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Resumo

O transporte de iGes atraves da membrana plasmatica da célula, € um dos processos
fulcrais para toda a sua atividade metabolica. Nomeadamente, o controlo da
osmolariedade da célula, transmissdo de impulso nervoso, controlo de pH, contracéo
muscular entre muitos outros. A célula possui varios sistemas responsaveis por este
transporte de ides através na membrana, transportadores, canais idnicos, e bombas
ionicas. Estes ultimos, também conhecidas como P-ATPases, devido as suas
particularidades de funcionamento e localizacdo de facil acesso, tém sido desde longa
data alvos terapéuticos para farmacos, que visam o tratamento de patologias tdo
conhecidas e incidentes na populacdo tais como Ulcera géstrica, faléncia cardiaca entre
outros.

Esta dissertacdo tem o objetivo de analisar o mecanismo de alguns farmacos que atuam
em trés P-ATPases especificas Na'/K*, Ca?* e H'/K* ATPases. Realca-se a importancia
destes farmacos no tratamento de algumas patologias, bem como, de problemas
associados ao seu uso. Adicionalmente perspetiva-se 0 desenvolvimento cientifico
esperado, que vise a melhor compreensdo destas bombas i6nicas, bem como a

elaboracdo de novos farmacos que atuem nas mesmas.

Palavras chave: Bombas idnicas, P-ATPases, transporte ionico, farmacos.



Abstract

The ion transport through the cell plasmatic membrane it’s one of the main processes of
all the cells’ metabolic activity, namely cell’s osmolarity control, nerve impulse
transmission , pH, muscle contraction among many others. The cell has several systems
responsible for ion” transport across the membrane, such as, exchangers, ion channels
and ion pumps. Concerning the latter, those are well-known as drugs targets, for treating
some pathologi such as gastric ulcer and heart failure, among others.

This thesis aims to analyze the mechanisms of some drugs acting on three specific P-
ATPases, Na'/K*, Ca*" and H'/K* ATPases. It is emphasized the importance of those
pumps in the treatment of some diseases, as well as problems associated with its use of
the drugs. Additionally it is taking into consideration, the awaited scientific
development on this matter, which will bring a better understanding of these ion pumps

and also the development of new drugs that could act on the mentioned.

Keywords: lon pumps, P-ATPases, ion transport, drugs.
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METODOLOGIA

A pesquisa de todo o material bibliogréfico utilizado para a realizacdo desta dissertacdo
foi realizada entre Marco de 2013 e Outubro de 2013.

As principais fontes consultadas consistiram em livros, artigos, revistas e outras

publicacGes da area constantes nas bases de dados online de pubmed, sciendirect e b-on.
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1. Transporte através da membrana lipidica

A célula é a unidade estrutural de todo e qualquer ser vivo, sendo estas as responsaveis
todas as atividades metabdlicas. Para tal atividade a célula necessita de consumir uma
grande variedade de constituintes quimicos, e expelir de si outros indesejados. Assim
sendo a célula necessita de um sistema de transporte através de uma barreira altamente
hidrofébica que é a sua membrana lipidica. Parte dos compostos quimicos que a célula
necessita &0 compostos iénicos, sdo exemplos N*, K*, Ca**, H*,Cu?*, Zn* entre muitos
outros, estes compostos podem ter funges tdo importantes como a manutencdo da
osmolariedade da célula, transmissdo de impulso nervoso, controlo de pH, controlo de
volume contracdo muscular. Para o transporte destes ides a célula possui sistemas de
transportadores, como por exemplo canais i6nicos, como o canal de potassio (Fig. 1A),
transportadores de cloro (Fig.1B), e bombas idnicas, como a bomba de célcio (Fig.1C),
sendo que 0s canais ionicos e a bombas idnicas sdo 0s que se encontram mais
profundamente estudados, e sdo estes que serdo apresentados neste trabalho, em

especial a bombas idnicas, (Gadsby, 2009).

o1
NN
< XL /8\3% L§
S 2 o zf S
E 2
E S

A B C

Figura 1 - Agentes de transporte de ides através da membrana citoplasmatica (Gouaux and
Mackinnon, 2005)
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1.1 Canais ionicos

Canais ionicos consistem numa forma de transporte através da membrana plasmatica,
denominado por transporte passivo, isto porque ndo ha qualquer gasto de energia, 0
transporte € regido entdo apenas segundo os gradientes elétricos e de concentracdo de
ifes da célula, sendo capazes de transportar uma grande variedade de diferentes ides,
como por exemplo Na*, K*, Ca*, CI*, H*, Cu?*, entre outros, a uma velocidade
elevadissima, 10 a 100 milhdes de iGes por segundo, fazendo assim com que estes sejam
os transportadores de iGes mais rapidos, estando presentes estando presentes em células
tdo diferentes, como neurdnios, células musculares entre outras (Gouaux and
Mackinnon, 2005).

A alta rapidez e seletividade dos canais ionicos pode ser facilmente explicada pela
prépria estrutura e mecanismo destes. Tomando como exemplo o canal idnico de
potéssio, que foi alvo de estudo de Roderick MacKinnon, tendo recebido o prémio
Nobel da quimica em 2003 (MacKinnon, 2003).

Este canal é constituido por um poro largo aquoso, que por si SO atravessa grande parte
da membrana lipidica onde os ides K* solvatados se difundem rapidamente, seguido de
uma pequena regido filtro (Gouaux et all, 2013).

