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    Introdução




    Os rins desempenham um papel essencial na homeostase corporal, regulando a composição dos líquidos orgânicos por meio de processos de filtração, reabsorção, secreção e excreção. O filtrado glomerular, gerado nos glomérulos devido às diferenças de pressão entre o ambiente glomerular e a cápsula de Bowman, percorre sucessivamente os túbulos proximais, alça de Henle, túbulos distais, túbulos coletores e, finalmente, o ducto coletor antes de ser excretado como urina. Durante esse percurso, substâncias são seletivamente reabsorvidas ou secretadas, o que permite o controle preciso da composição dos fluidos corporais. A regulação desses processos é realizada por sistemas transportadores especializados, localizados nas membranas apical e basolateral das células tubulares renais.




    Esses transportadores são responsáveis pelo transporte ativo ou facilitado de solutos, desempenhando um papel crucial na modulação dos fluxos de íons, nutrientes e metabólitos. Além disso, eles contribuem para a manutenção do equilíbrio ácido-básico, controle osmótico e concentração de eletrólitos. O entendimento detalhado da estrutura e função desses transportadores é essencial não apenas para a compreensão da fisiologia e fisiopatologia renais, mas também para o desenvolvimento de medicamentos direcionados. Os transportadores renais, também chamados de carreadores, possuem mecanismos de saturação que limitam sua capacidade máxima de transporte. Esses sistemas de transporte, ativos ou passivos, apresentam especificidades para determinados substratos, com base em características estruturais como porções hidrofóbicas, capacidade de formar pontes de hidrogênio e a presença de cargas iônicas ou parciais.




    Entre os solutos transportados ativamente – com consumo de energia – estão sódio, glicose, fosfatos e aminoácidos, enquanto substâncias como água, ureia e cloretos são transportadas passivamente, sem gasto energético. Um exemplo relevante é o transporte de glicose, que é completamente reabsorvida nos túbulos proximais até que sua concentração plasmática alcance cerca de 200 mg/dL. Nesse ponto, o transporte acelera até atingir um valor máximo, conhecido como limiar de reabsorção. Se a concentração de glicose exceder 340 mg/dL, a capacidade reabsortiva é saturada, e a glicose passa a ser excretada na urina. A compreensão detalhada da sequência de aminoácidos das proteínas transportadoras é fundamental, pois a estrutura primária determina a configuração tridimensional e, consequentemente, a função dessas proteínas. A disposição específica dos aminoácidos influencia como o transportador se posiciona na bicamada lipídica, sua afinidade e seletividade por substratos, e sua estabilidade frente a alterações metabólicas ou fisiológicas, como variações de pH e osmolaridade. O filtrado glomerular é uma solução complexa, composta por solutos orgânicos de baixo peso molecular e solutos inorgânicos.




    Ao longo de sua trajetória pelos túbulos renais, sua composição é modificada pelos sistemas transportadores, que reabsorvem substâncias como glicose, aminoácidos, ureia, lactato e sais inorgânicos (Na+, K+, Ca⁺², Cl⁻). Em contrapartida, outros solutos são secretados para a luz tubular. Esses mecanismos são cruciais para a manutenção da homeostase e para o tratamento de doenças relacionadas ao transporte de solutos. Por exemplo, o conhecimento detalhado sobre transportadores pode auxiliar no desenvolvimento de medicamentos que otimizem a reabsorção ou secreção de substâncias, melhorando a eficácia terapêutica e minimizando efeitos colaterais. Com base em estudos como os de Curi & Procopio (2009), Burckhardt & Wolff (2000) e Nakamoto (2016), os transportadores desempenham um papel central na compreensão dos mecanismos fisiológicos renais e na fundamentação de intervenções clínicas inovadoras. Esse conhecimento lança bases para uma abordagem mais eficaz no manejo de doenças renais e sistêmicas, reforçando a importância da investigação científica no campo da bioquímica renal.




