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resumo 
 
 

O alumínio é o metal mais abundante na crosta terrestre sendo a sua 
exposição cada vez maior nas sociedades industrializadas. Numa sociedade 
cada vez mais envelhecida onde o número de casos de doenças 
neurodegenerativas tendem a aumentar, parece importante esclarecer os 
mecanismos celulares da neurotoxicidade do alumínio de forma a prevenir os 
seus efeitos. Estudos in vivo e in vitro indicam que a exposição a alumínio inibe 
a atividade da (Na+/K+)ATPase, proteína responsável pela manutenção e 
regulação dos gradientes eletroquímicos das membranas plasmáticas, e que a 
suscetibilidade à intoxicação por alumínio na dieta pode ser condicionada pelo 
colesterol, uma vez que, a exposição oral crónica a alumínio reduz a razão 
molar colesterol/fosfolípidos em sinaptossomas. Assim este trabalho, tem 
como objetivo esclarecer de que forma os diferentes níveis de colesterol 
afetam a inibição da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal induzida pelo alumínio. 
Neste contexto foram utilizados como grupos de estudo, o controlo, em que 
não houve manipulação do teor de colesterol na membrana sinaptossomal; a 
incorporação, onde o teor de colesterol da membrana sinaptossomal foi 
aumentado; a depleção, em que o teor de colesterol da membrana 
sinaptossomal foi reduzido. As alterações do teor de colesterol da membrana 
dos sinaptossomas foram provocadas usando o composto metil-β-ciclodextrina 
e a atividade da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal medida por colorimetria e por 
potenciometria. Neste trabalho, houve um aumento de 70% de colesterol 
sinaptossomal em relação ao controlo, e uma redução do teor de colesterol 
sinaptossomal em relação ao mesmo de 62%. A exposição in vitro dos 
sinaptossomas a AlCl3 300 µM inibiu a atividade da (Na+/K+)ATPase nos três 
grupos (controlo, incorporação e depleção). Nos sinaptossomas controlo onde 
o teor de colesterol foi de 183 ± 48 µg de colesterol/mg de proteína, a 
exposição in vitro a AlCl3 300 μM levou a uma inibição da atividade da 
(Na+/K+)ATPase de 76,39%, enquanto que, na presença de 279 ± 54 µg de 
colesterol/mg de proteína (incorporação de colesterol) o alumínio teve um 
efeito inibitório na atividade da (Na+/K+)ATPase de 72,88%. Por outro lado, 
para baixos níveis de colesterol (57 ± 16 µg de colesterol/mg de proteína) o 
alumínio teve um efeito inibitório na atividade da (Na+/K+)ATPase de 37,82%. 
Estes resultados, mostram que alterações do teor de colesterol nas 
membranas de sinaptossomas desempenham um importante papel na ação do 
alumínio sobre a (Na+/K+)ATPase. Assim, parece que baixos níveis de 
colesterol membranar atenuam o efeito inibitório do alumínio sobre a atividade 
da (Na+/K+)ATPase. 
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abstract 
 

Aluminium is the most abundant metal in the earth's crust and its exposure 
increasing in industrialized societies. In an increasingly aging society where the 
number of cases of neurodegenerative diseases is increasing, it seems 
important to clarify the cellular mechanisms of the neurotoxicity of aluminium to 
prevent its effects. In vivo and in vitro studies indicate that exposure to 
aluminium inhibits the activity of (Na+/K+)ATPase, a protein responsible for the 
maintenance and regulation of the electrochemical gradients of the plasma 
membranes, and that susceptibility to intoxicaton by aluminium in the diet may 
be influenced by cholesterol, since chronic oral exposure to aluminium reduces 
the molar ratio of cholesterol/phospholipid in synaptosomes. Thus this work 
aims to clarify how the different levels of cholesterol affects the inhibition of 
synaptosomal (Na+/K+)ATPase induced by aluminium. In this context were used 
as the study groups, the control in which no manipulation of the content of 
cholesterol in synaptosomal membrane was made; incorporation, where the 
cholesterol content was increased synaptosomal membrane; depletion, wherein 
the cholesterol content of the membrane synaptosomal was reduced. The 
changes in membrane cholesterol content of synaptosomes were induced 
using the compound methyl-β-cyclodextrin and the activity of (Na+/K+) ATPase 
synaptosomal measured by colorimetry and potentiometry. In this study, there 
was a ~70% increase synaptosomal cholesterol relative to control, and reduced 
cholesterol content compared to the same synaptosomal ~62%. The in vitro 
exposure of synaptosomes to 300 µM AlCl3 inhibited the activity of 
(Na+/K+)ATPase in the three groups (control, incorporation and depletion). In 
control synaptosomes which the cholesterol content was 183 ± 48 µg 
cholesterol/mg protein, in vitro exposure to 300 µM AlCl3 led to an inhibition of 
the activity of (Na+/K+)ATPase of 76.39%, while in the presence of 279 ± 54 µg 
cholesterol/mg protein (incorporation of cholesterol) aluminium had an inhibitory 
effect on the activity of (Na+/K+)ATPase of 72.88%. Conversely, lowest 
cholesterol levels (57 ± 16 µg cholesterol/mg protein) aluminium had an 
inhibitory effect on the activity of (Na+/K+)ATPase of 37.82%. These results 
show that changes in cholesterol content of synaptosome membranes play an 
important role in the action of aluminium on the (Na+/K+)ATPase. Thus, it 
appears that low levels of membrane cholesterol attenuate the inhibitory effect 
of aluminium on the activity of (Na+/K+)ATPase. 
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1.1.'Alumínio'G'Um'agente'neurotóxico'

! O!alumínio!é!o!terceiro!elemento!na!natureza!e!o!metal!mais!abundante!na!crosta!

terrestre,! sendo! um! metal! não! essencial! para! os! mamíferos! (Albendea,! et$ al.,! 2007;!

Bhadauria,!2012).!

! Devido!às! suas! características,! simultaneamente!maleável!e!dúctil,! para!além!da!

resistência! à! corrosão,! o! alumínio! possui! outras! propriedades,! tais! como! alta!

condutividade!elétrica!e! térmica!e!baixa!densidade.!Por!estes!motivos!e!pelo! seu!baixo!

custo,!este!metal!tem!inúmeras!aplicações!industriais!(Albendea,!et$al.,!2007).!

! A!exposição!humana!ao!alumínio!pode!ocorrer!por!via!oral,!nasal,! intravenosa!e!

cutânea,!sendo!a!via!oral!a!principal!via!de!exposição!a!alumínio.!Os!aditivos!alimentares!

são!geralmente!a!maior!fonte!de!alumínio!na!dieta,!contudo!este!metal!é!também!usado!

como!constituinte!de!utensílios!de!cozinha!e!embalagens!alimentares,!contribuindo!para!

o! aumento! de! alumínio! ingerido.! A! indústria! farmacêutica! também! utiliza! os! sais! de!

alumínio,! em! medicamentos! como! antiácidos! e! antitranspirantes.! Na! água,! os! sais! de!

alumínio! são! frequentemente! usados! para! remover! a! cor! e! a! turvação,! durante! os!

processos! de! tratamento! e! purificação! de! água! potável.! Portanto,! o! abastecimento!

urbano!de!água!contém!uma!maior!concentração!de!iões!de!alumínio,!aumentando!assim!

a!exposição!Humana!a!este!metal!(Kaizer,!et$al.,!2007;!Sethi,!et$al.,!2008;!Bondy,!2012).!

! Um! número! crescente! de! estudos! epidemiológicos,! relacionam! o!

teor!de!alumínio!na!água!potável,!com!aumento!da!incidência!de!doenças!neurológicas.!

(Sethi,!et$al.,!2008).!

! O! aumento! da! prevalência! da! chuva! ácida! pode! conduzir! à! libertação!

de!maiores!quantidades!de!sais!de!alumínio!a!partir!de!minerais!insolúveis,!levando!a!uma!

maior!biodisponibilidade!do!alumínio!(Polizzi,!et$al.,!2002).!

As! primeiras! preocupações! com! a! utilização! do! alumínio! surgiram! em! 1897,!

quando!Doelken! injetou! tartarato!de! alumínio! em!coelhos! e!observou!degenerescência!

neuronal! em! determinadas! zonas! cerebrais! (Doelken,! 1897).! Em! 1921,! Seibert! e!Wells!
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observaram! alterações! no! sistema! nervoso! central! após! administração! sistémica! do!

alumínio,! admitindo8se!desde!então!o! seu!presumível! papel! neurotóxico! (Kerr!&!Ward,!

1988).!No!entanto,!mais!de!um!século!após!as!primeiras!evidências!de!neurotoxicidade!do!

alumínio,!ainda!muito!pouco!se!sabe!acerca!do!seu!mecanismo!de!ação!neurotóxica!e!das!

concentrações! a! partir! das! quais! a! referida! ação! neurotóxica! se! desencadeia.! A! título!

indicativo,! foi! sugerido! que! o! conteúdo! em! alumínio! do! cérebro! humano! é! 15! 8! 30!

μmol/Kg!de!peso!seco,!e!que!em!casos!de! intoxicação!por!alumínio!estes!níveis!podem!

aumentar!3!a!10!vezes!(Ganrot,!1986).!

O!alumínio!é!aceite!como!sendo!um!agente!neurotóxico!(Bolla,!et$al.,!1992;!Yokel,!

2000),!implicado!na!etiopatogénese!de!doenças!neurodegenerativas!tais!como!a!Doença!

de!Alzheimer!(Crapper,!et$al.,!1973).!

! Níveis! elevados! de! alumínio! têm! sido! observados! no! cérebro,! onde! existem!

formações! de! placas! amilóides! e! emaranhados! neurofibrilares,! que! são! as! principais!

características! histopatológicas! da! Doença! de! Alzheimer,! que! juntamente! com! outros!

mecanismos! levam! à! perda! de! neurónios! (Beauchemin,! et$ al.,! 1998).! Emaranhados!

neurofibrilares! são! agregações! da! proteína! tau!microtubular! dentro! do! citoplasma! dos!

neurónios,! que! está! hiperfosforilada,! sendo! as! placas! senis! depósitos! extracelulares!

resultantes!da!acumulação!de!várias!proteínas,!uma!delas!é!a!proteína!β8amilóide.!Vários!

estudos! têm! demonstrado! que! o! alumínio! promove! a! formação!

e!acumulação!da!proteína!β8amilóide!e!a!agregação!da!proteína! tau!hiperfosforilada.!O!

seu!efeito!neurotóxico!está!associado!também!ao!défice!da!neurotransmissão!colinérgica!

e!à!indução!de!stress!oxidativo!no!cérebro!(Yokel,!2000;!Exley,!et$al.,!2001;!Exley,$et$al.,!

2004).!

! Uma!vez!que!o!papel!do!alumínio!na!patogénese!da!Doença!de!Alzheimer!não!é!

claro,! a! pesquisa! sobre! os! mecanismos! celulares! da! neurotoxicidade! do! alumínio! é!

extremamente!importante!para!elucidar!o!risco!da!exposição!alumínio!(Silva,!et$al.,!2002).!

! No! sistema! nervoso! o! alumínio! está! associado! a! alterações! morfológicas! e!

bioquímicas! que! tendem! a! reduzir! a! transmissão! sináptica,! promovendo! a!

neurotoxicidade!(Yokel,!2000;!Yokel!et$al.,!2001).!!
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! Um! dos! mecanismos! de! destruição! neuronal! e! degenerativa! é! a! apoptose!