Esta regido do canal vai servir como um filtro altamente seletivo capaz de selecionar o
ido K" em detrimento de qualquer outro i%o. Note-se que a seletividade destes canais
chega mesmo a ser capaz de selecionar o K™ que tem um raio idnico de 1,33 A, de
outros ides como o Na" que tem um raio bastante semelhante 0,95 A. Tal seletividade
consegue-se porque nesta estrutura entdo presentes quatro lugares de ligagdo ao ido K,
onde este ido interage com oito atomos de oxigénio parcialmente carregados (Fig. 2).
Estes &tomos de oxigénios vdo servir como moléculas de dgua, que compensam a alta
hidrofobicidade da membrana lipidica ajudando assim os ides K* a deslocarem-se até ao
interior da célula. Os ides Na* ndo conseguem atravessar a membrana por este canal de
K*, uma vez que estes ao encontrarem a zona de seletividade do canal, ndo conseguem
ligar-se aos diferentes lugares de ligacdo, isto porque o0 seu raio i6nico por ser menor
que o raio de K*, mesmo que pouco, é o suficiente para que o Na" ndo consiga interagir
com todos os atomos de oxigénio, e formar o complexo Na-O, e prosseguir através do

canal, tal como o ido K* (MacKinnon, 2003; Gouaux and Mackinnon, 2005).
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Figura 2 - Esquema da estrutura da zona seletiva do canal de potassio (MacKinnon,
2003).

Os canais i6nicos podem ser alvos de farmacos para varias patologias bem presentes na
populacdo, como hipertensdo, em que farmacos como o verapamil, ou a amlodipina que
atuam como blogueadores dos canais de célcio tanto do musculo cardiaco como na
parede vascular dos vasos sanguineos, diminuindo a sua contractilidade, melhorando a
circulagdo sanguinea, e diminuindo a pressdo arterial, ou como anestésico local como a
lidocaina, que atua nos canais de sddio das células nervosas bloqueando o impulso

nervoso, diminuindo a sensacdo de dor (Bagal et al, 2013).
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1.2. Bombas ionicas

As bombas idnicas consistem em proteinas transmembranares que ao invés dos canais
ionicos transportam ides contra o gradiente de concentracdo das células, conhecido com
transporte ativo uma vez que & o consumo de ATP. S&o apenas capazes de transportar
100 iBes por segundo, ou seja a sua funcdo apesar de ser tal como os canais i0nicos 0
transporte de iGes através da membrana, as bombas funcionam como um agente mais
rigoroso e mais preciso no controlo da osmolariedade da célula (Gadsby, 2004).

De entre as bombas ionicas destaca-se uma super-familia de bombas ionicas as P-type
ATPases, assim conhecidas por sofrerem a fosforilacdo por ATP, encontram-se em
virtualmente todas as células eucariotas, mas também em bactérias, e sdo capazes de
transportar uma enorme variedade de iGes, como se pode verificar na tabela | (Apell,
2004).

Esta superfamilia pode-se dividir em cinco subfamilias (I-V) P-ATPases e estas
subfamilias ainda poderao ter outras subclassificacdes A, B, C e D dependendo das suas
caracteristicas de transporte, id0 e membrana onde se encontram (Bublitz et al, 2010).

Tabela I - Familias das P-ATPases (Bublitz et al, 2010).

Tipo Subtipo IGes transportados
I I-A K*
I-B cu’t:  zn*;  cd*:Pb*
Co?*.
T 1-A ca**
11-B ca*
11-C Na“:K* H* K*
11-D Na' e Ca®*
1 H*, Mg**
AV (Fosfolipidos)
\V/ Nao totalmente conhecido
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1.2.1 Estrutura geral das P-ATPases

Em comparagdo com 0s canais ionicos, sdo estruturalmente mais complexas, com um
mecanismo mais extenso onde ha a passagem de ides distintos em simultaneo mas em
sentidos opostos. De forma a perceber todo o mecanismo das bombas idnicas P-
ATPases, e de como os farmacos atuam nestas é importante a percecdo da estrutura
destas e de como os seus dominios se organizam. A estrutura geral das bombas (Fig 3),
contem um dominio catalitico principal, subunidade o que consiste em dez hélices
transmembranares (TM (transmembrane hélix)), dominio transmembranar, e trés
dominios citoplasmaticos chamado dominio N onde existe um grupo lisina, importante
na ligagdo ao nucleosideo do ATP, dominio P onde se encontra o aspartato fosforilado,
residuo essencial para a fosforilacdo do ATP e o dominio A (zona atuadora) ou seja 0
que transforma a hidrolisacdo de ATP em atividade (Bublitz et al, 2010).

De forma a exemplificar a estrutura geral, das P-ATPases, encontra-se a figura 3, com
base na estrutura da Ca®" presente no reticulo endoplasmatico, que demonstra a
localizacdo dos diferentes dominios, mas também com indicagéo dos residuos altamente

conservados entre as diferentes P-ATPases, pontos vermelhos (Bublitz et al, 2010).

o T3 Exterior

Figura 3 - Estrutura geral das P-ATPases e seus dominios, e os residuos mais conservados entre
as diferentes P-type ATPases (Bublitz et al, 2010).
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A ligacdo do dominio citoplasmatico ao dominio transmembranar é feita por cinco
“linkers” que formam a estrutura crucial para fazer a ligagcdo entre a libertacdo da
energia no lado do citoplasma e a conversédo de tal energia em uma translocacéo fisica
de ides através da membrana, (Bublitz et al, 2010).