    Fisiologia Renal




    Os rins são órgãos binários com cerca de 11 cm de comprimento, 5 cm de largura e 3 cm de espessura localizados posteriormente ao peritônio parietal e são os principais órgãos do sistema excretor e osmoregulador dos vertebrados. Tomam lugar à direita e à esquerda da coluna vertebral e recebem proteção parcial do décimo e primeiro e décimo segundos pares de costelas e em seu polo superior estão presentes as glândulas adrenais em forma aproximada de pirâmide. Em sua porção medial existe uma região denominada hilo onde tem acessos o ureter artéria e veia renal, ductos linfáticos e fibras nervosas. São envolvidos em toda a sua superfície por um tecido fibroso fino chamado cápsula renal. Para proteger os rins contra choques mecânicos existe ao seu redor uma massa de tecido adiposo denominada gordura perirrenal delimitada por tecido conjuntivo chamado fáscia de Gerota ou fáscia renal. Ao corte frontal, é possível identificar o córtex renal, uma camada mais externa e pálida, e a medula renal, uma camada mais interna e escura. O córtex emite projeções para a medula denominadas colunas renais, que separam porções cônicas da medula chamadas pirâmides. As bases das pirâmides renais estão orientadas para a medula, sendo que seus ápices são denominados papilas renais. As papilas recebem os ductos coletores pelos quais a urina flui até a pelve renal e o ureter. A pelve é a porção dilatada do ureter e está dividida em dois ou três estruturas tubulares denominadas cálices maiores, os quais subdividem-se em um número variado de cálices menores. Cada cálice menor apresenta uma conexão em forma de taça com a papila renal (Figura 1).
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    Figura 1 – Estrutura macroscópica renal. Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Rim




    Além de excretar substâncias tóxicas, os rins também desempenham muitas outras funções tais como: a) Eliminar substâncias tóxicas decorrentes do metabolismo, como é o caso, por exemplo, da ureia e creatinina; b) Os rins mantem o equilíbrio de eletrólitos (Na+, K+, Ca+2, Mg+2, PO-4, H+, HCO-3, Cl- dentre outros); c) Atuam no equilíbrio ácido-base, mantendo constante o pH plasmático; d) Regulam a osmolaridade e a volemia eliminando o excesso de líquido do plasma; e) Excretam agentes xenobióticos tais como medicamentos; f) Sintetizam hormônios tais como eritropoietina, cininas e prostaglandinas; g) Modificar a forma da vitamina D para sua forma biologicamente ativa. No túbulo renal proximal a enzima 1-α-hidroxilase catalisa a hidroxilação de 25(OH)D na posição do carbono 1 do anel A, gerando sua forma ativa, a 1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(OH)2D); h) Produção de urina, veículo para excretas biológicas.




    A filtração do sangue é a função precípua dos rins, de fato, os rins recebem cerca de 20 a 25% do débito cardíaco, sendo o volume de sangue filtrado diariamente cerca de 170L/dia e aproximadamente que 99% desse volume é reabsorvido pelos túbulos renais resultando em cerca de 1,7 a 2,0 litros de urina por dia. O aporte de sangue renal chega por meio da arteríola aferente que se ramifica e irriga os glomérulos e deixa os rins por meio da arteríola eferente renal. Dos glomérulos o sangue segue para a cápsula de Bowman e nesse caso o fluído recebe o nome de filtrado glomerular. A filtração do sangue decorre de forças que tendem a manter o fluído no interior dos leitos vasculares (pressão colóidosmótica e aquelas que tendem a permitir a saída do sangue do sistema arterial (forças de Starling). Após ser produzido pelo glomérulo, o filtrado glomerular segue para os túbulos renais onde ocorrem processos ativos e passivos para reabsorvendo e excretando água, eletrólitos e xenobióticos para dar origem à urina.




