membrana plasmatica das células, a NKA
atua no transporte de ions Na* e K "através da bicamada, mantendo a homeostase eletroquimica
da célula. Este gradiente transmembrana é importante para uma variedade de func6es celulares
essenciais, incluindo a captacao ativa de moléculas como neurotransmissores, aminoacidos,
aclcares e nucleosideos **. A NKA bombeia trés fons Na* do espaco intracelular para o
extracelular, e dois ions K ™ do espago extracelular para dentro da célula, contra o gradiente de
concentracdo 7. Para esse transporte, a enzima consome a energia gerada pela hidrolise de

uma molécula de ATP 5,

No encéfalo, diferentes isoformas de NKA interagem com proteinas de membrana, com
células vizinhas, participam de cascatas de sinalizacdo citosélicas para enviar sinais
intracelulares, "8, Nas membranas celulares do sistema nervoso sdo encontradas trés isoformas
a da NKA. A isoforma a 1 NKA é mais distribuida entre as células, por outro lado a isoforma
o 3 é encontrada especificamente em neurdnios e a isoforma a 2 em células da glia 1%, As
isoformas da NKA sdo expressas de forma heterogénea entre as regides do encéfalo 1! e exibem
propriedades distintas quanto a afinidade aos ions Na*, K* e ao ATP, e além disso também

exibem sensibilidade especifica ao inibidor ouabaina (OUA) %13,

No encéfalo sdo expressas trés isoformas da subunidade a: a subunidade al, que ¢
expressa em diferentes tipos celulares, a isoforma a3 que € expressa especificamente neurénios
e a isoforma a2 que ¢ expressa nas células da neuroglia. Essas caracteristicas refletem no papel

fisiologico da NKA no encéfalo.10:1214,

Os mecanismos envolvidos na propagacdo de um impulso nervoso sdo quimicos e
elétricos *°. A diferenca de carga dentro e fora da membrana gera um potencial transmembrana.
Esse poténcial € dindmico e existe devido as diferentes concentrac@es intra e extracelulares de
sddio (Na*), potéssio (K*), cloreto (CI), célcio (Ca2"), entre outros 617, Para a transmiss&o do
impulso nervoso, € necessario que um pequeno estimulo crie um rapido desequilibrio na
composicdo idnica da célula. Esse estimulo inicial cria um feedback positivo para a entrada de
Na*, como consequéncia a alta concentracdo de Na* dentro da célula a leva a um estado de
despolarizacdo nas fibras nervosas. A NKA responde ao acimulo de Na* dentro da célula e

ajuda a restaurar o potencial de repouso da membrana 8
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Vaérios estudos demonstram que alterac6es na atividade da NKA, leva ao desequilibrio
ionico e distarbios neurais, afetando as capacidades motoras e de aprendizado *'°%2, Assim, a
atividade enzimética da NKA pode ser usada como marcador para diferentes diagndsticos e

alvo para modulagéo com finalidade de tratar disturbios cardiacos e neurais %4,

O estudo das propriedades cinéeticas da NKA ajuda a compreender aspectos que afetam
a enzima em sua funcéo catalitica. Por exemplo, estudos prévios revelam diferencas marcantes
nas propriedades cinéticas e na expressdao da NKA no hipocampo (HP), e em lobos que
compreendem o cortex cerebral (CX) 11%42° Os resultados encontrados na literatura estdo
distribuidos em diferentes publicacbes por regido encefalica. Além disso, ndo ha resultados
quanto a caracterizacdo das diferentes isoformas a NKA, com as constantes cinéticas de Km e

Vmax para ions Na* e K* e ao substrato.