Estes “linkers” mostram ter uma extrema importancia, uma vez que em estudos
mostram que mutagOes nestes linkers, que promovam um encurtamento ou
alongamento, poderdo ter efeitos desastrosos, como a restricio de movimentos do
dominio A durante os processos de fosforilcdo/desfosforilacdo, ou a ndo abertura do

canal para a saida do ido (Holdensen and Andersen, 2009).

1.2.2 Mecanismo de transporte das P-ATPases

Como anteriormente dito, as bombas idnicas sdo capazes de transportar varios ides
através da membrana celular. A forma como faz esse processo pode ser considerada
como um mecanismo “ping-pong”, seja os ides sdo transportados sucessivamente em
direcGes opostas através da membrana. Todo este processo de transporte de ides, €
sempre acompanhado por alteracbes conformacionais da bomba, descritos por um
mecanismo conhecido por mecanismo E1/E2. Este mecanismo baseia-se em duas
conformac0es estruturais da bomba essenciais, a conformacgédo E1, e conformacdo E2
sendo estas intermutaveis, tomando como exemplo a bomba Na*,K* ATPase (Fig.4), em
que o seu mecanismo foi descrito por Jens C. Skou, prémio Nobel de 1997 (Skou and
Esmann, 1992).

O primeiro passo acontece quando trés ides Na* ligam-se a bomba na conformagéo E1,
conformacdo pela qual tém alta afinidade, e seguidamente a enzima hidrolisa o0 ATP,
fosforilagdo, formando uma conformacdo intermediaria (3Na)E1-P. A partir desta
conformacao, ha libertacio dos trés ides Na* para 0 meio extracelular, e a passagem da
enzima para a conformacdo E2-P, nesta conformagdo a enzima apresenta uma alta
afinidade para K*, admitindo a ligacdo de dois ides de K*, formando (2K)E2-P. Apds
esta ligacdo a enzima sofre uma desfosforilacdo (2K)E2, e consequente transporte dos
dois iBes K" para o interior da célula. A libertacdo dos iGes de K* para o espago
intracelular é favorecida pela ligacdo de ATP e consequente transicdo para a
conformacdo E1, e inicio de um novo ciclo (Skou and Esmann, 1992; Horisberger,
2004).
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(3Na)E1 o .[ B saida dos
' 7 i: ' —\ % ioes Na,
; para o
ATP a4 exterior

(NaJE1P

saida dos ides K E2-P
para o interior

(2K)E2

Figura 4 - Mecanismo E1\E2 Na,K-ATPase (Skou and Esmann, 1992).

Estudos recentes mostram que o Mg®" tem também influéncia neste ciclo,
nomeadamente na transicdo de E1 para E2, funcionando como catalisador desta
transicdo, uma vez que no estado E1 h4 uma baixa afinidade para o ido com afinidade
para E1, entdo o magnésio impossibilita a que a fosforilagdo aconteca sem que esteja

presente tal ido (Toyoshima and Cornelius, 2013).
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2. Bombas i6nicas enquanto alvos terapéuticos

A histéria diz-nos que o uso de “drogas” para o tratamento de doengas, ¢ desde do inicio
dos tempos um processo de tentativa erro. Incontavel niUmero de plantas, minerais e
produtos de origem animal, foram utilizados para a cura, diagnostico e prevencao de
enumeras doencas. Parte desses tratamentos, com o desenvolvimento cientifico,
tornaram-se farmacos, alguns desses com a atuacdo nas bombas ionicas, em especifico
as bombas Na'/K*, Ca®**, H'/K*-ATPases, responsaveis pelo transporte dos ides Ca*",
Na’, K e H, estes ides sdo de extrema importancia, uma vez que tém funcdes de
transporte secundarios e processos de sinalizagdo da célula, contracdo muscular, entre
muitos outros. Dada a importancia destas bombas, desde de algumas décadas para ca
tém sido alvos de grande estudo, para a descoberta e criacdo de novas moléculas como
inibidores para estas enzimas (Tabela Il). E desde entdo tém sido conseguidas varias
moléculas, com enorme impacto benéfico na saude publica nas populacGes (Yatime et
al, 2009).

E exemplo os esteroides cardiotonicos (cardiotonic steroids (CTS)) como a ouabaina
ou a digoxina, conhecidos inibidores da bomba i6nica Na'/K* ATPase, usada como
farmaco para patologias de faléncia cardiaca, extraida da planta do género Digitalis
(Hauptman and Kelly, 1999; Cheng and Rybak, 2010), ou do omeprazol e seus
derivados, que atuam na H*/K" ATPase para o tratamento de ulcera péptica, onde
estudos mostram claramente efeitos protetores da mucosa gastrica de ratinho, mesmo
quando estes se encontram sujeitos a agentes ulcerosos como anti-inflamatérios nao
esteroides (Izzettin et al, 2012), ou até mesmo como anti tumoral, caso da tapsigargina e
seus derivados, que atua na Ca’* ATPase do reticulo endoplasmatico
(sarco(Endo)plasmatic Reticulum Ca?*ATPase (SERCA)), capazes de induzir a morte

celular, a células cancerigenas prostaticas (Dubois et al, 2013).
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Tabela Il- Inibidores das ATP-ases, respetivos ICsg € indicagdes terapéuticas.