(processo! de! morte! celular! regulado).! O! aumento! dos! níveis! de! alumínio! no! cérebro!

ocorre!com!o!envelhecimento.!Este!perturba!as!cascatas!de!sinalização!de!certas!células!e!

induz! a! apoptose! dos! neurónios! pelo! seu! efeito! sobre! o! funcionamento! do! retículo!

endoplasmático!e!das!mitocôndrias.!O! sistema!nervoso!é! altamente! sensível! aos!danos!

oxidativos!resultantes!da!ação!de!radicais! livres.!A!importância!fisiológica!das!alterações!

não!controladas!devido!aos!radicais!livres!nas!propriedades!físicas!das!membranas!reside!

na! sua! relação! com!numerosas! funções! celulares.! Assim,! níveis! inadequados! de! fluidez!

lipídica! das! membranas! e! a! exposição! ao! alumínio! têm! sido! implicados! no!

envelhecimento! e! em! processos! de! doenças! neurodegenerativas! (Mason,! et$ al.,! 2003;!

Albendea,!et$al.,!2007;!Sethi,!et$al.,!2008,!Exley,!et$al.,!2009).!

! O!aumento!da!esperança!média!de!vida!da!população!leva!a!um!aumento!de!casos!

de! doenças! neurodegenerativas! crónicas,! como! é! o! caso! da! Doença! de! Alzheimer! e!

Doença!de!Parkinson!(Sjögren,!et$al.,!2006).!

! O! alumínio! parece! promover! eventos! tipicamente! associados! com! o!

envelhecimento!do!cérebro!(Bondy,!2010;!Bhadauria,!2012).!

1.2.'A'(Na+/K+)ATPase'nas'células'nervosas'

! Em!1957,!Jens!Cristian!Skou!descobriu!a!(Na+/K+)ATPase!e!propôs!o!seu!papel!na!

extrusão!ativa!do!Na+!da!célula!nervosa!(Skou,!1957).!!

! Nas! décadas! seguintes,! foi! realizado! um! trabalho! extenso! sobre! a! estrutura! e!

função!da!(Na+/K+)ATPase.!

! A!(Na+/K+)ATPase!é!a!maior!proteína!do!complexo!na!família!das!ATPases!do!tipo!

P,! ocorrendo,! durante!o! ciclo! de! transporte!de! iões! acoplado! à! hidrólise! de!ATP,! a! sua!

modificação!covalente!por!fosforilação!(Kaplan,!2002;!Geering,!2006).!

!! A! (Na+/K+)ATPase! também! é! conhecida! como! a! bomba! sódio! e! potássio! e! é!

responsável! pela! manutenção! dos! gradientes! de! Na+! e! K+! através! da! membrana!
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plasmática!de! todas!as!células!eucarióticas! (Skou,!1965;!Horisberger,!2004).!Assim,!esta!

enzima!hidrolisa!o!ATP!em!ADP!e!Pi,!enquanto!bombeia!Na+!para!o!exterior!e!K+!para!o!

interior! da! célula! contra! os! respetivos! gradientes! eletroquímicos,! de! acordo! com! a!

seguinte!equação:!

АТР!+!3!Na+!int!+!2!К+!ext!→!ADP!+!Pi!+!3!Na+!ext!+!2!К+!int!

A!(Na+/K+)ATPase,!é!essencial!para!a!geração!e!manutenção!dos!gradientes!de!Na+!

e!K+!entre!o!meio!intra!e!extracelular,!um!pré8requisito!básico!para!a!homeostase!celular!

e!para! as! funções!especializadas!dos! tecidos.!Os! gradientes! eletroquímicos!de!Na+! e!K+!

são! importantes!para!o!controlo!do!volume!celular,! transporte!de!metabolitos!e!outras!

substâncias,!bem!como!para!assegurar!a!excitabilidade!das!células!nervosas!(Chakraborty,!

et$al.,!2003;!Liu,!et$al.,!2003;!Trevisi,!et$al.,!2006;!Quintas,!et$al.,!2010).!

! A! (Na+/K+)ATPase! está! presente! em! grandes! quantidades! nos! neurónios! e! nas!

células!gliais!e!é!responsável!pelo!consumo!de!40850%!do!ATP!formado!no!cérebro.!A!sua!

atividade!está!relacionada!com!a!fluidez!da!membrana!(Chakraborty,!et$al.,!2003;!Liu,!et$

al.,!2003;!Silva!&!Gonçalves,!2003).!

! A!estrutura!da!enzima!consiste!em!duas! subunidades!de!proteínas!α!e!β! ligadas!

não! covalentemente.! Além! dessas! duas! subunidades! pode! existir! uma! pequena!

subunidade!γ,!pertencente!à!família!FXYD!(Figura!1)!(Kühlbrandt,!2004).!

! A! subunidade! catalítica! α! é! um! polipeptídeo! grande! com! uma! sequência! de!

aminoácidos!conhecida! (1020!resíduos)!e! tem!um!peso!molecular!de!aproximadamente!

100!kDa.!É!uma!proteína!integral!com!10!domínios!transmembranares!e!contém!os!sítios!

de!ligação!para!Na+!e!K+,!Mg2+,!ATP!e!para!um!inibidor!específico,!a!ubaína!(Kühlbrandt,$

2004;! Toyoshima,! et$ al.,! 2011).! Esta! subunidade! contém! ainda! os! domínios!

citoplasmáticos! N! (de! ligação! do! nucleótido),! P! (de! fosforilação)! e! A! (de! atuador)!

(Jorgensen,!et$al.,!2003;!Kühlbrandt,$2004).!
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Figura'1:' Esquema'da' topologia'das' subunidades'α,'β' e"γ" ' da' (Na+/K+)ATPase'
(adaptado'de'Blanco'(2003/04)).'
'

! A! subunidade! β,! é! uma! glicoproteína! com! um! peso! molecular! de!

aproximadamente! 55! kDa.! É! uma! proteína! integral! que! possui! um! único! segmento!

transmembranar.! A! subunidade! β! é! importante! na! biogénese! da! enzima,! parecendo!

desempenhar! um! papel! na! formação! e! maturação! da! holoenzima,! na! translocação! e!

incorporação!à!membrana!plasmática,!na!regulação!da!estabilidade!conformacional!e!na!

atividade! da! subunidade! α.! Além! disso,! ela! pode! estar! envolvida! na! modulação! da!

afinidade!da!enzima!para!o!Na+!e!K+!(Yu,!2003;!Toyoshima,!et$al.,!2011)."

! Vários!mecanismos!podem!regular!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase,!influenciando!os!

papéis! funcionais!da!enzima!em!diferentes!condições,! tornando!a!proteína!vulnerável!a!

eventos! patológicos.! Esses! mecanismos! reguladores! também! tornam! a! enzima! um!

potencial! alvo! para! tratamentos! terapêuticos! (Frank! et$ al.,! 2008).! Além! da! sua!

dependência! de! ATP,! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! é! regulada! pelo! estado! de!

fosforilação,! por! substâncias! endógenas! como! a! ubaína! e! por! neurotransmissores! (Yu,!

2003).!

O! heterodímero! de! subunidades! proteicas! α! e! β,! ligadas! não! covalentemente,!

constitui!a!unidade!funcional!mínima!capaz!de!hidrolisar!ATP!e!sustentar!a!transição!entre!



1.!Introdução! !

12!
!

os! estados! conformacionais! E1! e! E2! que!ocorrem!durante!o! ciclo! catalítico! (Kühlbrandt,$

2004).!

Segundo! o! mecanismo! de! reação! de! Albert8Post! para! a! hidrólise! de! ATP,! a!

(Na+/K+)ATPase!possui!dois!estados!conformacionais!E1!e!E2!durante!cada!ciclo!catalítico.!

No!primeiro!passo!da!sequência!de!reação,!quando!o!Na+!se!liga!aos!locais!expostos!à!face!

extracelular,!a!enzima!hidrolisa!ATP!com!elevada!afinidade,!ocorrendo!fosforilação!num!

resíduo!de!aspartato,!situado!no!domínio!intracelular!central,!e!consequente!formação!de!

(Na
3
)E

1
P!(Kaplan,!2002;!Toyoshima,!et$al.,!2011).!

! A!enzima!no!estado!E1!tem!alta!afinidade!para!Na+!e!ATP,!porém!baixa!afinidade!

para!K+.!Este!estado! intermediário!muda!para!E2,! formando!E2P.!No!estado!E2!a!enzima!

tem!alta!afinidade!para!K+,!mas!baixa!afinidade!para!Na+!e!ATP.!Desta!forma,!as!mudanças!

conformacionais! permitem! que! os! iões! Na+! passem! para! o! meio! externo! e! iões! K+! se!

liguem!à!enzima!e!passem!para!o!interior!da!célula!(Figura!2!ilustra!o!ciclo!de!reação!da!

enzima)!(Kaplan,!2002;!Toyoshima,!et$al.,!2011).!

 
 

Figura'2:'Ciclo'Funcional'da'(Na+/K+)ATPase'(adaptado'de'Yatime,'et#al''2011).'
 

! São! conhecidas! quatro! isoformas! da! subunidade! α,! são! elas:! α1,! α2,! α3! e! α4.! A!

isoformas!α1! é! a!mais! abundante!e!ubíqua!na! sua!distribuição! celular.!A!expressão!das!

restantes!isoformas!parece!mais!específica!e!restrita!a!determinados!tecidos.!A!isoforma!
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α2!
é!expressa!com!mais!abundância!no!músculo!cardíaco,!no!tecido!adiposo!e!nas!células!

da! glia.! A! isoforma! α3! é! encontrada! em! concentrações! elevadas! nos! neurónios! e! no!

músculo!cardíaco.!Estas!isoformas!possuem!diferentes!propriedades!cinéticas,!bem!como!

diferenças!na!sensibilidade!a!ubaína!e!afinidades!para!Na+,!K+,!e!ATP!(Kaplan,!2002).!!

! Nos!últimos!anos,!tem!sido!evidenciada!a!formação!na!membrana!plasmática!de!

estruturas!oligoméricas!constituídas!por!protómeros!(αβ)n!assegurada!pela!interação!de!

um!número!variável!de!protómeros!αβ,!que!conferem!à!(Na+/K+)ATPase!a!capacidade!de!

ativação!adicional!por!altas!concentrações!de!ATP!(Boldyrev,!2001;!Taniguchi,!et$al.,!2001;!

Kaplan,!2002).!!

! A!atividade!de! (Na+/K+)ATPase!das!membranas!biológicas!depende,!entre!outros!

fatores,!da!estrutura!oligomérica!da!enzima,!do!empacotamento!da!bicamada! lipídica!e!

da!microviscosidade!do!ambiente!lipídico!(Boldyrev,!2001;!Taniguchi,!et$al.,!2001;!Kaplan,!

2002).!

Alterações! na! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! têm! sido! implicadas! no!

desenvolvimento!de!várias!doenças!neurodegenerativas!!(Kairane,!et$al.,!2002).!!

! Como! já! foi! referido,! a! função! de! bombeamento! da! (Na+/K+)ATPase! é! inibida!

especificamente! pela! ubaína.! No! entanto,! vários! estudos! sugerem! que! as! mesmas!

substâncias!que!inibem!a!função!de!bombeamento!da!(Na+/K+)ATPase,!são!responsáveis!

pelo!desencadeamento!de!vias!de!transdução!de!sinal!mediadas!pela!(Na+/K+)ATPase.!Em!

resposta! à! ubaína! a! (Na+/K+)ATPase! interage! com! proteínas! vizinhas! para! transmitir!

mensagens!para!complexos!de!transmissão!intracelulares,!como!a!mitocôndria!e!o!núcleo!