A compreensdo das propriedades cataliticas da subunidade a da NKA no encéfalo
fornece bases bioldgicas para a compreensdo de aspectos dos processos mentais que nos
garantem perceber, transmitir, e responder aos estimulos. O objetivo deste estudo € descrever

e comparar 0s parametros cinéticos das isoformas a 1, 2-3 e NKA total no CX e HP.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar adultos (Rattus norvegicus) (150-200 g), machos e
fémeas. Os animais foram obtidos no Biotério Central do Instituto de Biociéncias (INBIO) da
UFMS. Todos os procedimentos e protocolos seguiram as diretrizes aprovadas para o
tratamento ético de animais de acordo com o Comissdo de Etica no uso de animais da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e foi aprovada sob o protocolo n° 1.059 / 2019.

A luz e a temperatura foram controladas, com foto periodo de 12 horas (12 horas de
luz: 12 horas de escuro), e a temperatura mantida em 20 £ 2°C, em gaiolas de polipropileno e
de 3 a 4 animais por caixa. Os ratos receberam racdo comercial e agua filtrada ad libitum.

Ensaios e procedimentos experimentais

Todos os testes e procedimentos descritos a seguir foram realizados no Laboratorio de

Bioquimica Geral e Microrganismos (INBIO) da UFMS.

Preparacao de homogenatos de HP e CX
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Os animais foram anestesiados e mortos por exsanguinacdo. Em seguida, eles foram
decapitados e o cérebro foi cuidadosamente removido. Todos os procedimentos a partir de
entdo ocorreram com as amostras resfriadas. As estruturas cerebrais foram dissecadas em HP
e CX%.As amostras foram homogeneizadas em Tris-HCI 10 mM (pH 7,4; Vol 1mg:1mL) e
centrifugados a 8000 g por 30 minutos. O sobrenadante resultante deste processo (S1) foi
coletado e o pellet foi ressuspendido e homogeneizado novamente com Tris-HCI 10 mM (pH
7,4). Esse segundo homogenato foi novamente centrifugado a 8000 g por 30 minutos. O
sobrenadante resultado da segunda centrifugacdo (S2) foi homogeneizado com o Sl e
posteriormente aliquotado. Este material contendo as enzimas foi armazenado a - 20 ° C para

0S experimentos.
Quantificacao do teor de proteina

O teor de proteina das amostras foi determinado de acordo com o método previamente
descrito (Bradford, 1976) utilizando albumina sérica bovina como padréo. A concentracdo de

proteina sera realizada assim como na equacao 1:

Atividade A x Fator de Corregdo de Fosfato x Diluigao
Enzimatica

Tempo x Vol. amostra x [ Proteinal]

Condigdes para a incubacao da enzima Na*, K * -ATPase.

O ensaio para a quantificacdo da atividade enzimatica foi realizado com base em

adaptacbes de protocolos usados em estudos anteriores para a atividade de NKA 262,

O sistema de reacdo enzimatica consistiu em EDTA 0,1 mM, NaCl 120 mM, KCI 5
mM, MgCl, 6 mM, tampdo 30 mM (Tris-HCI, pH 7,4), na presenca e auséncia de ouabaina 1
mM ou 10 pM, e com volume final de 368 pL. O ensaio foi realizando usando micro tabulos
contendo 300 pL do sistema e 34 pL dos respectivos homogenatos. Cada tubo foi pré-incubado
por 10 minutos, posteriormente a reagéo foi iniciada pela adicdo de 34 pL de substrato (ATP
3mM), suficiente para atingir uma concentragdo saturante final. O tempo de incubacéo foi de
60 minutos e a reacdo ocorreu a temperatura de 37°C. As reacdes foram interrompidas com
167 pL de uma solucdo de &cido tricloroacético (TCA)e os tubos foram imediatamente
resfriadas. As atividades enzimaticas foram medidas pela quantidade de fosfato inorganico (Pi)
liberado durante as reacdes. O Pi liberado foi quantificado usando Verde de Malaquita. A

leitura da absorbancia foi realizada a 630 nm. Todas as amostras foram analisadas em duplicata.
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A atividade foi expressa em nano mol de Pi liberado / minuto / mg de proteina, segundo

a equacdo (2):

Atividade A x Fator de Correcao de Fosfato x Diluigao
Enzimatica

Tempo x Vol. amostra x [ Proteina]