    Funções Renais 




    Além de suas funções precípuas de filtração do plasma os rins atuam de forma estreita com outros sistemas e órgãos regulando processos nem sempre associados a eles tais como síntese eritrocitária por meio da secreção de eritropietina, regulação da pressão arterial por meio do sistema renina-angiotensina-aldostesrona e a síntese da forma ativa da vitamina D, o calcitriol responsável pela integridade óssea. Outras funções renais que ultrapassam os processos de filtração são:




    a) Síntese de eritropoietina




    A síntese e secreção de eritropietinha (EPO) faz dos rins órgãos cumprindo funções endócrinas embora não sejam estruturas endócrinas clássicas. A eritropoietina é um hormônio glicoproteico secretado pelas células intersticiais peritubulares localizadas no córtex renal. O mecanismo de secreção da EPO pelos rins envolve diferentes etapas. Primeiro, a produção de EPO é regulada pela hipóxia, que leva à ativação de um sensor de hipóxia nas células renais, conhecido como fator induzível por hipóxia (HIF). O HIF é uma proteína que, sob condições de hipóxia, se liga a regiões específicas do gene da EPO, chamadas elementos de resposta a hipóxia (HRE), localizados no seu promotor. Isso desencadeia a transcrição e a síntese de RNA mensageiro (mRNA) para a EPO. Em seguida, o mRNA é traduzido em proteína pré-eritropoietina, que é posteriormente processada em sua forma ativa. A proteína pré-eritropoietina sofre modificações pós-traducionais, incluindo glicosilação, em que cadeias de carboidratos são adicionadas à proteína. Essas modificações garantem que a EPO adquira sua estrutura e função adequadas. A eritropoietina é liberada na corrente sanguínea e age como um hormônio sistêmico. Sua principal função é estimular a produção de células precursoras de eritrócitos na medula óssea. A EPO se liga a receptores específicos presentes nas células progenitoras eritróides na medula óssea, ativando vias de sinalização que promovem a sobrevivência, proliferação e maturação dessas células, resultando na produção aumentada de eritrócitos. O gene responsável pela expressão da EPO humana está localizado na porção mediana do braço longo (q11-q22) do cromossomo 7. O gene existe como uma única cópia e é composto de cinco éxons e quatro íntrons. O gene EPO codifica um único polipeptídeo, um pró-hormônio de 193 resíduos de aminoácidos. A sequência inicial de 27 resíduos de aminoácidos é clivada antes da secreção, além disso, o resíduo arginil carboxi-terminal é perdido durante a modificação pós-traducional e a forma ativa do hormônio, compreendendo 165 resíduos de aminoácidos, é liberada no plasma. A EPO é altamente glicada com aproximadamente metade de seu peso molecular derivado de cadeias osídicas (Maiese et al., 2008). A EPO contém quatro pontos de glicosilação(Figura 2), incluindo três cadeias laterais de oligossacarídeos ácidos ligadas em N e uma ligada em O. Os locais de glicosilaçãoligados a N estão localizados nas posições 24, 38 e 83 dos resíduos aspartil, enquanto a porção O-ligada é o resíduo de Serina-126. Além disso, a estrutura da EPO é mantida pela presença de duas pontes dissulfeto formadas entre as cisteínas nas posições 7 e 160 e 29 e 33. A estabilidade, meia vida molecular e função biológica do hormônio dependem da integridade das cadeias osídicas e pontes dissulfeto. A secreção de eritropoietina é principalmente controlada pela concentração de oxigênio tissular. Além disso, outros fatores como o fluxo sanguíneo renal, hormônios e substâncias inflamatórias também podem influenciar a produção e a liberação de EPO, por exemplo, síntese de EPO é inibida na eritrocitose.
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    Figura 2 - Estrutura da eritropoietina humana. Note os resíduos glicados presentes na proteína e as cadeias osídicas presentes em cada ponto.




    b) Eliminação de produtos do metabolismo e xenobióticos




    A função de eliminação renal desempenha um papel crucial na manutenção do equilíbrio metabólico e na remoção de substâncias indesejadas do organismo. Os são responsáveis por filtrar o sangue e eliminar uma variedade de produtos metabólicos e xenobióticos. Um dos componentes metabolicamente relevantes eliminados pelos rins é o ácido úrico. O ácido úrico é um produto final do metabolismo das purinas, que são componentes dos ácidos nucleicos presentes em células e tecidos. O excesso de ácido úrico pode levar à formação de cristais e ao desenvolvimento de condições como a gota úrica. Os rins desempenham um papel importante na excreção do ácido úrico, filtrando-o do sangue e secretando-o na urina. Além do ácido úrico, os rins também são responsáveis pela excreção de outras substâncias continuamente sintetizadas pelo organismo. Isso inclui metabólitos provenientes da degradação de proteínas, como ureia. A ureia é produzida no fígado a partir da degradação de aminoácidos e é transportada pelo sangue até os rins para ser excretada na urina. A eliminação da ureia pelos rins é fundamental para o balanço nitrogenado no organismo.