(Xie!&!Askari,!2002;!Liu,!et$al.,!2003;!Aperia,!2007).!

! Vários! estudos! sugerem! que! o! papel! de! bombeamento! de! iões! Na+! e! K+! e! de!

sinalização! da! (Na+/K+)ATPase! ocorre! dentro! de! cavéolas,!microdomínios! da!membrana!

plasmática! ricos! em! colesterol! e! proteína! caveolina! (Dalskov,!et$ al.,! 2005;! Frank,!et$ al.,!

2008;!Quintas,!et$al.,! 2010).! Estas!estruturas!parecem!ser! importantes!na! regulação!do!

bombeamento!e! transdução!do!sinal!da! (Na+/K+)ATPase! (Frank,!et$al.,!2008;!Quintas,!et$

al.,!2010).!
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! Estudos! têm! mostrado! que! alterações! no! ambiente! lipídico! da! (Na+/K+)ATPase!

neuronal!em!condições!patológicas!e!experimentais,!leva!a!uma!interação!mais!apertada!

entre!a!enzima!e!a!bicamada!lipídica!(Hattori,!et$al.,!1998,!Frank,!et$al.,!2008;!Quintas,!et$

al.,!2010).!

! O! colesterol! pode! afetar! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! alterando! a! fluidez! da!

membrana! ou! interagindo! diretamente! com! locais! da! enzima! inibindo! a! sua! atividade!

(Giraud,!et$al.,!1976).!

1.3.'O'alumínio'inibe'a'atividade'da'(Na+/K+)ATPase'

! Vários! estudos! têm! mostrado! o! efeito! inibitório! da! exposição! de! alumínio! na!

atividade! da! (Na+/K+)ATPase! (Sarin,! et$ al.,! 1997;! Silva! &! Gonçalves,! 2003;! Silva,! et$ al.,!

2005;!Bhadauria,!2012).!

! Embora!o!mecanismo!não!seja!preciso,!a!exposição!ao!alumínio! in$vivo!e! in$vitro!

diminui! parcialmente! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! por! altas! concentrações! de! ATP,!

reduzindo! a! velocidade! máxima! da! reação! hidrolítica.! O! alumínio! pode! alterar! o!

comportamento! cinético! da! (Na+/K+)ATPase,! tornando8a! insensível! a! eventos! de!

sinalização!(Silva!!&!Gonçalves,!2003).!

! Em!2005,!Silva!e!colaboradores!demostraram!que!a!exposição!in$vivo!por!via!oral!a!

0,03! g!AlCl3/dia!durante!4!meses! está! associada! a! alterações! específicas!na! atividade!e!

expressão!das!isoformas!da!(Na+/K+)ATPase!(Silva,!et$al.,!2005).!

! O! alumínio! parece! atuar! como! um! inibidor! não! competitivo!

da!hidrólise!de!ATP!pela!(Na+/K+)ATPase!(Caspers,!et$al.,!1994;!Silva,!et$al.,!2003).!

!! Parece!consensual!que!a!possibilidade!de!formação!de!complexos!estáveis!de!ATP8

Al3+!e!consequente!redução!da!concentração!do!substrato!da!enzima,!o!ATP8Mg2+,!pode!

justificar!o!efeito!inibitório!causado!por!exposição!a!elevadas!concentrações!de!alumínio!

(Rensburg,!et$al.,!1997).!Porém,!Caspers!e!colaboradores!(1990,!1993,!1994)!verificaram!

que! a! inibição! por! concentrações! micromolares! de! alumínio! da! (Na+/K+)ATPase! é!
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caracterizada! pela! diminuição! da! velocidade! máxima! da! hidrólise! de! ATP.! Estes!

investigadores! sugeriram!que!o!alumínio!promove!a!estabilização!da! (Na+/K+)ATPase!na!

forma! fosforilada,! potenciando! a! ligação!da! ubaína! à! enzima,! ou! seja,! o! alumínio! pode!

atuar! também! como! inibidor! reversível! não! competitivo! da! (Na+/K+)ATPase.! A!

(Na+/K+)ATPase! possui! uma! estrutura! quaternária! complexa! e! as! isozimas! são!

caracterizadas!por!heterogeneidade!estrutural!e!diferem!tanto!na!sensibilidade!à!ubaína!

como! no! padrão! de! expressão! em! diferentes! órgãos! e! tecidos,! como! foi! referido!

anteriormente!(Dostanic8Larson,!et$al.,!2006).!!

! Silva!e!colaboradores!(2005)!verificaram!que!a!exposição!oral!e!prolongada!a!AlCl3!

induz!a!inibição!da!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sem!alterar!a!expressão!das!isoformas!da!

subunidade! catalítica! α1,! α2! e! α3! no! cérebro! e! α1! no! rim.! Por! outro! lado,! o! alumínio!

parece! reduzir! a! atividade! enzimática! a! concentrações! submicromolares! de! ubaína.! A!

formação! na! membrana! plasmática! de! estruturas! oligoméricas! constituídas! por!

protómeros!αβ!parece!conferir!à!(Na+/K+)ATPase!a!capacidade!de!ativação!adicional!por!

altas!concentrações!de!ATP!(Boldyrev,!2001;!Taniguchi,!et$al.,!2001;!Kaplan,!2002).!!

! Por!conseguinte,!também!foi!sugerido!que!a!exposição!a!alumínio!pode!causar!a!

diminuição!do!grau!de!oligomerização!da!enzima,!diminuindo!o!número!de!protómeros!

que! constituem! a! estrutura! oligomérica! da! proteína! integrada! na! membrana!

sinaptossomal,! visto!que! concentrações! submilimolares!de!alumínio!apenas! impedem!a!

ativação! adicional! da! atividade! de! (Na+/K+)ATPase! produzida! pela! ligação,! de! baixa!

afinidade,!de!ATP.!Os!mecanismos!enunciados!parecem!revelar!aspetos!complementares!

da! ação! do! alumínio! que! podem! contribuir! para! o! seu! efeito! inibitório! na! atividade!

hidrolítica!de!ATP!da!(Na+/K+)ATPase!(Silva!&!Gonçalves,!2003).!!!

! Por! outro! lado,! estudos! apontam! que! reduções! na! atividade! da! (Na+/K+)ATPase!

estão! relacionados! com! certas! alterações! no! microambiente! lipídico! da! membrana! da!

enzima,!nomeadamente!transições!de!fase!e!alterações!do!volume!hidrofóbico!(Kairane,!

et$al.,!2002;!Mason,!et$al.,!2003).!!

! Neste! contexto! é! importante! referir! que! vários! investigadores! sugeriram!que!os!

efeitos! induzidos! por! alumínio! ao! nível! da! composição! lipídica! e! fluidez! da!membrana!
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plasmática!e!da!intensificação!da!peroxidação!lipídica!e!proteica!também!podem!causar!a!

inibição!da!(Na+/K+)ATPase!(Bondy,!2010;!Bhadauria,!2012).!

! Sendo!a!(Na+/K+)ATPase!um!dos!alvos!do!stress!oxidativo!neuronal!e!uma!vez!que!

o! stress! oxidativo! é! um! dos! eventos! relacionados! com! processos! neurodegenerativos,!

pode8se!dizer!que!o!meio!ambiente!lipídico!da!enzima!pode!ser!diretamente!modificado!

por! peroxidação! lipídica! induzida! em! estados! avançados! da! Doença! de! Alzheimer!

(Kairane,!et$al.,!2002).!

!

!

!

!

! !
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1.4.'A'Importância'do'colesterol'no'cérebro''

! O!colesterol!é!um!componente!essencial!da!membrana!plasmática!na!maioria!das!

células! eucariotas,! desempenhando! um! papel! importante! na! regulação! da! fluidez! da!

membrana,! permeabilidade,! na! atividade! de! várias! proteínas! de! membrana,! e! é! o!

precursor!de!hormonas!esteróides!e!ácidos!biliares!(Ledesma,!et$al.,!2006;!Bionda,!et$al.,!

2008;!Gimpl,!et$al.,!2011).!!

! O!colesterol!é!transportado!por!lipoproteínas!na!circulação!e!pode!ser!absorvido!a!

partir!da!dieta!ou!sintetizado!intracelularmente!por!diferentes!tecidos!e!órgãos!tais!como!

o!fígado,!cólon!e!cérebro!(Kölsch,!et$al.,!2010;!Mathew,!et$al.,!2011).!

! O!cérebro!é!o!órgão!mais!rico!em!colesterol!no!corpo!humano,!contendo!cerca!de!

25%! do! colesterol! total,! sendo! que! várias! vias! estão! envolvidas! no! transporte! e!

armazenagem!de! colesterol! no! sistema!nervoso! central! (SNC).!No! cérebro,! o! colesterol!

está! localizado! em! membranas! especializadas! de! mielina,! células! neuronais! e! gliais!

(Kölsch,!et$al.,!2010).!

! Este! desempenha! um! papel! importante! nas! propriedades! físico8químicas! das!

membranas! neuronais,! regulando! enzimas! de! membrana,! recetores! e! canais! iónicos,!

juntamente!com!a!endocitose!e!a!expressão!de!antigénios!(Mathew,!et$al.,!2011).!

! A! estabilidade! do! colesterol! afeta! a! fluidez! das! membranas! celulares! e! a!

sinalização!celular!(Ledesma,!et$al.,!2006;!Frank,!et$al.,!2008;!Kölsch,!et$al.,!2010).!

! O! colesterol! tem! sido! implicado! também,! como! componente! essencial! para! a!

formação! de!microdomínios! de!membrana! (Cuevas,! 2007).! Embora! as! dúvidas! sobre! a!

natureza!desses!microdomínios!permaneçam,!a!sua!existência!e!as!proteínas!envolvidas!

nestes! são! geralmente! considerados! essenciais! para! uma! vasta! gama! de! atividades! no!

sistema!nervoso,! incluindo!a!excitabilidade!neuronal!e!a! transmissão!sináptica! (Dalskov,!

et$al.,!2005;!Frank,!et$al.,!2008;!Quintas,!et$al.,!2010).!Desta!forma,!não!é!surpreendente!

que!muitas!doenças!do!sistema!nervoso!envolvam!o!metabolismo!de!lípidos.!Foi!proposto!

que! a! proteína! neurotóxica! β8amilóide,! que! desempenha! um! papel! fundamental! na!
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Doença!de!Alzheimer,!é!produzida!em!microdomínios!da!membrana!após!a!hidrólise!da!

proteína!precursora!de!amilóide!(APP)!(Frank,!et$al.,!2008).!

! Em!2000,!Lynch!e!Mobley!propuseram!que!a!Doença!de!Alzheimer!é!causada!por!

mudanças!na!absorção!de!colesterol!celular!e/ou!metabolismo,!que!resultam!num!tráfego!

disfuncional! de! proteínas! essenciais! para! a! função! e! viabilidade! neuronal! (Lynch! &!

Mobley,!2000).!!

! Por! outro! lado,! com! o! envelhecimento! ocorrem! alterações! na! membrana!

plasmática! sináptica! e! a! vulnerabilidade! à! intoxicação! por! alumínio! parece! aumentar!

(Savory,!et$al.,!1999).!!