Alvo (ATPase) | Farmaco ICso[uM] | AplicagOes terapeuticas | Referéncias
Ouabaina >10 Protetor cardioténico (Ihenetu et al,
Na"\K"ATPase Digoxina 0,910 Protetor cardioténico 2007)
Clorpromazina 62,5 Anti psicotico (Bhattacharyya
Cloroquina Anti malérico and Sem, 1999)
Gramicidina 8,1 Antibidtico (Takada et al,
2008)
Tapsigargina 0,001 Pro-farmaco anti tumoral | (Geng and Lotz,
SERCA 1995)
Acido 0,2 Isquemia do miocéardio (Yard et al, 1994)
ciclopiazonico
Ciclosporina a 62 Imunossupressor (Bilmen et al,
2002)
Celecoxib 35 Anti-inflamatorio (Grosch et al,
2006)
Omeprazol 3,9 (Keeling et al,
H"\K*ATPase 1985)
Pantoprazol 6,8 (Beil et al, 1992)
Soraprazan 0,1 Anti-ulceroso (Simon et al,
2007)

2.1. Diferencas estruturais das P-ATPases em estudo

Como foi descrito a estrutura geral das P-ATPases sdo amplamente semelhantes no

entanto uma vez que esta familia, transporta diferentes ides, podem ter localizagdes

diferentes como é o caso de SERCA, localizada exclusivamente na membrana do

reticulo endoplasmaético, leva a que haja algumas diferencas.

Comecando pelo facto de que destas bombas idnicas transportarem ies diferentes, uma

vez que os ides transportados sdo diferentes, diferente carga, H™ Ca®*, raios iénicos

diferentes (Na'= 0,95A; Ca**=0,66A) assim os locais de ligacdo a estes ides, dominio

transmembranar, estdo naturalmente organizados de diferente modo. Ou seja apesar das
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grandes similaridades entre SERCA, Na+/K+ e H+/K+ATPases nos seus locais de
ligacdo, existem pequenas diferencas, sobretudo na orientacdo dos seus residuos
acidicos, responsaveis pela ligacdo aos respetivos ides, logo por consequéncia diferente
preferéncia para os i6es (Bublitz et al, 2010).

E também de notar que a subfamilia Pllc, (Na'/K*ATPase e H/K" ATPase), ainda
possuem uma subunidade adicional essencial para o seu funcionamento a subunidade 3
(Bublitz et al, 2010), (Fig. 4) estudos recentes mostram que esta subunidade tem
importantes fun¢@es na bomba servindo como um centro alostérico, capaz de regular a
atividade desta bomba (Horisberger, 2004).

Serca Na®, K*-ATPase H*, K*-ATPase

exterior

Figura 5 - Estruturas das SERCA, Na\K e H\K-ATPases (Bublitz, Poulsen et al. 2010)

E também de notar que em relacdo a Ca**ATPase, pode-se considerar duas entidades
distintas a Ca’*ATPase presente na membrana plasmatica (plasma membrane
Ca?*ATPase (PMCA)), e a Ca**ATPase presente no reticulo endoplasmético (SERCA).
Embora se possa considerar a mesma bomba i6nica uma vez que ambas transportam
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calcio, no entanto possuem algumas diferencas. Em primeiro lugar a sua localizacéo
como jé& foi referenciado, embora ambas tenham a mesma funcéo que € o transporte de
calcio, a PMCA exporta o célcio do meio citoplasmatico para o exterior da célula, e
SERCA transporta do meio citoplasmatico para o interior do reticulo endoplasmatico.
Outra diferenca significativa é que a PMCA por cada molécula de ATP apenas
transporta um 4o de Ca?*, enquanto a SERCA transporta dois ides de Ca®*, o que
estruturalmente representa também uma diferenca pois a PMCA apenas possui um local
de ligacao para o calcio enquanto SERCA possui dois locais de ligacao. (Di Leva et al,
2008).

A PMCA ainda apresenta uma caracteristica interessante que é a capacidade de auto
regulacdo, que consiste num elongamento do dominio C terminal, para assim poder
ligar-se a calmodulina, que em certas condicGes é capaz de interagir com a maquinaria

intrinseca da bomba baixando a sua atividade (Di Leva et al, 2008; Yatime et al, 2009).
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3. Mecanismo de acéo de diferentes inibidores nas P-ATPases

3.1Na'/K*

A primeira bomba é a Na'/K" ATPase, uma enzima amplamente presente em quase
todas as células animais, e é a responsavel por manter o potencial eletroquimico das
células, bombeando através da membrana citoplasmatica os ides de Na“ e K,
transportando trés ides Na* do interior da célula, para o meio extracelular, a0 mesmo
tempo que importa dois ides K do exterior para o interior da célula, (Horisberger,
2004).

A Na'/K" ATPase é alvo para os conhecidos esteroides cardiotonicos (CTS), farmacos
esses utilizados na taquiarritmia supraventricular associada a insuficiéncia cardiaca,
melhorando a capacidade dindmica do coracdo (acdo cardiotdnica) para o tratamento de
insuficiéncia cardiaca (Schoner and Scheiner-Bobis, 2007), sabendo que estudos
indicam que na europa, ocorrem cerca de 4,1 milhGes de mortes anuais, por problemas
cardiovasculares, e destes cerca de 14% estdo relacionados com a insuficiéncia cardiaca,
¢ de todo importante a extensiva compreensdo dos mecanismos destes farmacos,
(Nichols et al, 2013). Isto também porque estudos recentes demonstram que estes CTS,
podem ter funcBes de sinaliza¢do na célula tais como a proliferacdo celular, apoptose,
motilidade e a ativacdo de processos genéticos (Yatime et al, 2011).