    Os rins também participam na eliminação de xenobióticos, que são substâncias estranhas ao organismo, como medicamentos, toxinas ambientais e produtos químicos. Essas substâncias são filtradas pelos glomérulos renais e, em alguns casos, podem sofrer processos de metabolização e excreção ativa pelos túbulos renais, garantindo sua eliminação. Outras substâncias excretadas incluem a creatinina e a urobilina. A creatinina é um produto da quebra da creatina fosfato, uma molécula envolvida no armazenamento e fornecimento de energia nas células musculares. A creatinina é constantemente produzida pela atividade muscular e é filtrada pelos rins, sendo um indicador importante da função renal. Já a urobilina é um produto resultante da degradação dos grupos heme, encontrados principalmente na hemoglobina. A urobilina é eliminada pelos rins e também dá cor à urina.




    c) Manutenção do equilíbrio hidroeletrolítico 




    Os rins desempenham um papel fundamental na manutenção do equilíbrio eletrolítico no organismo, controlando a quantidade e a concentração de várias substâncias, como água, cloreto de sódio e outros eletrólitos. A ingestão dessas substâncias pode variar amplamente, o que pode perturbar o equilíbrio hidroeletrolítico do organismo. Uma das funções dos rins é a excreção de eletrólitos e água para preservar o equilíbrio hídrico do organismo. Quando há um excesso de água, os rins respondem aumentando a produção de urina, eliminando o excesso de água e mantendo a homeostase hídrica. Da mesma forma, quando há um déficit de água, os rins podem reduzir ao máximo a eliminação de água, preservando as reservas corporais e minimizando a desidratação. Os princípios de regulação também se aplicam aos aportes variáveis de uma diversidade de eletrólitos e outras substâncias. Os rins têm a capacidade de regular cada uma dessas substâncias independentemente.




    Por exemplo, no excesso de sódio, os rins aumentam sua excreção na urina, por outro lado, em situações de déficit de sódio, os rins reduzem a eliminação desse eletrólito, preservando suas reservas no corpo. Além do sódio, os rins também são responsáveis pela regulação de outros eletrólitos, como o potássio, o cloreto, o bicarbonato e os fosfatos. Cada um desses eletrólitos possui uma concentração específica que precisa ser mantida dentro de limites adequados para garantir o funcionamento normal do organismo. Os rins monitoram essas concentrações e ajustam sua excreção conforme necessário para manter o equilíbrio eletrolítico.




    c) Regulação do volume de líquido extracelular




    A manutenção do volume de líquido extracelular é uma função essencial realizada pelos rins para garantir o equilíbrio hidroeletrolítico adequado no organismo. Os rins garantem que o espaço vascular seja preenchido por um volume suficiente de plasma. O volume de líquido extracelular é resultado do equilíbrio hidroeletrolítico descrito anteriormente, que envolve a regulação da quantidade e concentração de água e eletrólitos no organismo. A manutenção desse equilíbrio, envolve a excreção ou reabsorção de água e eletrólitos de acordo com as necessidades do organismo, de fato, a queda no volume de líquido extracelular, como ocorre na desidratação desencadeia respostas renais que visam conservar água. Nesse processo, a neurohipófise libera ADH (hormônio antidiurético) levando à reabsorção aumentada de água pelos túbulos renais, resultando em diminuição na quantidade de urina produzida. Isso busca preservar o volume de líquido extracelular e a prevenir uma maior desidratação. Por outro lado, quando há um excesso de volume de líquido extracelular a secreção de ADH neurohipofisária diminui a excreção de água na urina. Isso ocorre através da redução da reabsorção de água pelos túbulos renais, permitindo maior eliminação de água do organismo. Essa resposta renal auxilia na eliminação do excesso de líquido e na manutenção do equilíbrio adequado. Além da regulação da água, os rins também desempenham um papel na manutenção do equilíbrio eletrolítico no líquido extracelular como previamente abordado. Essa regulação eletrolítica precisa contribui para a manutenção do volume de líquido extracelular, já que os eletrólitos carreiam consigo água para os espaços celulares. assim, através da regulação cuidadosa da reabsorção e excreção de água e eletrólitos, os rins asseguram que o espaço vascular seja preenchido por um volume suficiente de plasma.