! Além!disso,!Silva!e$colaboradores!mostraram!que!os!efeitos!neurotóxicos!causados!

pelo!alumínio!podem!também!estar!relacionados!com!mudanças!na!estrutura!e!função!da!

membrana!plasmática!(Silva,!et$al.,!2002).!Assim,!a!interação!deste!metal!com!os!lipídos!

da! membrana! plasmática! levam! a! uma! alteração! da! estrutura! e! da! função! de! várias!

proteínas,! afetando! desta! forma,! as! vias! de! transdução! de! sinal! (Silva,! et$ al.,! 2002;!

Pandya,!et$al.,!2004;!Kaizer,!et$al.,!2007).!

! Os! dados! descritos! na! literatura! fornecem! a! evidência! clara! de! uma!

correlação! entre! a! homeostase! do! colesterol! e! a! disfunção! dos! recetores! de!

neurotransmissores! na! patogênese! de! várias! doenças! neurodegenerativas! (Maxfield! &!

Tabas,!2005;!Borisova,!et$al.,!2010).!

! Desta! forma,! uma! alteração! na! dinâmica! dos! microdomínios! enriquecidos! com!

colesterol! e!esfingolípidos!na!membrana!plasmática!dos!neurónios!e! glia!pode! levar! ao!

aparecimento!e!desenvolvimento!de!sintomas!neurológicos!alterando!a!função!sináptica.!

A!manipulação!dos! componentes! lipídicos!dos!microdomínios!da!membrana!plasmática!

dos! neurónios! pode! fornecer! uma! nova! abordagem! para! o! tratamento! de! doenças!

neurodegenerativas!(Frank,!et$al.,!2008;!Quintas,!et$al.,!2010).!

!
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1.5.'Objetivo''

! Com!o!aumento!da!esperança!média!de!vida!da!população!aumentam!também!o!

número!de!casos!de!doenças!neurodegenerativas!crónicas.!Sendo!o!alumínio!um!agente!

neurotóxico! que! pode! estar! envolvido! em! vários! processos! neurodegenerativos! dando!

origem! a! patologias! graves! e! sendo! a! sua! disponibilidade! cada! vez!mais! frequente! nos!

dias!que!correm,!parece! fundamental!esclarecer!os!mecanismos!pelos!quais!o!alumínio!

produz!citotoxicidade!(Albendea,!et$al.,!2007;!Bhadauria,!2012).!

! O!alumínio!é!conhecido!por!alterar!substancialmente!a!atividade!de!várias!enzimas!

chave! no! sistema! nervoso! central.! Como! é! o! caso! da! (Na+/K+)ATPase,! a! exposição! a!

alumínio!diminui!a!atividade!desta!enzima!(Silva!&!Gonçalves,!2003).!

! Estudos!anteriores!mostraram!que!a!exposição!crónica!na!dieta!a!alumínio,!produz!

fluidificação! das! membranas! reduzindo! a! razão! molar! de! colesterol/fosfolípido! nos!

sinaptossomas!e! inibindo!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sem!alteração!concomitante!da!

expressão!da!subunidade!catalítica!da!proteína!(Silva,!et$al.,!2002).!

Tendo!em!conta!que!o!colesterol!parece!influenciar!o!efeito!inibitório!do!alumínio!

sobre!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase,!este!estudo!tem!por!objetivo!distinguir!claramente!

se!os!diferentes!níveis!de!colesterol!nas!membranas!afeta!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!

nos!sinaptossomas!isolados!a!partir!de!córtex!cerebral!de!rato,!na!ausência!!e!na!presença!

de!alumínio!in$vitro.!
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Efeito!do!colesterol!na!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!!23!

!

2.1.' Isolamento' de' sinaptossomas' a' partir' de' córtex' cerebral' de'

ratos'

Os!sinaptossomas!foram!preparados!de!acordo!com!o!método!de!Hajós!(1975)!e!

modificado!por!Carvalho!e!Carvalho!(1979).!Os!ratos!Wistar,!foram!mantidos!em!gaiolas!

numa! câmara! “Flufrance! –! A! 130SN! –! Rech”! com! humidade! (50±10%)! e! temperatura!

(20±1ºC)!controladas.!Os!animais!foram!alimentados!ad$libitum!com!ração!“Panlab!AO4”!

e!água!potável.!

Os! ratos! foram!sacrificados!por!distensão!cervical,! seguida!de!decapitação.!Após!

remoção! do! cerebelo,! o! cérebro! foi! dissecado! segundo! o! sulco! inter8hemisférico! para!

permitir! a! ablação! das! regiões! hipocampais,! bem! como! para! facilitar! a! separação! das!

meninges!e!massa!branca.!O! tecido!obtido! foi! fragmentado!e!homogeneizado!em!nove!

volumes!de!sacarose!0,32!M!e!HEPES8Tris!10!mM!a!pH!7,4.!As!homogeneizações! foram!

efetuadas!num!homogeneizador!de!vidro!do!tipo!“Potter8Elvejhem”!com!pistão!de!Teflon,!

a!600!rotações!por!minuto.!Estas!operações!foram!realizadas!à!temperatura!de!0!a!4ºC.!O!

homogeneizado! de! córtex! cerebral! foi! submetido! a! uma! série! de! centrifugações!

diferenciais! sempre! à! temperatura! de! 4ºC.! A! primeira! centrifugação! foi! realizada! a!

1.500xg!durante!10!minutos.!!

! O! sedimento,! que! contém! a! fração! sinaptossomal! não! purificada,! após!

ressuspensão!em!sacarose!0,32!M!e'HEPES8Tris!10!mM!a!pH!7,4,!foi!aplicado!sobre!uma!

coluna! de! sacarose! 0,8! M' previamente! preparada! nos! tubos! de! centrifugação.! Após!

centrifugação! (9.000xg$ durante! 20! minutos)! em! gradiente! descontínuo! de! sacarose,! a!

fração!sinaptossomal!encontra8se!dispersa!na!camada!de!sacarose!0,8!M.!Esta!fração!foi!

recolhida,! diluída! em! igual! volume! de! água! desionizada! e! centrifugada! a! 20.000xg$

durante! 30!minutos.! Por! fim,! procedeu8se! à! ressuspensão!do! sedimento! resultante! em!

sacarose!0,32!M!e!HEPES8Tris!10!mM!a!pH!7,4.!As!frações!sinaptossomais!obtidas!foram!

congeladas!e!mantidas!a!8!80ºC!até!utilização!(Figura!3).!
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Figura'3:'Esquema'do'método'de'isolamento'da'fração'sinaptossomal'de'córtex'
cerebral'de'rato'(adaptado'do'método'de'Hájos,'1975).'
!

!

2.2.'Quantificação'de'proteína''

! A!determinação!da!concentração!de!proteína!das!preparações!de!sinaptossomas!

foi! efetuada! segundo! o! método! colorimétrico! descrito! por! Layne! (1957).! Em! meio!
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fortemente!básico,!o! ião!Cu2+! reage! com!os! grupos!amina!das!proteínas,! formando!um!

complexo!de!cor!violeta.!

! Amostras!(50!μl)!foram!solubilizadas!com!50!μl!de!dodesilsulfato!de!sódio!(SDS)!a!

10%!e!a! reação!colorimétrica! foi! iniciada!com!a!adição!de!2!ml!de!Reagente!de!Biureto!

(sulfato!de!cobre!hidratado!a!0,15!%,!tartarato!de!sódio!e!potássio!a!0,6!%,!hidróxido!de!

sódio!a!3!%!e! iodeto!de!potássio!a!0,1!%).!As! reações!decorreram!durante!15!minutos.!

Simultaneamente! nas! mesmas! condições! das! amostras,! foram! preparados! padrões! de!

albumina!sérica!bovina! (0,4%)!de!concentrações!conhecidas! (10!mg/ml!e!20!mg/ml).!As!

absorvâncias! foram! determinadas! ao! comprimento! de! onda! de! 540! nm! num!

espectrofotómetro! UV/VIS! “Perkin8Elmer,! modelo! Lambda! 14P”.! Os! valores! da!

concentração!de!proteína!das!amostras!foram!obtidos!por!interpolação!após!traçado!da!

curva!de!calibração!de!albumina!sérica!bovina!e!expressas!em!mg!de!proteína/ml.!

2.3.'Depleção'de'colesterol'

A!depleção!de!colesterol!foi!efetuada!segundo!o!método!de!Borisova!(2010).!Para!

proceder! à! depleção! de! colesterol! dos! sinaptossomas! utilizou8se! o! composto! metil8β8

ciclodextrina,! devido! à! sua! capacidade! para! alterar! a! composição! lipídica! celular! e!

interromper! as! “rafts”! lipídicas,! extraindo! o! colesterol! da! membrana! plasmática,! em!

detrimento!de!outros!lípidos!da!membrana.!Este!composto!é!muito!utilizado!na!pesquisa!

de!“rafts”!lipídicas,!uma!vez!que!o!colesterol!pode!levar!à!segregação!em!larga!escala!de!

domínios!da!membrana!e!a!mudanças! imprevisíveis!nos!eventos!de!transdução!de!sinal!

(Gimpl,!2011).!

! Os!sinaptossomas! (5!mg!de!proteína/ml)! foram! incubados!durante!30!minutos!a!

35ºC!em!banho!seco!com!agitação!constante!(800!rpm)!com!metil8β8ciclodextrina!20!mM,!

obtida!a!partir!de!uma!solução!stock!de!MβCD!150!mM.'De!seguida!as!amostras! foram!

lavadas! com! a! solução! PSS! e! centrifugadas! a! 20.000xg! durante! 20! min! a! 4ºC.' O!

sobrenadante!foi!descartado!e!o!sedimento!ressuspenso!em!0,32!M!de!sacarose!e!HEPES8

Tris!10!mM,!pH!7,4!num!volume! igual!ao! inicial.!O!PSS!é!uma!solução! salina!contendo:!
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NaCl!140!mM,!KCl!4,7!mM,!CaCl2!2,5!mM,!MgCl2!1,2!mM,!glucose!11!mM,!HEPES!10!mM!a!

pH!7,4.!Esta!solução!foi!filtrada!através!de!um!filtro!Millipore!0,22!µm!e!armazenada!a!8!

20°C.!

2.4.'Incorporação'de'colesterol'

O!composto!metil8β8ciclodextrina,!como!já!foi!referido!anteriormente!é!usado!na!

depleção! de! colesterol! na! pesquisa! de! “rafts”! lipídicas.! No! entanto,! também! tem! a!

capacidade!de!incorporar!o!colesterol!nas!membranas!plasmáticas,!sendo!usado!tanto!na!

depleção!como!na!incorporação!de!colesterol!(Borisova,!et$al.,!2010).!

A! incorporação! de! colesterol! foi! feita! segundo! o! método! modificado! de!

Sooksawate! (2001)! e! de! Borisova! (2011).! Para! a! incorporação! de! colesterol! nas!

membranas! dos! sinaptossomas! foi! preparado! previamente! um! complexo!

Colesterol/MβCD!(3!mM/30!mM)!em!PSS,!em!atmosfera!de!azoto!e!com!agitação.!!

! Os!sinaptossomas! (5!mg!de!proteína/ml)! foram! incubados!durante!30!minutos!a!