Mas esta bomba também pode ser alvo de farmacos para outras patologias como a
maldria, cloroquina, psicose, clorpromazina (Bhattacharyya and Sem, 1999), e a
gramicidina A, uma molécula antibacteriana, neste caso este inibidor consegue ter uma
dupla inibicdo, pois é capaz de ndo so ligar-se a bomba ndo s6 no estado livre como no
seu estado complexada com substrato (Takada et al, 2008).

De entre todo os farmacos que atuam nesta bomba, como ja foi dito destacam-se
claramente os CTS, nomeadamente a ouabaina e a digoxina, estes estruturalmente
consistem num nucleo esteroide com uma lactona de cinco membros ou seis membros, e

um agucar (Fig.6).
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Figura 6 - Estrutura da Ouabaina e Digoxina, e seus grupos funcionais

A ouabaina é extraida da planta digitalis purpurea, (Hauptman and Kelly 1999) no
entanto esta também pode ser sintetizada na glandula supra-renal e no hipotalamo
(Dvela et al. 2007), sendo que esta pode ser encontrada em circulagdo em pacientes com
insuficiéncia cardiaca e hipertensdo em concentracbes significantes (Schoner and
Scheiner-Bobis, 2007), ou a digoxina conhecido cardioténico, utilizado desde o inicio
do seculo XX, para o tratamento de insuficiéncia cardiaca (Kirch, 2001).

Estes CTS sdo fortes inibidores da bomba Na'/K'-ATPase, ligam-se do lado
extracelular da bomba no dominio TM, tendo estes alta afinidade para a conformacéo
E2 da bomba. Nesta conformacéo, o canal do lado exterior encontra-se aberto, com o
local de ligacdo ao i&o, disponivel para a ligacdo com o K", formando assim na zona
transmembranar uma cavidade grande suficiente para alojar os esteroides cardiotdnicos
(Yatime et al, 2009).

Como se pode verificar pela imagem (Fig. 7), que consiste numa visdo da bomba de um
angulo superior da bomba Na'/K'ATPase, os CTSs entram na cavidade numa
conformagdo em que tanto o nucleo esteroide bem como a lactona encontram-se perto
das hélices transmembranares TM1-TM2 e TM3-TM4, que mostram-se ser de extrema
importancia para a ligacéo inicial dos CTS a bomba, por pontes de hidrogénio (Yatime
et al, 2009).

Sabe-se que neste local de ligacdo existem varios residuos importantes para esta ligacao
dos esteroides cardiotonicos, destacam-se o residuo GIn 111 e o Asnl122 nas hélices
transmembranares TM1 e TM2 respetivamente, pois se substituidos por Arg e Asp
resulta numa total insensibilidade tanto para a oubaina mas também seus analogos CTSs
(Price and Lingrel, 1988).
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Figura 7 - Local de ligagdo dos CTSs a bomba Na\K-ATPase (Yatime et al, 2009).

Apos a ligacdo, CTS a estas hélices transmembranares, estudos sugerem que ocorre um
rearranjo estrutural da bomba levando a ligacdo de outras hélices transmembranares
como TM5, TM6, TM7, e também TM8, a molécula CTS levando assim a formagéo de
um complexo que resulta numa total obstru¢do do canal, impedindo assim o acesso do

ido K", ao seu local de ligacdo, (Fig.8).
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Extracelular

Intracelular

Figura 8 - Esquema de mecanismo de inibicdo Na'/,K* ATPase, A-local de ligacdo do ido, B-

local de obstrucéo por ligacdo dos CTS (Yatime, Buch-Pedersen et al. 2009)

Assim com a inibicdo desta bomba ionica, verifica-se um grande aumento da
concentragdo intracelular de Na*, e consequentemente deste aumento, vai levar ao
aumento da atividade do transportador Na*/Ca**, exportando da célula Na* em excesso e
introduzindo Ca®* extracelular na célula. Este aumento de Ca*, ira resultar na contracéo
muscular. Dai as propriedades cardiotonicas dos esteroides cardiotdnicos (Yatime et al,
2009).

No entanto apesar destes CTS serem usados ha imenso tempo, estes contém alguns
problemas toxicologicos que limitam muito a sua utilizagdo. Tomando em atengdo ao
facto de CTS como a digoxina, ttm uma janela terapéutica estreita, assim sendo é
recorrente a toma de doses excessivas, que pode levar, a uma constante polarizagcdo das
célula, podendo resultar em episdédios de taquicardia, ou até mesmo uma
trombocitopenia, estes efeitos poderdo ser mais perigosos e mais frequentes em doentes

que possam ter alguma patologia, como alguma disfuncdo renal, que diminua as
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concentracdes de K*, e de Mg®" ou que estejam a ser medicados com farmacos que
conduzam ao abaixamento da concentracdo destes ibes como por exemplo diuréticos. A
hipomagnesémia, e a hipopotassémia, sdo fatores de risco uma vez que perduram o
efeito da digoxina nas células pois, apenas altas concentracdes de K* e Mg, sdo
capazes de desviar o equilibrio, para assim a libertagdo da digoxina das bombas Na"\K"*-

ATPase, diminuindo os efeitos tdxicos (Dawson and Buckley, 2012).