Calculo para obtencdo da atividade da Na*, K *-ATPase Total (NKAT), al Na*, K *-
ATPase (aINKA) e 02-3 Na*, K *-ATPase (2-3 NKA)

A atividade especifica da o INKA e das isoformas a 2 - 3 NKA foi calculada assim
como descrito por 28, O célculo se trata da subtragio entre os valores obtidos da atividade da
NKA sem ouabaina e com ouabaina 10uM, concentracdo capaz de inibir as isoformas a2 e a3
NKA. A NKAT foi calculada pela subtracao entre os dados da atividade da NKA sem ouabaina
e com ouabaina 1mM, concentracdo capaz de inibir todas as isoformas da NKA. Por fim, a
atividade das isoformas o2 e¢ 3 foi calculada pela subtracdo da Atividade total e atividade

especifica da a1NKA, um esquema exemplifica o calculo na Tabelal.

Tabela 1. Esquema para obtengdo da atividade das isoformas al e a 2-3 e NKAT

Atv. NKAT = Atv. ATPasica — ATV ATPasica sensivel a OUA 1mM

Atv. alNKA = Atv. NKAT — Atv. ATPésica sensivel a OUA 10uM

Atv. 02-3NKA= Atv. alNKA — Atv. NKAT

* Atv. refere-se a atividade enzimatica.
Caracterizacao da atividade enzimatica

Primeiramente, diferentes concentragdes de proteina (20, 30, 40, 50 e 60 g por tubo)

foram testadas de forma a garantir a linearidade das rea¢cdes num periodo de 60 minutos.

Os experimentos seguintes objetivaram para determinar os valores da constante de
Michaelis (Km) ou constante de dissociacao aparente (Kos), constante de Hill (nH) velocidade
méaxima (Vmax), usando concentracdes crescentes de substrato na faixa de 0 a 4 mM de ATP
e também de KCI (de 0 a 7 mM), NaCl (de 0-130 mM); MgCl. (de 0-7mM) e de NH4ClI (de 0-
10 mM).
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Os resultados foram divididos e organizados no seguinte formato: o INKA, NKA 2 —
3 e NKA (para al, a 2-3 e atividade total da Na*, K ATPase respectivamente).

Andlise estatistica

As analises estatisticas, o calculo dos parametros cinéticos (Km, Kos, Vmax e nH) e a
construcao dos graficos foram performados usando o programa Prism7.0. Os resultados serdo

apresentados como média * erro padrdo da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Curva da determinacdo da concentracéo ideal de proteina.

A atividade da NKA foi medida em funcédo de diferentes concentrac@es de proteinas.
Os resultados demonstram que a atividade da NKA em CX e HP € linear nas concentracdes 20-
60 pg de proteina/ml para as isoformas o 1 e 2-3 NKA (Figura 1). O r2 a INKA =0, 97 ¢
P<0,05; r2 o 2-3NKA = 0,91 e P<0,05; rz2 NKA total = 0,99 e P<0,05 para CX. EmHP 0 r2 o
INKA foi = 0, 83 e P<0,05; r2 a 2-3NKA = 0,93 e P=0,05; r2 NKA total = 0,80 e P=0,14.

No encéfalo, a atividade da NKA é determinante para a homeostase ibnica e como
consequéncia para a transmissdo sinaptica. Nossos resultados da curva de proteina demonstram
a linearidade da atividade da NKA em diferentes concentracfes variando entre 20 e 60 ug de
proteina, outros estudos realizados com esta enzima também encontraram linearidade entre
concentragdes similares (Figura 1) 231, Para as amostras de CX os resultados apresentaram
maiores valores de r?> e menores valores de P em comparagdo com os resultados expressos no
HP. Embora fora verificada que a atividade é linear entre todos pontos, posteriormente
observou-se que em amostras de HP os resultados e repeti¢fes ficavam mais consistentes em
maiores concentracdes (40-50u0). As diferencas entre as atividades de NKA total, 1 e 2-3 nas
amostras de CX e HP podem estar relacionadas a expressdo assimétrica de subtipos de NKA

em cada regido .
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Figura 1. A Atividade das isoformas a 1 e 2- 3 e NKA total em fungdo da concentracdo de
proteinas (20; 30; 40; 50; 60 ug de proteina/ml) no CX (a) e HP (b).