35°C! em! banho! seco,! com! o! complexo! Colesterol/MβCD! numa! diluição! 1:10.! Após!

incubação!os!sinaptossomas!foram!lavados!em!PSS!e!centrifugados!a!20.000xg!durante!20!

minutos,!a!4°C.!O!sobrenadante!foi!descartado!e!o!sedimento!ressuspenso!num!volume!

igual!ao!inicial!em!sacarose!0,32!M!e!HEPES8Tris!10!mM,!pH!7,4.!

2.5.'Quantificação'de'colesterol'

! A!quantificação!do!colesterol!foi!realizada!utilizando!o!kit!comercial!da!BioSystems!

–!Colesterol!Oxidase/Peroxidase.!!

Este! método! baseia8se! na! ação! de! três! enzimas! sobre! o! colesterol! esterificado! e! livre!

conduzindo! à! formação! de! um! complexo! de! quinonaimina! colorido! quantificável! por!

espectrofotometria!(Allain,!et$al.,!1974;!Meiattini,!et$al,.!1978).!
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Colesterol!esterificado!+!H2O!! !!col.!esterase!!!!!!Colesterol!+!Ácido!adiposo!

Colesterol!+!¼!O2!+!H2O!!!col.!oxidase!!!''''Colestenona!+!H2O2!

2!H2O2!+!4!–!Aminoantipirina!+!Fenol!!!peroxidase!!!!!!Quinonaimina!+!4!H2O!

Os!sinaptossomas!(5!mg!de!proteína/ml)!foram!incubados!com!os!reagentes!do!kit!

(reagente! A:! Reativo! e! reagente! S:! Padrão! de! colesterol)! segundo! as! suas! instruções! e!

agitadas! durante! 10!minutos! à! temperatura! ambiente.! O! reagente! A! é! constituído! por!

cloreto!de!sódio!0,5mmol/L,!fenol!28!mmol/L,!colesterol!esterase!˃!0,2!U/ml,!colesterol!

oxidase!˃! 0,1! U/ml,! peroxidase!˃! 0,8! U/ml,! 48aminoantipirina! 0,5!mmol/L,! pH! 7,0! e! o!

reagente! S! é! constituído! por! 200! mg/dl! de! colesterol.! As! absorvâncias! foram!

determinadas! ao! comprimento! de! onda! de! 500! nm! num! espectrofotómetro! UV/VIS!

“Perkin8Elmer,! modelo! Lambda! 14P”.! Os! valores! da! concentração! de! colesterol! das!

amostras!foram!obtidos!a!partir!da!seguinte!fórmula!e!expressos!em!µg!de!colesterol/mg!

de!proteína:!

C!amostra!=!(Aamostra!/!Apadrão)!x!Cpadrão!

2.6.'Medição'da'atividade'da'adenosinatrifosfatase'

 A! (Na+/K+)ATPase! é! uma! enzima! localizada! na! membrana! plasmática! com!

primordial! importância! na!manutenção! dos! gradientes! transmembranares! de! Na+! e! K+,!

contribuindo! também! para! o! potencial! de! membrana! (Toyoshima,! et$ al.,! 2011).! Esta!

enzima!utiliza!ATP!como! fonte!de!energia!para!o! transporte!ativo!de! iões!Na+! e!K+,! e!é!

inibida!especificamente!por!ubaína!(Toyoshima,!et$al.,!2011).!

! A!atividade!da!adenosinatrifosfatase!das!diferentes!amostras!foi!determinada!por!

quantificação!do!fosfato!inorgânico!(colorimetria)!produzidos!durante!a!hidrólise!de!ATP!e!

dos!protões!(potenciometria).!

Neste!estudo!foram!utilizados,!sinaptossomas!isolados!a!partir!de!córtex!cerebral!

de!ratos!Wistar,!após!congelamento!em!azoto!líquido!e!descongelamento!à!temperatura!
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ambiente.!Os!sinaptossomas!são!frações!subcelulares!do!tecido!nervoso!formadas!pelos!

terminais! nervosos! pré8sináptico! intactos! que,! possuem! autonomia! metabólica,!

funcionando! como! uma! “mini8célula”.! Sendo! por! isso! um! modelo! experimental! muito!

usado!em!neurotoxicologia.!(Nicholls,1989).!

! O!centro!catalítico!da! (Na+/K+)ATPase!não!é!acessível!ao!ATP!extracelular,!pois!a!

membrana! pré8sináptica! é! impermeável! a! ATP! e! o! local! de! ligação! deste! substrato!

encontra8se! exposto! ao! espaço! intracelular.! Por! conseguinte,! procedeu8se! à! prévia!

permeabilização! da! membrana! sinaptossomal! por! congelamento/descongelamento,! o!

que! permite! quantificar! a! atividade! hidrolítica! de! ATP! na! fração! sinaptossomal! em!

condições! de! concentração! inicial! de! ATP! controladas.! Nas! condições! experimentais!

usadas!neste!trabalho,!a!atividade!hidrolítica!de!ATP!da!fração!sinaptossomal!é!constante!

durante!o! tempo!de! reação! (5!minutos)! e!diretamente!proporcional! à! concentração!de!

proteína!da!preparação!biológica!no!meio!de!reação.!

!

Colorimetria'

A!atividade!de!adenosinatrifosfatase!foi!determinada!por!quantificação!do!fosfato!

inorgânico!produzido!segundo!o!método!de!Taussky!e!Shorr!(1953).!!

ATP!!!!!!!!!!!!!!ADP!+!Pi!

! Assim,!a!1!ml!de!meio!de!reação!(NaCl!128!mM,!KCl!5!mM,!MgCl2!3!mM,!EGTA!0,1!

mM,!HEPES8Na!10!mM!a!pH!7,4)!foram!adicionados!0,1!mg!de!sinaptossomas!com!ou!sem!

AlCl3! 300!µM,!na!presença!ou!ausência!de!ubaína!1!mM.!A! solução!AlCl3! foi!preparada!

diariamente!pouco!tempo!antes!da!realização!das!experiências.!

! Após! incubação! da! amostra! durante! 15!min! a! 35ºC,! a! reação! foi! desencadeada!

pela!adição!de!Mg8ATP!1!mM!e!decorreu!durante!5!minutos!a!35ºC!em!banho!seco!com!

agitação!de!800!rpm,!tendo!sido!finalizada!pela!adição!de!250!µl!de!TCA!20%!a!0°C!e!os!

tubos!colocados!em!gelo.!Após!centrifugação!durante!5!minutos!a!3.000!rpm,!procedeu8
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se! à! quantificação! do! fosfato! inorgânico! em! 500! µl! de! sobrenadante.! A! reação!

colorimétrica! iniciou8se! com! a! adição! de! Reagente! de!Molibdato! (sulfato! ferroso! 5%! e!

molibdato! de! amónio! a! 1%! preparado! em!H2SO4! 1!N)! e! decorreu! durante! 5!minutos! à!

temperatura!ambiente.!Simultaneamente!foi!preparada!uma!curva!padrão!de!KH2PO4!(0!a!

85!µM).!!

! Na! presença! de! molibdato! de! amónio,! o! Pi! libertado! forma! um! complexo! de!

fosfomolibdato,!que!depois!de!reduzido!pela!ação!de!sulfato!ferroso!(KH2PO4)!apresenta!

uma!cor!azul!e!pode!ser!detetada!e!quantificada!espectrofotometricamente!a!660!nm.!

! A!quantidade!de!fosfato! inorgânico!produzido!durante!as!reações!foi!calculada!a!

partir!da!curva!padrão.!!

! A! atividade! assim! medida! foi! designada! atividade! ATPásica! Total.! A! atividade!

ATPásica! Basal! foi! medida! na! presença! de! 1! mM! de! ubaína! (inibidor! específico! da!

(Na+/K+)ATPase).!A!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!foi!determinada!considerando!a!diferença!

entre!a!ATPase!Total!e!a!Basal!e!foi!expressa!em!nmol!de!Pi/mg!de!proteína/min.!

Potenciometria'

! Os! métodos! potenciométricos! permitem! o! registo! contínuo! e! extremamente!

rigoroso! de! pequenas! alterações! de! pH! no! meio,! quando! este! é! muito! pouco!

tamponizado!e!os!eléctrodos!utilizados! são!muito! sensíveis.!Desde!que! sejam!mantidas!

constantes!as!condições! relativas!à! temperatura! (30837°C),! ionicidade!e!pH! (6,987,4),!as!

variações!de!pH!resultantes!da!hidrólise!de!ATP!podem!servir!para!quantificar!a!atividade!

de!ATPase.!Os!efeitos!do!colesterol!na!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!foram!

registados!continuamente!segundo!o!método!potenciométrico!descrito!por!Madeira!et$al.!

(1974).! Para! o! efeito,! as! variações! da! concentração! de! H+,! foram! detetadas! por! um!

eléctrodo!“Ingold!U!402!–!M6!–!S7!–!100”,!conectado!a!um!electrómetro!“Crison!micro!pH!

2002”!em!2!ml!de!meio!de!reação!(NaCl!128!mM,!KCl!5!mM,!MgCl2!1,2!mM,!EGTA!100!µM,!

HEPES8Na!2!mM!a!pH!7,4),!a!35ºC!e!com!agitação!magnética!constante.!Todas!as!reações!

decorreram!na!presença!de!0,3!mg!de!proteína!e!foram!iniciadas!pela!adição!de!Mg8ATP!1!
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mM,!previamente!ajustado!a!pH!7,4.!Todos!os!ensaios!foram!calibrados!pela!adição!de!50!

µl!de!HCl!3!mM!(150!nmol!de!H+).!

! Tal!como!referido!anteriormente,!a!ubaína!foi!utilizada!para!discernir!a!atividade!

da!(Na+/K+)ATPase.!

A! Figura! 4! ilustra! os! registos! obtidos! por! este! método! no! grupo! controlo! na!

ausência!(Fig.!4.A)!e!na!presença!de!ubaína!1!mM!(Fig.!4.B).!

! !
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!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!

Figura'4:'Registo'da'atividade'ATPásica'de'sinaptossomas'controlo'na'ausência'
(A)'e'na'presença'de'ubaína'(B).''
!

2.7.'Análise'estatística'dos'dados''

! Os!resultados!apresentados!neste!trabalho!representam!a!média!±!o!erro!padrão!

da!média!do!número!de!experiências!indicado!nas!legendas!das!figuras.!Os!dados!foram!

tratados! estatisticamente! com! o! programa! de! computador! “Microcal™! Origin! 6.0”.! A!

significância! estatística! entre! dois! grupos! foi! determinada! pelo! teste! t$ de$ Student.! Os!

valores!de!***p!<!0,001,!**p!<!0,01!e!*p!<!0,05!foram!considerados!representativos!de!

diferenças!estatisticamente!significativas.!

! !

50!µl!HCl!3!mM!! 50!µl!HCl!3!mM!

20!µl!ATP!1!mM!

50!µl!HCl!3!mM!

20!µl!ATP!1!mM!

50!µl!HCl!3!mM!

A' B'
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O!principal!objetivo!deste!trabalho!foi!esclarecer!de!que!forma!os!diferentes!níveis!

de! colesterol! afetam! o! efeito! inibitório! do! alumínio! na! atividade! da! (Na+/K+)ATPase!

sinaptossomal!ocorrido!durante!ensaios!in$vitro!(incubação!com!AlCl3).!

Neste! estudo! foram! utilizados! três! grupos! experimentais,! na! ausência! e! na!

presença! de! AlCl3! 300! μM,! o! controlo,! a! incorporação! de! colesterol! e! a! depleção! de!

colesterol.! O! controlo! não! sofreu! qualquer! alteração! do! teor! de! colesterol! nas!

membranas! dos! sinaptossomas.! Por! outro! lado,! na! incorporação! foi! provocado! o!

aumento! do! teor! de! colesterol! nas! membranas! dos! sinaptossomas! e! na! depleção! foi!

provocada!a!redução!de!colesterol.!!