3.2. H'/K" ATPase

A segunda bomba é a bomba gastrica de H*,K* ATPase, que transporta um ido H* do
interior da célula, para o meio extracelular, em troca de um ido K", conhecido alvo
terapéutico para o tratamento de Ulcera péptica, e de refluxo esofégico, sdo patologias
extremamente dolorosas diminuindo a qualidade de vida dos doentes, e que atinge uma
larga franja da populacdo, sendo mesmo que estudos demonstram que incidéncia de
casos de ulcera péptica que levam a hospitalizacao é de cerca de 6,5 doentes e 1,1 dbitos
para cada 100 000 habitantes (Thorsen et al, 2013).

Estas patologias gastricas, consistem numa acidificagdo excessiva no estomago, causada
na grande maioria dos casos pela bactéria Helicobater pylori. Uma vez que em todo o
processo de acidificacdo do estomago, culmina na segregacdo de protbes para o lumen
do estomago, por parte da bomba idnica H'/K*ATPase, o desenvolvimento de
moléculas capazes de inibir esta bomba é portanto crucial (Schubert and Peura, 2008).
A primeira molécula a ser usada foi omeprazol, que consiste estruturalmente num grupo
benzimidazol, ligado a um grupo enxofre responsavel pelas ligacdes a proteina, € um
grupo pirimidina, e posteriormente os seus derivados (pantoprazol, lanzopralol entre

outros) conhecidos por Proton Pump Inhibitors (PPIs), (Fig.9).
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Figura 9 - Estrutura de omeprazol e seus grupos funcionais, e estrutura de dois dos seus

derivados, pantoprazol e lansoprazol.

S30 um grupo de inibidores, que atuam no lado externo da H"\K'ATPase na
conformacdo E2, mas necessitam de ser ativados pela acidificacdo do meio para assim
ativar os seus grupos enxofre, (Fig.10), referente a ativacdo acidica do omeprazol. Esta
ativacdo consiste em sucessivas protonacdes resultando em duas moléculas, o acido
sulfenico, e a sulfenamida, que facilmente podem reagir com os grupos tiol das cisteinas
na bomba, formando ligagBes dissulfito covalentes irreversiveis (Shin and Sachs, 2006).
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Figura 10 - Esquema de reagdes quimicas para a ativagdo acidica do Omeprazol
(Yatime et al, 2009).

Devido a esta pré-ativacdo dos PPIs, torna o tempo de resposta algo longo, desde da
toma destes farmacos até ao alivio sintomético. Deste modo, houve um investimento na
procura de moléculas que ndo seja necessario esta ativacdo prévia, (Yatime et al, 2009).
E neste seguimento surgiu entdo uma nova classe de farmacos que funcionam como
antagonistas do K" na H'/K'ATPase, conhecidos como Potassium-Competitive Acid
Blockers (PCABSs). Deste grupo de farmacos destaca-se o soraprazan que € um potente
antagonista de K*, que ndo necessita de ativagdo prévia como os PPIs, e que se liga ndo-
covalentemente a H'/K*ATPase, factores que o tornam mais rapido e também bastante
eficaz, no entanto uma vez que séo ligacbes ndo covalentes, é necessario uma dose mais
alta que os PIPs para produzir os efeitos desejados (Simon et al, 2007; Schubert and
Peura, 2008).
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No que se refere ao mecanismo de acdo do omeprazol, verifica-se como ja foi descrito,
que este consegue entrar no espaco extracelular perto da entrada da bomba, espago esse
criado pela conformacdo E2. Nesta posicdo, o grupo enxofre do omeprazol liga-se
covalentemente, a uma cisteina, de extrema importancia para a formacdo deste
complexo, a cisteina 813, na hélice transmembranar TM6, (Fig. 11), outras cisteinas
como as cisteinas 321, 822 e 892 noutras hélices transmembranares, também se
mostram muito importante para a formacao da ligacéo, no entanto € a cisteina 813 que

se apresenta como principal agente para a formar a ligacdo (Munson et al, 2005).

Figura 3 - Local de ligacdo do omeprazol a H'/K*-ATPase (Yatime et al, 2009).

Com esta ligagdo do omeprazol a proteina, verifica-se que o grupo benzimidazol do
omeprazol fica a bloquear a hélices transmembranares TM1 e TM2, impedindo assim a
passagem do ido K™ até ao seu local de ligacdo a bomba. Existe outro modelo de
inibicdo do omeprazol, que consiste na entrada do omeprazol, no mesmo espago mas
neste caso com uma orientacdo espacial diferente, de forma que ao ligar-se com a
cisteina 813 o omeprazol sofre uma rotacao deixando o anel de benzimidazol a bloquear

a helice TM4, ao invés das helice TM1 e TM2, como o primeiro modelo apresenta.
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Apesar desta diferenca, 0 mecanismo em si € 0 mesmo levando ao mesmo resultado isto

é, 0 bloqueio da proteina, levando a obstrucéo do local de ligacéo do ido (Fig 12).

Extracelular

Intracelular

Figura 124 - Esquema do mecanismo de inibigdo da H*/K" ATPase A- local de ligagio do io,
B- local de ligacao dos PPIs (Yatime et al, 2009)

No que se refere aos derivados de omeprazol, tais como o pantoprazol, ou lansoprazol, o
mecanismo de agdo destes € de grosso modo 0 mesmo no entanto poderd haver o
envolvimento de outras cisteinas de outras hélices transmembranares (Schubert and
Peura, 2008; Yatime et al, 2009).