    d) Regulação da osmolaridade plasmática




    Os rins desempenham um papel crucial no controle da osmolaridade plasmática, ou seja, na regulação da concentração de solutos dissolvidos no plasma. A osmolaridade refere-se à quantidade de solutos em relação à quantidade de solvente (água) presente no plasma. Para manter a osmolaridade plasmática dentro de limites adequados, os rins ajustam a quantidade de água e solutos que são reabsorvidos ou excretados na urina. Se a osmolaridade plasmática estiver muito alta, indicando concentração excessiva de solutos, os rins respondem aumentando a reabsorção de água e diminuindo a excreção de solutos. Isso leva à produção de uma urina mais concentrada, permitindo que os rins conservem a água no organismo e reduzam a concentração de solutos no plasma. Por outro lado, a baixa osmolaridade plasmática causam respostas renais que culminam na diminuição da reabsorção de água e aumento da excreção de solutos. Isso resulta na produção de uma urina mais diluída, permitindo que os rins eliminem o excesso de água e aumentem a concentração de solutos no plasma. A hiposmolaridade plasmática, pode resultar em edema cerebral com cefaléia, confusão mental e convulsões uma vez que, a água pode se mover para o interior das células através do processo de osmose. A hiposmolaridade também pode afetar o equilíbrio de eletrólitos no organismo. À medida que a concentração de solutos diminui, pode haver uma redução na concentração de íons, como sódio, potássio e cloreto. Isso pode levar a distúrbios eletrolíticos, como hiponatremia (baixa concentração de sódio) e hipocalemia (baixa concentração de potássio), afetando o funcionamento adequado de vários sistemas do corpo como, por exemplo, as funções eletrofisiológicas cardíacas. Finalmente, a hiposmolaridade pode resultar na formação de urina diluída pelos rins, levando à poliúria. Esse aumento na diurese pode resultar em desidratação e desequilíbrio hídrico, exacerbando ainda mais a hiposmolaridade.




    Por outro lado, na hiperosmolaridade plasmática pode sobrecarregar os rins, uma vez que eles precisam filtrar e excretar maior quantidade de solutos concentrados. Em longo prazo, a hiperosmolaridade plasmática pode conduzir a danos renais e contribuir para o desenvolvimento de doenças renais. além disso, a hiperosmolaridade tem importante impacto sobe a função cardíaca causando aumento da resistência vascular periférica e sobrecarregando o coração com reflexo no aumento da pressão arterial, sobrecarga cardíaca e predisposição a complicações cardiovasculares, como arritmias. Em situações clínicas, a avaliação da osmolaridade plasmática é importante para o diagnóstico e monitoramento de distúrbios de equilíbrio hidroeletrolítico. Exames laboratoriais podem medir a osmolaridade plasmática para identificar desequilíbrios, auxiliando os profissionais de saúde no diagnóstico e tratamento adequado.




    e) Controle da pressão arterial em longo prazo




    Os rins desempenham um papel fundamental na regulação da pressão arterial em longo prazo por meio de um sistema complexo chamado renina-angiotensina-aldosterona. O sistema começa com a liberação de uma enzima chamada renina pelas células especiais do aparelho justaglomerular localizadas nos rins. A renina é liberada em resposta a hipotensão. O aparelho justaglomerular é uma estrutura composta por células especiais chamadas de células justaglomerulares. Essas células estão localizadas na junção entre a arteríola aferente e a arteríola eferente do glomérulo, essas células detectam a queda da pressão arterial e liberam renina no plasma.