Em! 2003,! Silva! e! colaboradores! mostraram! que! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase!

sinaptossomal!é!inibida!por!AlCl3,!de!uma!maneira!dependente!da!concentração!(Silva!&!

Gonçalves,!2003).!Na!presença!de!concentrações!saturantes!de!Mg8ATP!(500!μM),!o!AlCl3!
30!μM!causou!uma!inibição!de!30%!da!atividade!hidrolítica,!após!incubação!com!AlCl3!300!

μM!registou8se!o!efeito!inibitório!máximo!(~60%)!(Figura!5).!

!

!

!

!

!

!



3.!Resultados!e!Discussão!
!

!
!
36!
!

!

Figura' 5:' Efeito' da' exposição' in# vitro' a' alumínio' na' atividade' da'
(Na+/K+)ATPase'sinaptossomal'(adaptado'de'Silva'&'Gonçalves,'2003).'

Os! sinaptossomas! (0,1!mg!de!proteína/ml)! foram! incubados!durante!5!minutos! a! 35ºC,!
num!meio!contendo!NaCl!128!mM,!KCl!5!mM,!MgCl2!10!mM,!EGTA!0,1!mM,!HEPES8Na!10!
mM!(pH!7,4)!na!ausência!e!na!presença!de!concentrações!crescentes!de!AlCl3!(08300!µM).!
As! reações! foram! iniciadas!pela!adição!de!Mg8ATP!de! forma!a!obter!uma!concentração!
final!de!500!µM! (○)! ou!de!5!µM! (●).!As! reacções! foram! finalizadas!após!5!minutos!e!a!
atividade!da!(Na+/K+)ATPase!foi!quantificada!pelo!método!colorimétrico!tal!como!descrito!
em!Material! e! métodos.! Os! valores! da! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! são! expressos! em!
percentagem! e! são! apresentados! como! a! média! ±! o! erro! padrão! da! média! de! 6!
determinações!independentes.!*p!<!0,01.!
!

! !
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3.1.' Alteração' dos' níveis' de' colesterol' da' membrana' dos'

sinaptossomas'

! Como! foi! referido! anteriormente,! os! sinaptossomas! foram! submetidos! a! três!

condições!(controlo,!incorporação!de!colesterol!ou!depleção!de!colesterol)!na!ausência!e!

na! presença! de! 300! µM! de! alumínio,! uma! vez! que! esta! concentração! de! alumínio!

promoveu!a!inibição!máxima!da!atividade!da!(Na+/K+)ATPase,!sendo!por!isso!a!escolhida!

(Figura!5).!!

! As! ciclodextrinas! ou! derivados,! como! MβCD,! aumentam! a! solubilidade! das!

substâncias! não! polares,! como! o! colesterol,! incorporando8as! na!

sua!cavidade!hidrofóbica!e!não!covalente!formando!um!complexo!de!inclusão!solúvel!em!

água.!Sendo!usadas!como!um!transportador!de!colesterol,! tanto!na! incorporação!como!

na!depleção!de!colesterol!nas!membranas!plasmáticas!(Bionda,!et$al.,!2008;!Borisova,!et$

al.,!2010,!Gimpl,!et$al.,!2011).!

! De!forma!a!incorporar!o!colesterol!na!membrana!plasmática!dos!sinaptossomas,!5!

mg! de! proteína/ml! foram! incubados! com! um! complexo! Colesterol/MβCD! (0,3! mM/3!

mM).!Sendo!possível!observar!na!Figura!6,!que!houve!um!aumento!de!~70%!dos!níveis!de!

colesterol! na!membrana! sinaptossomal! (279!±!54!µg!de! colesterol/mg!de!proteína)! em!

relação!ao!grupo!controlo!(183!±!48!µg!de!colesterol/mg!de!proteína).!

! Por! outro! lado,! a! depleção! de! colesterol! na! membrana! sinaptossomal! foi!

conseguida! usando! apenas!MβCD! (20!mM),! tal! como! descrito! na! secção! de!Material! e!

Métodos.! Assim,! foi! possível! obter! uma! redução! de! colesterol! (57! ±! 16! µg! de!

colesterol/mg! de! proteína)! de! cerca! de! ~62%! em! relação! ao! controlo! (183! ±! 48! µg! de!

colesterol/mg!de!proteína),!tal!como!se!pode!observar!na!Figura!6.!

!

!
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Figura'6:'Concentração'de'colesterol'na'membrana'de'sinaptossomas'de'córtex'
cerebral'de'rato.'

Os! sinaptossomas! (5! mg! de! proteína/ml)! isolados! a! partir! de! córtex! cerebral! de! rato!
foram!incubados!durante!35!minutos!a!35ºC!com!agitação!constante!(800!rpm)!(controlo!
■).!Os!sinaptossomas!(5!mg!de!proteína/ml)!nas!mesmas!condições!foram!incubados!com!
um!complexo!Colesterol/MβCD!(0,3!mM/3!mM)!(Incorporação!!!)!e!com!MβCD!(20!mM)!
(Depleção!□).!Após!os!35!minutos!de! incubação!os! sinaptossomas! foram! lavados!numa!
solução!de!PSS!(NaCl!140!mM,!KCl!4,7!mM,!CaCl2!2,5!mM,!HEPES!500!mM,!MgCl2!250!mM,!
glucose!11!mM)!e!centrifugados!a!20.000xg!durante!20!minutos!a!4ºC.!O!sobrenadante!
rejeitado!e!o! sedimento! ressuspenso!em! sacarose!0,32!M!e!HEPES8Tris! 10!mM!pH!7,4,!
procedendo8se! à! quantificação! de! colesterol,! descrita! anteriormente! em! Material! e!
Métodos.!Os!valores!da!concentração!de!colesterol!são!expressos!em!µg/mg!de!proteína!
e! são! apresentados! como! a! média! ±! o! erro! padrão! da! média! de! 6! determinações!
independentes.!*p!˂!0,05!e!**p!˂!0,01!estatisticamente!diferentes!do!controlo.!
!

! A!concentração!de!MβCD!utilizada!para!proceder!à!depleção!de!colesterol! foi!de!

20!mM.!Esta! concentração! foi!escolhida! tendo!por!base!um!estudo!prévio! realizado!no!

laboratório,!cujo!objetivo!foi!testar!as!diferentes!concentrações!de!MβCD!na!depleção!de!

colesterol!nas!membranas!dos!sinaptossomas.!Sendo!visível!na!Figura!7,!que!a!utilização!

de! uma! concentração! de! 20! mM! de! MβCD! diminuiu! 62%! os! níveis! de! colesterol! nas!

membranas!dos!sinaptossomas.!Por! isso,! foi!a!concentração!escolhida!para!a! realização!

deste!estudo.!

!

**!

0!

50!

100!

150!

200!

250!

300!

350!

Controlo! Incorporação! Depleção!

[C
ol
es
te
ro
l]'
''

(µ
g/
m
g'
de

'''
pr
ot
eí
na

)'

*!



3.!Resultados!e!Discussão!
!

!
Efeito!do!colesterol!na!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!!!!39!

!

!

Figura'7:'Efeito'das'diferentes'concentrações'de'MβCD'nos'níveis'de'colesterol'
das'membranas'de'sinaptossomas'isolados'a'partir'de'córtex'cerebral'de'rato.'

Os! sinaptossomas! (5! mg! de! proteína/ml)! isolados! a! partir! de! córtex! cerebral! de! rato!
foram! incubados! durante! 35! minutos! a! 35ºC! com! agitação! constante! (800! rpm)! com!
diferentes! concentrações! de!MβCD! (5,! 10,! 15,! 20,! 30,! 40! e! 50!mM).! Após! o! tempo! de!
incubação!procedeu8se!à!lavagem!e!centrifugação!das!amostras.!De!seguida,!efetuou8se!a!
quantificação!do!colesterol,!descrita!anteriormente!em!Material!e!Métodos.!Os!valores!da!
concentração!de! colesterol! são!expressos! em!%!e! são! apresentados! como!a!média! ±!o!
erro!padrão!da!média.!

!
O!colesterol!é!um!componente! importante!das!membranas!plasmáticas,! tem!um!

importante!papel!na!estrutura!e!regulação!da!bicamada!lipídica,!sendo!que!alteração!dos!

níveis!de!colesterol!pode!levar!a!eventos!prejudiciais!para!a!célula.!É!sabido!que!aumento!

dos! níveis! de! colesterol! bem! como! reduções! têem! efeitos! graves! na! membrana!

plasmática,!como!alterações!da!fluidez!e!permeabilidade!da!membrana,! influenciando!a!

atividade!de!proteínas!de!membrana!(Ledesma,!et$al.,!2006;!Cuevas,!2007;!Bionda,!et$al.,!

2008).!
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3.2.' Determinação' da' atividade' da' (Na+/K+)ATPase' sinaptossomal'

no'grupo'controlo'

! A'(Na+/K+)ATPase!utiliza!o!ATP!!como!fonte!de!energia!para!o!transporte!ativo!dos!

iões!Na+!e!o!K+,!e!é!inibida!especificamente!por!ubaína!(Yatime,!et$al.,!2011).!

A! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! foi!medida! por! colorimetria! e! por!

potenciometria,!como!já!foi!referido!anteriormente.!

A! Figura! 8! ilustra! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! registada! por! quantificação! do!

fosfato! inorgânico! (colorimetria).! A! atividade! ATPásica! total! (sem!ubaína)! obtida! foi! de!

616,93! ±! 195,77! nmoles! de! Pi/min/mg! de! proteína,! a! atividade! ATPásica! basal! (com!

ubaína!1!mM)!foi!de!289!±!105,76!nmoles!de!Pi/min/mg!de!proteína,!sendo!visível!a!ação!

inibitória!da!ubaína.!A! atividade!da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! foi! determinada!pela!

diferença!entre!a!atividade!ATPásica! total!e!a!basal!e! foi!de!327,07!±!88,87! !nmoles!de!

Pi/min/mg!de!proteína!na!ausência!de!alumínio.!

Silva! e! Gonçalves,! em! 2003,! obtiveram! uma! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! na!

ausência! de! alumínio! superior! de! ~281! nmol! Pi/min/mg! proteína! (Silva! &! Gonçalves,!

2003).!Estes!resultados!estão!de!acordo!com!os!resultados!obtidos!neste!trabalho!(327,07!

±!88,87!nmoles!de!Pi/min/mg!de!proteína).!

!

! !

!

!

!



3.!Resultados!e!Discussão!
!

!
Efeito!do!colesterol!na!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!!!!41!

!

! '

Figura' 8:' Determinação' da' atividade' da' (Na+/K+)ATPase' sinaptossomal' no'
grupo'controlo'na'ausência'de'alumínio'por'colorimetria.'