Contudo utilizacdo de PPIs para o tratamento de ulceras gastricas e de refluxo esofagico
deve também ser cuidadosamente usada (Schubert and Peura, 2008). Um dos problemas

da utilizacdo de PPlIs, ja anteriormente descrito, é o facto da necessidade da ativagdo
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quimica, que leva a um tardamento do efeito, mas também algumas questdes de
seguranga. Uma vez que o uso de PIPs leva a uma diminui¢do da secrecdo &cida do
estdbmago, por inibicdo da H\K*-ATPase, pode levar a uma resposta do organismo de
producdo excessiva de gastrina, que consiste numa hormona que estimula a secrecao
acida do estdbmago, levando a uma hipergastrinémia. Esta hipergastrinémia, pode
originar fatores de crescimento celular que pode levar ao aparecimento de tumores néo
sO no estomago, mas também no pancreas, ou célon, embora seja pouco comum (Yang
et al, 2007).

Também poderdo ocorrer problemas de ma absorcdo, uma vez que o acido secretado
pelo estbmago tem como funcgdo ajudar na digestdo assim sendo, um défice de acidez de
estomago pode levar a problemas de ma absorcdo de vitamina B12, ferro, célcio e
magnésio (Schubert and Peura, 2008).

De facto, verificou-se num estudo que retrata um caso clinico, de uma hipomagnesémia
causada pela utilizacdo de esomeprazol, um derivado de omeprazol, que causava um
impedimento da absorcdo de magnésio, levando a sintomas de letargia, e cdibras

musculares severas (Kuipers et al, 2009).

3.3. Ca’*ATPase

A terceira bomba é a Ca®* ATPase, como ja foi referenciado, tanto pode ser a PMCA, ou
a SERCA. Claramente SERCA, devido a sua especificidade no reticulo, e o seu facil
isolamento esta mais profundamente estudada. No entanto, sabe-se que desordens na
PMCA geram na maior parte dos casos problemas do forro neuroldégico, uma vez que
estas desordens tém maior impacto nas células nervosas, onde o controlo das
concentracBes de célcio tem de ser necessariamente mais precisas. E exemplo a doenca
neurodegenarativa de Huntington, onde se sabe que uma mutacdo que diminua a
expressao de PMCA nos neurdnios pode ser uma das origens para a alta concentragédo
de Ca** nos neurénios, caracteristico desta patologia (Kuhn et al, 2007).

De entre os inibidores da SERCA a tapsigargina (TG) que € o seu inibidor mais potente.
A TG originalmente extraida da planta Thapsia garganica, planta ja usada medicina
arabica ha mais de 2000 anos, (Sagara and Inesi, 1991). Este farmaco é também
conhecido como um forte anti tumoral para o cancro da prostata, (Dubois et al, 2013).

Verifica-se que este tipo de cancro teve uma incidéncia de cerca de 149,8 por cada 100
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000 habitantes, num estudo entre os anos de 2001 e 2007, realizado nos U.S.A. (Li et al,
2012).

Mas também existem outros inibidores da SERCA, tais como o &cido ciclopiazonico
(cyclopiazonic acid (CPA)), com efeitos cardioprotectores na isquemia de miocardio.
Outros incluem ainda a ciclosporina A, conhecido imunossupressor, ou o0 celecoxib um
agente anti-inflamatorio. Destes inibidores de SERCA destacam-se a TG e CPA (Fig.
13),que atuam na bomba com efeitos similares. Seria de esperar entdo que o local de
ligacdo destes farmacos a bomba fosse 0 mesmo, no entanto tal ndo acontece (Fig 14).
Verifica-se que estes farmacos possuem locais de ligacdo distintos e que até podem

estar ambos ligados em simultaneo a bomba (Takahashi et al, 2007).

ot

0 OVCH, Ac. ciclopiazonico H

Tapsigargina
H,C
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CH,

Figura 13- Estruturas de Tapsigargina e Acido ciclopiazonico.

Foi descrito que estes farmacos, tal como os farmacos que atuam nas outras bombas
anteriormente descritas, apresentam especial afinidade quando esta se encontra na
conformacdo E2. No entanto, a TG liga-se na cavidade formada pelas hélices
transmembranares TM3, TM4, TM5 e TM7, (Fig. 13), enquanto que o CPA se liga na
cavidade formada pelas hélices transmembranares TM1, TM2, TM3 e TM4, (Fig.13),
(Yatime et al, 2009).
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Figura 14 - Locais de ligacdo de TG e CPA na SERCA (Yatime et al, 2009).

Neste ultimo caso, 0 CPA liga-se perto do canal, fazendo que com a sua ligagdo, TM1 e
TM2 de desloque para perto de TM4, tampando assim 0 acesso do ido ao residuo
Glu309, considerado o responsavel por iniciar o processo de abertura do canal. Uma vez
que ndo ha acesso a este Glu309, a bomba é bloqueada na conformacdo E2. Por outro
lado o TG tem um local diferente de ligacdo, alids fica mesmo fora do “caminho”
normal do célcio, ndo se verificando portanto um bloqueio do orificio de passagem de
calcio. Neste caso a inibicdo e feita por outro processo gque consiste na imobilizacdo das
hélices membranares TM3, TM5 e TM7 numa posi¢do que nao é compativel para a
ligacdo de célcio a bomba, pois estas hélices sofrem uma translocacdo na passagem de
E2 para E1 para acomodar os dois ides de Ca®, algo que se torna impossivel na
presenca de TG. Assim TG e CPA embora tenham locais de ligacao diferentes, ambos
séo capazes de bloquear a SERCA na conformacdo E2, impedindo a passagem de célcio
pela bomba (Fig. 14), (Yatime et al, 2009).
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Figura 15 - Esquema do mecanismo de inibicdo da SERCA, A- local de ligagcdo dos CPA, B-
local de ligagdo da TG, C-local de ligagéo do ido(Yatime et al, 2009).