    A renina age sobre uma substância chamada angiotensinogênio, produzida pelo fígado, convertendo-a em angiotensina I. A angiotensina I é então convertida em angiotensina II por uma enzima chamada ECA (enzima conversora de angiotensina), principalmente nos pulmões, mas também em outros tecidos (Figura 3). A angiotensina II é um potente hormônio vasoconstritor resultando em aumento na resistência vascular periférica, o que leva ao aumento da pressão arterial. Além disso, a angiotensina II estimula a liberação de outro hormônio chamado aldosterona pelas glândulas adrenais (Figura 4). A aldosterona atua nos rins, promovendo a reabsorção de sódio e água e aumentando a excreção de potássio. O aumento da reabsorção de sódio resulta em um aumento da volemia que em conjunto com outras respostas fisiológicas resulta no aumento da pressão arterial (Figura 5). O aumento da volemia e do volume sanguíneo resulta em um maior retorno venoso ao coração. Isso aumenta o débito cardíaco, ou seja, o volume de sangue ejetado a cada sístole, o que contribui também para o aumento da pressão arterial.
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    Figura 3 - Estrutura da angiotensina 1. O local indicado mostra o sítio de clivagem pela enzima conversora de angiotensina (ACE) para conversão em angiotensina II.
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    Figura 4 – Em “A” Cascata mediada pelo complexo renina-angiotensina-aldosterona que conduz ao aumento da pressão arterial. Em “B”, gene do angiotensinogênio humano (AGT) contém 5 exons. O éxon 2 codifica a maior parte da proteína. Após a remoção de um peptídeo sinal 33 aa, o AGT maduro 452 aa é secretado.




    A clivagem de AGT maduro pela renina dá um decapeptídeo, AngI, e o 442 aa des(AngI)-AGT. A AngI é ainda clivada pela enzima conversora e angiotensina (ECA) em um octapeptídeo, AngII. Duas cisteínas em 18 e 138 formam uma ponte dissulfeto (Cys18-Cys138) que confere uma mudança conformacional permitindo o acesso da renina ao sítio de clivagem de AngI da AGT.




    Os diagramas foram desenhados proporcionalmente ao tamanho real do gene e da proteína com base na Assembleia do Navegador do Genoma Humano da Universidade da Califórnia em Santa Cruz de fevereiro de 2009. UTR: região não traduzida; CDS: sequências codificadoras; ECA: enzima conversora de angiotensina. Em “C” estrutura do angiotensinogênio.
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    Figura 5 – Cascata renina-angiotensina-aldosterona que conduz ao aumento da pressão arterial. Fonte: Wu C, Lu H, Cassis LA, Daugherty A. Molecular and Pathophysiological Features of Angiotensinogen: A Mini Review. N Am J Med




    e.1) Enzima Conversora de Angiotensina




    A descoberta da ECA foi o resultado de pesquisas sobre a regulação da pressão arterial. Na década de 1950, estudos indicavam que a angiotensina era um potente vasoconstritor, mas foi apenas em 1956 que a angiotensina foi identificada como sendo formada por duas moléculas distintas: angiotensina I e angiotensina II. A ECA foi identificada como a enzima que catalisa essa conversão. Ela foi purificada pela primeira vez no início dos anos 1970, e sua relevância clínica foi estabelecida em estudos subsequentes que levaram ao desenvolvimento de inibidores da ECA, como o captopril, amplamente utilizados no tratamento de hipertensão e insuficiência cardíaca. O gene da ECA, chamado ACE, está localizado no cromossomo 17 (17q23.3) em humanos. Esse gene codifica a enzima ECA, que possui várias isoformas. As principais isoformas são a ECA somática (sECA), expressa em vários tecidos, como os pulmões, rins e endotélio vascular, e a ECA testicular (tECA), expressa exclusivamente nos espermatozoides.