Efeito do aumento da concentracédo de ATP na atividade da NKA.

. As atividades das alNKA, 2-3 e NKA total foram mensuradas em crescentes
concentragdes de ATP (1 uM - 4 mM). Os resultados sé&o demonstrados na Figura 2.a para CX

e Figura 2.b para HP. As constantes cinéticas foram definidas como demonstrado na tabela 2.

Assim como demonstrado nas Figuras 2.a e 2.b a enzima possui um perfil cinético
diferente entre as regides encefalicas. No CX as isoformas o 2-3NKA aparecem mais sensiveis
ao substrato que a isoforma a INKA. Em contra partida, no HP todas isoformas possuem uma
sensibilidade similar ao ATP. Em geral essas enzimas expressas na regido cortical apresentam

menor K, exceto pelo que foi observado na atividade da NKA total.
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Estudos anteriores descreveram a NKA com uma cinética michaeliana, ou seja, com a
curva de substrato perfilando uma hipérbole *2-*. Por outro lado, em estudos mais recentes a
curva de substrato da NKA aparece com um perfil sigmoide 334, 0 que seria compativel com
0 numero de sitios de ligacdo e com as alteragdes estruturais que expdem sitios com maior ou

menor afinidade.

Em 1995, Blanco e colaboradores expressaram as isoformas alfl, o2p1 e a3p1 da
NKA de ratos em cultura de células Sf9 com o cDNA da NKA sublclonado. O Kos definido
apos a estimulacdo por ATP, para as isoformas alf1, a2p1 e a3p1, foram 0,46 + 0,10, 0,11 £
0,01 e 0,09 £ 0,01 respectivamente. Esses resultados se aproximam aos definidos na Tabela 2,

mais especificamente para o Kos da isoforma a1NKA (0,51 + 0,06) em CX e HP 336,

E
a)  E 1.5:10%-
% -+ alINKA
3 = 02-3NKA
3 10104 ; -+ NKAT
c
pd
Y]
e
]
©
©
O 1
> 0 1 2 3 4 5
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| —
€ 1x10%¢ 4
b) E < alNKA
§ 8x1097 I = 02-3NKA
5 | + NKAT
= 610971 -3
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3
S 2x1097 -
Q
©
g 0 L A L) L) )
> 0 1 2 3 4 5
< [ATP mM]

Figura 2. Estimulacdo da atividade da al e a2-3 NKA por ATP (0-4mM) no CX (a) e HP (a).
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Tabela 2. Valores de KO0,5, Vmax e constante de hill definidos pela a curva com ATP.

Cortex cerebral

alNKA a2-3NKA NKA total
Kos 0,51 + 0,06 0,80+0,18 0,63 £ 0,02
Vméax (nmol de Pi/min/ml) 640 + 152 348 + 45 549 +102
nH 0,94 +0,01 3,7+0,03 2,07 0,02
Hipocampo

a INKA a2-3NKA NKA total
Kos 0,51+0,06 0,52 +0,02 0,18 £ 0,06
Vmax (nmol de Pi/min/ml) 641 £ 22 411+ 25 639 £ 52
nH 0,67 0,40 14

Efeito do aumento da concentracdo de sodio na atividade da NKA.

A curva de Na* foi feita com concentracdes crescentes de NaCl (de 0 — 130 mM). As
Figuras 3.a e 3.b demonstram o efeito de NaCl na atividade da a1INKA , 2-3 e NKA total em

CX e HP respectivamente. Além disso a Tabela 3 traz 0 K e 0 Vmax definidos para cada

isoforma nas regides encefalicas em destaque.
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Figura 3. Estimulacéo da atividade da al e a2-3 NKA por NaCl (0-130mM) no CX (a) e HP
(b).