Os! sinaptossomas! (0,1!mg! de! proteína/ml)! isolados! a! partir! de! córtex! cerebral! de! rato!
foram! incubados!durante!15!minutos!a!35ºC!e!agitação!constante,!num!meio!contendo!
NaCl! 128!mM,! KCl! 5!mM,!MgCl2! 10!mM,! EGTA! 0,1!mM,!HEPES8Na! 10!mM! (pH! 7,4)! na!
ausência!de!ubaína!(Total!■)!e!na!presença!de!ubaína!1!mM!(Basal  )!As!reações!foram!
iniciadas!pela!adição!de!Mg8ATP!1!mM.!Após!5!minutos!a!reação!foi!finalizada!pela!adição!
de! TCA! a! 20%.! A! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! (□)! foi! determinada! considerando! a!
diferença!entre!a!ATPase!Total!e!a!Basal.!!Os!valores!da!atividade!ATPásica!são!expressos!
em!nmol!Pi/min/mg!de!proteína!e!são!apresentados!como!a!média!±!o!erro!padrão!de!~6!
determinações!independentes.!*!p!˂!0,05.!!
!

Na! Figura! 9! está! representada! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! por!

potenciometria! do! grupo! controlo! sem! alumínio.! A! atividade! ATPásica! total! foi!

determinada!na!ausência!de!ubaína,!como!na!colorimetria,!e!foi!de!60,35!±!11,27!nmoles!

de! H+/min/mg! de! proteína,! enquanto! a! atividade! ATPásica! basal! foi! determinada! na!

presença!de!ubaína,!podendo!verificar!que!a!ubaína!inibiu!a!atividade!ATPásica!para!41,50!

±!9,11!nmoles!de!H+/min/mg!de!proteína.!A!atividade!da! (Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!

foi!considerada!como!a!diferença!entre!a!atividade!ATPásica!total!e!a!basal!e!o!!seu!valor!

foi!de!18,75!±!8,38!nmoles!de!H+/min/mg!de!proteína.!

!
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Figura' 9:' Determinação' da' atividade' da' (Na+/K+)ATPase' sinaptossomal' no'
grupo'controlo'na'ausência'de'alumínio'por'potenciometria.'

Os!sinaptossomas!(0,15!mg!de!proteína/ml)!foram!incubados!durante!15!minutos!a!35ºC!
com! agitação!magnética! num!meio! contendo!NaCl! 128!mM,! KCl! 5!mM,!MgCl2! 10!mM,!
EGTA!0,1!mM,!HEPES8Na!2!mM!(pH!7,4)!na!ausência!de!ubaína!(Total!■)!e!na!presença!de!
ubaína! 1! mM! (Basal! ! )! As! reações! foram! iniciadas! pela! adição! de! Mg8ATP! 1! mM.! A!
atividade! (Na+/K+)ATPase! (□)! foi! determinada! considerando! a! diferença! entre! a! ATPase!
Total!e!a!Basal.!Os!valores!da!atividade!ATPásica!são!expressos!em!nmol!H+/min/mg!de!
proteína! e! são! apresentados! como! a! média! ±! o! erro! padrão! de! ~6! determinações!
independentes.!**!p!˂!0,01!e!*!p!˂!0,05.!! !
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3.3.' Efeito' do' colesterol' na' ação' do' alumínio' sobre' a' atividade' da'

(Na+/K+)ATPase'

! Como!se!pode!observar!na!Figura!10,!a!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!é!inibida!por!

alumínio.!A!inibição!por!AlCl3!na!gama!de!concentrações!submilimolares!é!apenas!parcial!

e! requer! elevadas! concentrações! de! ATP.! Na! presença! de! Mg8ATP! 500! µM,! que!

corresponde! à! concentração! de! substrato! saturante,! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! é!

inibida!maximamente! (~60%)!para! concentrações!de!AlCl3! superiores!a!150!µM! (Silva!&!

Gonçalves,!2003).!

! Silva! e! colaboradores! (2005)! observaram! que! a! diminuição! da! atividade! da!

(Na+/K+)ATPase! induzida!por!exposição! in$vivo! a!AlCl3!é!assegurada!pela! inibição!parcial!

das! isozimas!que! contêm!as! subunidades! catalíticas!α1,!α2! e!α3,! ocorrendo! redução!da!

sensibilidade!da!atividade!enzimática!a!concentrações!submicromolares!de!ubaína.!

! A! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal,! foi! determinada! nos! três! grupos:!

controlo,!incorporação!e!depleção!de!colesterol,!na!ausência!e!na!presença!de!AlCl3!300!

µM.!

! Como!é!possível!observar!na!Figura!10,!o! grupo!controlo! teve!uma!atividade!da!

(Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! de! 327,07! ±! 88,87! nmoles! de! Pi/min/mg! de! proteína! na!

ausência!de!AlCl3,!enquanto!que!na!presença!de!AlCl3!300!µM!registou8se!uma!atividade!

de! 77,20! ±! 6,98! nmoles! de! Pi/min/mg! de! proteína.! O! estudo! efetuado! mostrou! uma!

redução!de!76,39%!da!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!nos!sinaptossomas!expostos!in$vitro!a!

alumínio.!

! Por! outro! lado,! o! grupo! sujeito! à! incorporação! de! colesterol! teve! atividade! da!

(Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! muito! reduzida,! quer! na! ausência! quer! na! presença! de!

AlCl3! 300! µM.! A! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! registada! neste! grupo! na!

ausência!de!alumínio!foi!de!15,89!±!1,66!nmoles!de!Pi/min/mg!de!proteína,!enquanto!que!

na! presença! de! AlCl3! a! ! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! foi! de! 4,31! ±! 1,48!

nmoles! de! Pi/min/mg! de! proteína.! Apesar! da! baixa! atividade! da! (Na+/K+)ATPase!
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sinaptossomal! neste! grupo,! foi! possível! verificar! que! na! presença! de! AlCl3! 300! µM! a!

atividade!desta!enzima!foi!ainda!menor!(Figura!10).!

! Enquanto,! no! grupo! em!que! os! níveis! de! colesterol! foram! reduzidos! para! ~62%,!

registou8se!uma!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!de!299,11!±!35,85!nmoles!de!

Pi/min/mg!de!proteína!na!ausência!de!alumínio.!Na!presença!de!AlCl3!300!µM!a!atividade!

da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal,! neste! grupo! teve!uma! inibição!menor! (185,99!±!7,93!

nmoles!de!Pi/min/mg!de!proteína)!do!que!no!grupo!controlo!exposto!ao!alumínio!(77,50!

±!8,96!de!Pi/min/mg!de!proteína).!

! Estes! resultados,! sugerem! que,! a! ação! do! alumínio! sobre! a! atividade! da!

(Na+/K+)ATPase! depende! dos! níveis! de! colesterol! da! membrana,! uma! vez! que! níveis!

elevados!de!colesterol!diminuíram!significativamente!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!e!que!

baixos!níveis!de!colesterol!não!permitiram!um!efeito! inibitório! tão!elevado!do!alumínio!

sobre!a!atividade!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal.!!

! Em!2002,!Silva!e!colaboradores,!usando!sinaptossomas!isolados!de!córtex!cerebral!

de! ratos! expostos! à! dieta! de! alumínio! e! de! colestipol! (fármaco! redutor! de! colesterol),!

conseguiram!avaliar!o!efeito!da!razão!molar!do!colesterol!e!fosfolípidos!na!acumulação!de!

alumínio!e!nas!alterações! induzidas!por!alumínio!na! fluidez!da!membrana!em!terminais!

nervosos.!Este!estudo!revelou!que!a!suscetibilidade!à! intoxicação!por!alumínio!na!dieta!

pode!ser!condicionada!pelo!colesterol,!uma!vez!que,!a!exposição!oral!crónica!a!alumínio!

reduziu!a!razão!molar!colesterol/fosfolípidos!em!sinaptossomas!(Silva,!et$al.,!2002).!

! De! fato,! este! estudo!mostrou!que! após! a! exposição! in$ vivo$a!doses! elevadas!de!

alumínio!na!dieta,!a!acumulação!deste!metal!nos!terminais!nervosos!era!menor!quando!

os!níveis!de!colesterol!nos!sinaptossomas!eram!baixos.!A!ingestão!de!colestipol!(redutor!

de!colesterol)!preveniu!o!aumento!da!razão!molar!de!CH/PL!sinaptossomal!e!conduziu!a!

uma!diminuição!proporcional!no!conteúdo!em!alumínio!dos!sinaptossomas!(Silva,!et$al.,!

2002).!
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Por!outro!lado,!vários!investigadores!têm!mostrado!que!(Na+/K+)ATPase!é!um!alvo!

do! stress! oxidativo! neuronal! e! que! este! está! diretamente! envolvido! na! patogénese! da!

Doença!de!Alzheimer!e!que!o!alumínio!parece!aumentar!a!peroxidação!lipídica,!alterando!

o!ambiente!lipídico!da!membrana!afetando!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase.!Alterações!no!

ambiente! lipídico! da! membrana! em! condições! patológicas! e! experimentais! parecem!

conduzir! a! uma! interação!mais! apertada! da! enzima! com! a! bicamada! lipídica.! Podendo!

interferir!com!o!grau!de!oligomerização!da!enzima,!diminuindo!o!número!de!protómeros!

que!constituem!a!estrutura!oligomérica!da!proteína!integrada!na!membrana,!resultando!

no! declínio! da! cooperatividade! para! catiões,! nucleótidos! e! outros! ligandos! reguladores!

(Chakraborty,!et$al,!2003;!Silva$&!Gonçalves,!2003;!Sethi,!et$al,!2008).!

! !

Figura' 10:' Efeito' da' exposição' in# vitro' a' alumínio' e' dos' diferentes' níveis' de'
colesterol'na'atividade'da'(Na+/K+)ATPase'registados'por'colorimetria.'

Os! sinaptossomas! (0,1!mg! de! proteína/ml)! isolados! a! partir! de! córtex! cerebral! de! rato!
foram! incubados!durante!15!minutos! a! 35ºC,!num!meio! contendo!NaCl! 128!mM,!KCl! 5!
mM,!MgCl2!10!mM,!EGTA!0,1!mM,!HEPES8Na!10!mM!(pH!7,4)!na!ausência!e!na!presença!
de!AlCl3!300!µM.!As!reações!foram!iniciadas!pela!adição!de!Mg8ATP!1!mM.!A!reação!foi!
finalizada! após! 5! minutos! pela! adição! de! TCA! a! 20%! e! o! Pi! foi! quantificado! tal! como!
descrito! anteriormente! em! Material! e! Métodos.! A! atividade! ATPásica! foi! medida! na!
ausência!e!na!presença!de!ubaína!1!mM.!Os!resultados!são!apresentados!como!a!média!±!
o!erro!padrão!da!média!de!~6!determinações!independentes,!***!p!˂!0,001,!**!p!˂!0,01.!
!
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Na! Figura! 11! está! representada! a! percentagem! de! inibição! da! (Na+/K+)ATPase!

sinaptossomal! na! presença! de! alumínio.! É! possível! verificar! que! o! alumínio! no! grupo!

controlo,! onde! não! houve! alteração! do! teor! de! colesterol,! provocou! uma! inibição! na!

(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!de!76,39%.!Quando!o!teor!de!colesterol!da!membrana!foi!

aumentado!em!72,88%,!o!alumínio! teve!uma! inibição! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal!de!

~71%.!Por!outro!lado,!quando!o!teor!de!colesterol!foi!reduzido!em!62%,!o!alumínio!teve!

um!efeito!inibitório!sobre!a!(Na+/K+)ATPase!menor,!de!37,82%.!

!

!

Figura' 11:' Percentagem' de' inibição' da' atividade' (Na+/K+)ATPase'
sinaptossomal'na'exposição'in#vitro'a'alumínio.'