No entanto, este processo de inibi¢do ndo explica por si s6 o alto poder de TG como um
anti tumoral. Pensa-se que a inibicdo acima descrita, leva a um impedimento do
armazenamento de calcio no reticulo, que ira resultar num aumento inicial de calcio na
célula. Verifica-se também um aumento de calmodulina que vai repor 0s niveis normais
de célcio, pela ativacdo da PMCA que promove a extrusdo de célcio da celula ndo
levando a morte da célula. Contudo este processo resultard também na libertagdo de IP3.
Este sim vai deslocar-se & membrana liga-se aos recetores de IP3 que séo canais de
calcio criando assim um segundo influxo muito significativo de calcio. Acoplado a este
acontecimento ha também uma cativacdo do complexo anexin-V, este é capaz de
originar na membrana plasmatica uns grandes homohexameros, que por sua vez levam a

formacéo de canais onde o célcio se difunde livremente do exterior para o interior da
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célula. Estes dois fendmenos levam a um aumento do calcio no interior da célula (40
nM para 20uM), levando assim a morte na célula, (Denmeade and Isaacs, 2005).

Devido a este efeito, da tapsigargina foi proposta como um agente anti tumoral. No
entanto uma vez que esta molécula ter uma baixissima seletividade, pois afeta todas as
células que entra em contacto, tem uma citotoxicidade muito elevada. Contudo os seus
derivados tais como o paclitaxel, docetaxel ou doxorubicina, apresentam menor
citotoxicidade, e logo uma melhor aplicabilidade para o tratamento de tumores,
(Denmeade and Isaacs, 2005). Tomando em atencdo a facto das células cancerigenas, do
cancro da prostata terem um crescimento lento, torna-as alvos mais dificeis. Por isso
novos esforcos devem ser feitos no sentido de criar novas moléculas com propriedades
semelhantes a TG, mas mais especificas, ou moléculas que consigam fazer o transporte

de TG até junto das células cancerigenas.
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4. Conclusdes e Perspetivas Futuras

As bombas ionicas, em especial a SERCA, Na'/K*, H'/K'-ATPase gragas as suas
particularidades estruturais e funcionais, e ao seu facil acesso constituem, e continuarao

a constituir alvos terapéuticos preciosos para determinadas patologias.

O mecanismo de atuacdo de farmacos nestas bombas é ja conhecido, sabendo-se
pormenores importantes como tais locais de ligagdo, tipo de interacdo farmaco-
proteina, valores de ICs, alteragdes conformacionais, entre outros. No entanto muito
conhecimento sobre estas bombas ainda estad por se adquirir, sobretudo no contexto
estrutural, que certamente serd muito Gtil para a formulacdo de novos farmacos mais
efetivos e mais seguros e que tenham como alvos estas bombas ionicas. No entanto,
podemos considerar que com o avanco rapido do desenvolvimento cientifico, serd
futuramente possivel a elaboracdo de novas estruturas das diferentes P-ATPases com

maior resolucdo, que ird seguramente ajudar a elaboracédo de novos farmacos.

Considera-se ainda que ha a necessidade de estudo das P-ATPases enquanto um todo, e
néo individualmente de modo a tomar partido da sua alta semelhancga, sendo que como
foi demonstrado a sua organizacdo dos seus dominios é muito semelhante, bem como o
seu mecanismo de transporte de ides. Estas semelhancas refletem-se também no modo
como os inibidores destas atuam. Isto é todos os inibidores apresentados tém alta
afinidade para a conformacdo E2 da proteina, e a sua grande maioria leva a uma
obstrugédo do canal, impossibilitando o acesso do ido ao seu local de ligacdo. Excegéo
para TG que tem um mecanismo um pouco diferente, pois atua fora do canal de acesso
do ido, blogueando o movimento de determinadas hélices transmembranares. Para além
desta diferenca, outras podem ser enumeradas, e carecem de algum estudo, como o tipo
de interacOes entre o farmaco e a proteina, como foi demonstrado ha farmacos que
formam ligagcGes com a proteina por pontes de hidrogénio caso da ouabaina, outros
interagem por ligagdes covalentes como o caso do omeprazol, e outros ainda como o

acido ciclopiazoénico, o tipo de interacdo ainda ndo estad bem descrito.

Perspetivam-se no futuro novos estudos sobre novas estruturas das P-ATPases em
diferentes conformacgdes com maior resolucdo, a fim de perceber melhor de como a
interacdo molecular dos farmacos nas bombas acontece (Toyoshima and Cornelius,

2013), bem como estudos que revelem novas fungdes das P-ATPases no metabolismo

38



da célula, tais como proliferacdo celular ou motilidade celular entre outros (Yatime,
2011). A conjugacdo de todo o conhecimento destas bombas i6nicas nas diferentes
areas, tais como a quimica, bioquimica e medicina, juntamente com estas novas
perspetivas, certamente resultara na formulacdo de novos farmacos e novas aplicacfes

terapéuticas para as bombas ionicas.
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