O HP e CX possuem uma composicdo celular diferente®2. Embora células de ambas
regides usem a distribuicdo assimétrica de Na* entre a bicamada para suas fun¢des neurais, em
CX a NKA apresentou menores valores de Km e Vmax que no HP (Tabela 3). Entre as
isoformas no CX, a a INKA apresentou maior sensibilidade a NaCl que as demais. Em HP foi
0 contrario as isoformas a 2-3NKA foram mais sensiveis ao NaCl que a isoforma o INKA.

Tabela 3. Valores de K0,5 e Vméax definidos com a curva com NacCl.

Cértex cerebral

o INKA 02-3NKA NKA total
Kos 0,51+0,03 0,13 +0,03 0,26 + 0,06
Vméx (nmol de Pi/min/ml) 233172 120+ 20 191 £ 15
nH 0,71+ 0,02 0,66 + 0,01 0,57 £0,01
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Hipocampo

o INKA 02-3NKA NKA total
Kos 0,44 0,09 0,17 £ 0,02 0,3+£0,02
Vmax (nmol de Pi/min/ml) 475 £ 27 166 + 47 694 + 23
nH 0,59 +0,01 0,83 0,01 0,83+0,01

A constante de dissociagdo aparente (Kos) para Na* determinada neste estudo é menor quando
comparada & outras referéncias ¢, Isso é explicado pela diferenca na forma de obtencéo da

enzima, preparacdo do sistema e outras condi¢des metodoldgicas.
Efeito do aumento da concentracgdo de potéassio na atividade da NKA.

Os resultados das curvas de KCI em CX e HP para a alNKA, 2-3 e NKAT estdo
demonstradas nas Figuras 4a e 4b. As constantes cinéticas (Km € Vmax) estdo definidas na
Tabela 4.

Durante um disparo neural os astrdcitos sdo responsaveis pela liberacdo imediata de K*
enquanto apds o disparo os neurdnios sdo os primeiros a absorver o K* extracelular. Nesse
cenario, a NKA é uma reguladora dos niveis de K* extracelulares °. No HP a NKA apresentou
um K para KCI proximo entre as isoformas a 1 e a 2-3NKA. No entanto foi mais sensivel ao
aumento dos niveis de KCI que em CX. Neste ultimo, a isoforma o INKA foi a que apresentou
maior afinidade aos fons K* dentre as isoformas analisadas. As combinagdes de isoformas
expressas entre astrocitos, neurénios e outras células neurais fornecem as caracteristicas

cinéticas especificas para dar destino ao K* durante e ap6s o disparo neural °.
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Tabela 4. Valores de Kn e Vmax definidos para a curva com KCI.

Cértex cerebral

o INKA 02-3NKA NKA total
Kos 1,96 £ 0,18 3,41+0,36 1,75+ 0,08
Vméx (nmol de Pi/min/ml) 819 £302 720 £ 334 983+ 72
nH 0,55+0,01 0,66 + 0,01 0,42 +0,01
Hipocampo

o INKA 02-3NKA NKA total
Kos 0,33+0,01 0,38 +0,01 0,14 +0,01
Vméx (nmol de Pi/min/ml) 706 + 57 705+91 812 + 90
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nH 0,94 +0,01 0,90 +£0,01 0,79+0,01

O Ko definido na literatura para K* nas isoformas alpl e 02B1 e a3p1 da NKA de
ratos ¢ maior, exceto para a isoforma a2NKA de CX (3,41 £ 0,36 ), que é similar ao descrito
por Blanco e colaboradores *-%¢, Nossos resultados expressam as constantes cinéticas para as
al e a2-3NKA de homogenatos de CX e HP. As propriedades da enzima no tecido cerebral
podem diferir dada especificidade e distribuicdo em tecidos e células especificas.

Efeito do aumento da concentracdo de magnésio na atividade da NKA.