Os! sinaptossomas! (0,1!mg! de! proteína/ml)! isolados! a! partir! de! córtex! cerebral! de! rato!
foram! incubados!durante!15!minutos!à! temperatura!de!35ºC,!num!meio!contendo!NaCl!
128!mM,!KCl!5!mM,!MgCl2!10!mM,!EGTA!0,1!mM,!HEPES8Na!10!mM!(pH!7,4)!na!ausência!
e!na!presença!de!AlCl3!300!µM.!As!reações!foram!iniciadas!pela!adição!de!Mg8ATP!1!mM.!
A!reação!foi!finalizada!após!5!minutos!com!a!adição!de!TCA!a!20%!e!o!Pi!foi!quantificado!
tal! como! descrito! anteriormente! em! Material! e! Métodos.! A! atividade! foi! medida! na!
presença!de!ubaína!1!mM.!A! (Na+/K+)ATPase! foi!determinada!considerando!a!diferença!
entre!a!ATPase!total!e!basal.!Os!resultados!são!apresentados!em!percentagem!de!inibição!
como!a!média! ±!o! erro!padrão!da!média!de! ~6!determinações! independentes,! ***!p!˂!
0,001,!**!p!˂!0,01!e!*!p!˂!0,05.!
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! Como!é! visível!na! Figura!12,!pelo!método!potenciométrico,!no!grupo! controlo!a!

atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! na! ausência! de! AlCl3! foi! de! 18,75! ±! 8,38!

nmoles! de! H+/min/mg! de! proteína,! enquanto! que! na! presença! de! AlCl3! 300! µM! a!

atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!registada!foi!de!4!±!4,2!nmoles!de!H+/min/mg!

de! proteína,! o! que! significa! que! na! presença! de! AlCl3! 300! µM! houve! uma! inibição! de!

77,7%!da! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal.! Estes! resultados! estão! de! acordo!

com!os!obtidos!pelo!método!espectrofotométrico,!em!que!a!percentagem!de!inibição!da!

atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!provocada!pelo!alumínio!foi!de!76,39.!

!Por! outro! lado,! não! se! observou! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! no!

grupo!onde!os!níveis!de!colesterol!foram!aumentados!para!279!±!54!µg!de!colesterol/mg!

de!proteína! (incorporação!de! colesterol),! tanto!na! ausência! como!na!presença!de!AlCl3!

300! µM! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! foi! de! 0! nmol! de! ! H+/min/mg! de!

proteína.! O! que! também! está! de! acordo! com! os! resultados! obtidos! pelo! método!

espectrofotométrico,! uma! vez! que! a! atividade! (Na+/K+)ATPase! sinaptossomal! registada!

neste!método!foi!reduzida!quer!nos!sinaptossomas!expostos!e!não!expostos!a!alumínio.!O!

aumento!de!70%!do!colesterol!nas!membranas!dos!sinaptossomas!reduziu!a!atividade!da!

(Na+/K+)ATPase,!sendo!o!seu!efeito!prejudicial!para!a!atividade!desta!enzima.!

Estes! resultados! estão! de! acordo! com! estudos! anteriores,! que! mostram! que! o!

aumento!do!colesterol!tem!uma!grande!influência!na!atividade!de!várias!enzimas!como!é!

o! caso! da! (Na+/K+)ATPase,! ! estes! resultados! realçam! a! importância! do! colesterol! na!!

atividade! da! (Na+/K+)ATPase! (Mayoll,! 1999;! Cornelius,! 2001;! Mason,! et$ al.,! 2003;!

Gutierres,!et$al.,!2012).!!

Segundo! Gutierres! e! colaboradores,! uma! dieta! rica! em! colesterol! induz! uma!

excessiva!peroxidação!lipídica,!levando!a!uma!diminuição!da!atividade!da!(Na+/K+)ATPase.!

A!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!é!rapidamente!alterada!pelo!stress!oxidativo!quer!através!

da! alteração! do!microambiente! lipídico! da!membrana! ou! pelo! dano! direto! da! proteína!

(Gutierres,!et$al.,!2012).!
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O! enriquecimento! de! colesterol! nas! membranas! plasmáticas! altera! o!

comportamento!cinético!da!(Na+/K+)ATPase,!afetando!tanto!a!sua!ativação!por!Na+,!como!

as!características!da!fosforilação/desfosforilação!e!o!nível!de!fosforilação!estável!(Mayoll,!

1999;!Cornelius,!2001;!Mason,!et$al.,!2003).!

! Na! depleção! de! colesterol,! na! ausência! de! AlCl3,! a! atividade! da! (Na+/K+)ATPase!

sinaptossomal!registada!foi!de!17!±!5!nmoles!de!H+/min/mg!de!proteína,!enquanto!que!

na!presença!de!AlCl3!300!µM!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!foi!de!11!±!2!

nmoles!de!H+/min/mg!de!proteína.!Neste!grupo,!na!presença!de!AlCl3!300!µM,!houve!uma!

inibição!da!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!de!35,29%.!!

Pelos!dois!métodos!(colorimetria!e!potenciometria),!verificou8se!que!na!presença!

de! baixos! níveis! de! colesterol! o! efeito! inibitório! do! alumínio! sobre! a! atividade! da!

(Na+/K+)ATPase!sinaptossomal!é!menor!do!que!no!grupo!controlo!e!na! incorporação!de!

colesterol.!! !
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'

Figura' 12:' Efeito' da' exposição' in# vitro' a' alumínio' e' dos' diferentes' níveis' de'
colesterol'na'atividade'da'(Na+/K+)ATPase'registados'por'potenciometria.'

Os!sinaptossomas! (0,15!mg!de!proteína/ml)! isolados!a!partir!de!córtex!cerebral!de! rato!
foram!incubados!durante!15!minutos!a!35ºC!com!agitação!constante!num!meio!contendo!
NaCl! 128!mM,! KCl! 5!mM,!MgCl2! 10!mM,! EGTA! 0,1!mM,! HEPES8Na! 2!mM! (pH! 7,4),! na!
ausência!e!na!presença!de!AlCl3!300!µM.!As!reações!foram!iniciadas!pela!adição!de!1!mM!
de!Mg8ATP!na!ausência!e!na!presença!de!1!mM!de!ubaína.!A!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!
foi!determinada!considerando!a!diferença!entre!a!ATPase!Total!e!a!Basal.!Os!valores!da!
atividade! ATPásica! são! expressos! em! nmol! H+/min/mg! de! proteína! e! são! apresentados!
como!a!média!±!o!erro!padrão!da!média!de!~4!determinações!independentes.!*!p!<!0,05.!
!

! Este! estudo! revelou! que! a! exposição! in$ vitro! dos! sinaptossomas! a! alumínio,! na!

presença! de! baixos! níveis! de! colesterol! levou! a! uma! menor! inibição! da! atividade! da!

(Na+/K+)ATPase,! como!Silva!e!colaboradores! já! tinham!demonstrado!em!estudos! in$vivo!

(Silva,!et$al.,!2002).!

!! A! acumulação! anormal! de! colesterol! tem! efeitos! deletérios! sobre! a! função! da!

membrana,! incluindo! a! interrupção! de!mecanismo!de! transporte! de! iões! (Frank,!et$ al.,!

2008).!
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! Este! estudo! mostrou! que! o! enriquecimento! em! colesterol! na! membrana!

sinaptossomal!reduziu!significativamente!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase.!

! Vários! investigadores! observaram! o! mesmo! efeito! do! enriquecimento! em!

colesterol! nas! membranas! celulares! na! atividade! da! (Na+/K+)ATPase! em! várias! células,!

como!eritrócitos,! células!endoteliais!e! células! renais! (Mayol,!et$al.,!1999;!Mason,!et$al.,!

2003;!Silva!&!Gonçalves,!2003).!

! O! colesterol! é! normalmente! associado! com! domínios! da! membrana! (“pools”),!

responsáveis! por! modular! a! atividade! de! proteínas! da! membrana.! Estes! domínios! da!

membrana!ricos!em!colesterol!parecem!desempenhar!um!papel!crucial!na!função!celular!

que! inclui! a! transdução! de! sinal,! a! adesão! celular! e! tráfego! de! componentes! da!

membrana!(Mason,!et$al.,!2003).!

! O!efeito!do!alumínio!sobre!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!foi!avaliado!também!em!

esferoplastos! isolados! de! Escherichia$ coli,! uma! vez! que! a! sua! membrana! interna! não!

contém!colesterol.!A!(Na+/K+)ATPase!de!esferoplastos!preparados!a!partir!de!células!de!E.$

coli! anteriormente! expostos! a! concentrações! submillimolar! AlCl3!manteve8se! idêntica! à!

medida! em! condições! de! controlo.! Além! disso,! a! inibição! induzida! por! alumínio! da!

(Na+/K+)ATPase! foi! observada! quando! AlCl3! (gama! micromolar)! foi! adicionado!

diretamente!ao!meio!de!reação!(Moraes,!2007).!

! Estes! resultados,! apontam! para! que! o! colesterol! desempenhe! um! papel!

importante! na! inibição! induzida! por! alumínio! na! atividade! desta! enzima! e! que! a!

manipulação! do! teor! de! colesterol! nas! membranas! pode! ajudar! a! minimizar! o! efeito!

neurotóxico!do!alumínio.!
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! Os! resultados! obtidos! neste! trabalho! permitiram! evidenciar! a! participação! do!

colesterol!no!efeito! inibitório!do!alumínio!na!atividade!da! (Na+/K+)ATPase em!terminais!

nervosos!isolados!(sinaptossomas)!a!partir!do!córtex!cerebral!do!rato.!

Nos!sinaptossomas!controlo!que!contêm!um!teor!de!colesterol!de!183!±!48!µg!de!

colesterol/mg!de!proteína,! a!exposição! in$ vitro! a!AlCl3! 300!μM! levou!a!uma! inibição!da!

atividade!da!(Na+/K+)ATPase!de!76,39%.!

Enquanto! que,! na! presença! de! 279! ±! 54! µg! de! colesterol/mg! de! proteína!

(incorporação! de! colesterol)! o! alumínio! teve! um! efeito! inibitório! da! atividade! da!

(Na+/K+)ATPase!de!72,88%.!

! Por!outro! lado,!para!baixos!níveis!de!colesterol! (57!±!16!µg!de!colesterol/mg!de!

proteína)!o!alumínio!teve!um!efeito!inibitório!na!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!de!37,82%.!

O!aumento!de!~70%!do!teor!de!colesterol!na!membrana!sinaptossomal!diminuiu!

drasticamente!a!atividade!da!(Na+/K+)ATPase!na!ausência!e!na!presença!de!AlCl3!!300!µM.!

 Pelo! contrário! reduções! de! ~62%! do! teor! de! colesterol! na! membrana!

sinaptossomal!diminuíram!o!efeito!inibitório!do!alumínio!na!atividade!da!(Na+/K+)ATPase,!!

Estes!resultados!apoiam!o!facto!de!o!colesterol!ser!um!componente!essencial!na!

ação!neurotóxica!do!alumínio!sobre!a!(Na+/K+)ATPase.!

 Em! conclusão,! os! resultados! obtidos! suportam! a! hipótese! proposta! por! outros!

investigadores! de! que! o! efeito! do! alumínio! sobre! (Na+/K+)ATPase! implica! a! redução! da!

oligomerização! das! enzimas,! diminuindo! o! número! de! protómeros! que! constituem! a!

estrutura!oligomérica!da!proteína!integrada!na!membrana!sinaptossomal.!
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