Os dados de Km e Vmax referentes as curvas com MgCl2 sz apresentados na Tabela 5.
As curvas estdo apresentadas na Figura 5.a para CX e 5.b para HP. Para a curva, os pontos
usados compreenderam entre 0 e 7 mM de MgCl..
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Figura 5. Estimulacgéo da atividade da al e a2-3 NKA por MgCl, (0-7mM) no CX (a) e HP.

O fon Mg?* tem papel indispensavel na atividade da NKA. Este ¢ um cofator na
ativacio da hidrdlise por ATP, além disso 0 Mg?* exerce um efeito regulador no transporte de

ions, interagindo com regido citoplasmatica da aNKA **. Em nosso estudo foi observado que
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no geral a NKA em CX é mais sensivel aos ions de MgCl. que em HP, pois possui menor K.

Entre as isoformas analisadas em CX a atividade da o 2-3NKA foi a que apresentou menor

Km, esse resultado também foi observado entre as isoformas do HP. Esses resultados,
somados aos publicados por Apel et al e colaboradores *’, contribuem para a compreenséo da
funcdo cinética do Mg?* na atividade da NKA. O Knda NKA para Mg?* foi definido em
amostras de Cardisoma guanhumi (Kos= 0.27 + 0.04 mmol L) 3 e em Macrobrachium
amazonicum Kos = 0.33 + 0.042 mmol L™ %', Os as constantes definidas na tabela 5 sio as
primeiras descritas na literatura para a subunidade catalitica a1,2-3NKA em HP e CX de ratos.

Tabela 5. Valores de Kn e Vméax definidos para a curva com MgCl:

Coértex cerebral

a INKA a2-3NKA NKA total
Km (mM) 1,97 £ 0,18 0,70+0,02 0,13+0,07
Vméax (nmol de Pi/min/ml) 386 + 13 264 + 31 670 + 51
Hipocampo

o INKA a2-3NKA  NKA total
Km
(mM) 2,05+0,12 1,77+0,16 0,51+0,01
Vméax (nmol de Pi/min/ml) 753 £ 163 381 +118 615+ 41

Efeito do ion amodnio sobre a atividade da a1NKA, a2-3NKA e NKA total

O efeito do NH4ClI na atividade da 1, 2-3 e NKA total foi avaliado com concentragoes

de 0 a 10 mM. Os resultados sdo expostos na Figura 6.a para CX e 6.b HP.

Os resultados demonstram como o amonio pode afetar a atividade da NKA e suas
isoformas em HP e CX. A excrecdo de amdnio varia com mudancas no equilibrio acido-base.
Como o NH4 + tem um raio idnico similar ao do K*, esses ions competem pela mesma regido
na NKA. Quando isso ocorre o gradiente eletroquimico através da membrana é afetado e reflete
em outras vias de transporte nas células 2”8, Nossos resultados demonstram que a atividade da
NKA é grandemente afetada na presenca de NH4 em todas concentraces no CX, assim como

demonstrado na Figura 6a. No HP (Figura 6.b) a atividade da NKA foi mais afetada nas
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isoformas 2-3 NKA em relag¢do as demais. Isso demonstra que algumas isoformas da aNKA

podem apresentar sensibilidade distinta ao ion, assim como nos demais analisados.
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Figura 6. Efeito do NH4* na atividade da NKA. Em a) o efeito de NH4Cl (de 0-10 mM) na
atividade da 1, 2-3 e NKA total em CX. Em b) o efeito de NH4Cl no HP.

CONCLUSAO

A NKA ¢ uma enzima de interesse cientifico por seu papel na homeostase celular e
biossinalizacdo. O presente estudo traz, pela primeira vez na literatura, uma comparagéo entre
a funcéo cinética da 1, 2-3 e NKA total em diferentes regides encefalicas. Esses dados somam
a literatura e enriquecem o conhecimento acerca da NKA e suas isoformas em diferentes
condi¢des de incubacdo. Experimentos futuros, com mais regides encefalicas, podem elucidar

mais do papel da NKA no encéfalo.
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