    A ECA somática é uma enzima de membrana, possuindo uma parte transmembranar ancorada à superfície celular, enquanto sua porção catalítica está localizada no domínio extracelular. Já a ECA testicular possui apenas um domínio catalítico (domínio C), especializado na maturação dos espermatozoides. A regulação da expressão desse gene pode variar em resposta a diferentes estímulos fisiológicos e patológicos, como níveis elevados de renina, angiotensina I ou estresse mecânico nas células endoteliais. A ECA é sintetizada inicialmente como um polipeptídeo precursor que sofre clivagem para gerar a forma madura. A regulação da expressão do gene ACE é complexa e envolve diferentes fatores transcricionais que respondem a sinais como hipóxia, inflamação, e alterações hemodinâmicas. A ECA é uma metaloprotease de zinco que pertence à família das carboxipeptidases. O centro de zinco catalisa a hidrólise do peptídeo. Refletindo o papel crítico do zinco, a ECA pode ser inibida por agentes quelantes de metais. A estrutura cristalina da ECA foi resolvida, revelando que a forma somática da enzima é composta por duas subunidades globulares (domínios N e C), cada uma contendo um centro ativo. Esses domínios são semelhantes, mas têm diferentes especificidades de substrato. A ECA somática é uma enzima de membrana, possuindo uma parte transmembranar ancorada à superfície celular, enquanto sua porção catalítica está localizada no domínio extracelular. Já a ECA testicular possui apenas um domínio catalítico (domínio C), especializado na maturação dos espermatozoides.




    e.2) O sítio Ativo da ECA




    A ECA (peptidil dipeptidase A, EC 3.4.15.1) é uma metaloprotease composta por aproximadamente 1.277 aminoácidos, com uma massa molecular de cerca de 146,6 kDa. A enzima é composta de dois domínios, N e C, cada um contendo um sítio ativo independente com um motivo de ligação ao zinco HExxH (x representa qualquer resíduo de aminoácido) presente na hélice α13. As duas histidinas corrdenam o átomo de zinco (His 383 e His 387) e um tipo de coordenação adicional é fornecida pelo Glu 411 na hélice α14. A estrutura tridimensional revela que cada domínio exibe uma conformação globular, com uma fenda catalítica onde ocorre a ligação e a clivagem do substrato. O zinco estabiliza a forma ativa da enzima e também facilita a hidrólise da ligação peptídica do substrato, promovendo a conversão de angiotensina I em angiotensina II. Além do zinco, o sítio ativo tem uma cavidade que acomoda o substrato, e essa região é altamente conservada nas diferentes isoformas da ECA. A ECA funciona como uma exopeptidase, clivando dois aminoácidos da extremidade C-terminal da angiotensina I para formar angiotensina II. O processo de clivagem é mediado pelo ataque nucleofílico de uma molécula de água, que é ativada pelo íon zinco (Figura 6). O zinco estabiliza o estado de transição durante a reação, enquanto os resíduos de aminoácidos no sítio ativo orientam e estabilizam o substrato.
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    Figura 6 – Em “A” mecanismo pelo qual se acredita que a ECA funcione agora é mostrado abaixo. No esquema completo, o substrato natural (angiotensina I) é clivado na segunda ligação peptídica do terminal C para dar dois peptídeos menores. O processo é facilitado por um grupo básico próximo que efetivamente “segura” um próton durante a etapa hidrolítica. O captopril liga-se fortemente ao sítio ativo e, assim, impede o processamento do substrato natural, a angiotensina I. Em “B”, estrutura do medicamento captopril, o fármaco mantém todas as principais interações de ligação, mas não participa da reação. Como ele se liga tão fortemente ao sítio ativo da enzima, nenhum substrato natural pode se ligar e, portanto, nenhuma angiotensina II pode ser produzida - isso resulta em uma redução da pressão arterial. O captopril foi comercializado em 1981 e, desde então, vários outros inibidores da ECA foram desenvolvidos




    Os dois domínios diferem em suas especificidades de substrato, perfis de ativação por inibidores e cloreto, e funções fisiológicas. Existem dois substratos específicos para o domínio N: o peptídeo N-acetil-seril-aspartil-lisil-prolina, que regula a diferenciação e proliferação das células-tronco hematopoiéticas; e o peptídeo potenciador da bradicinina angiotensina-(1-7). Por outro lado, os sítios ativos de ambos os domínios catalisam a hidrólise da angiotensina I e do vasodilatador bradicinina com eficiência semelhante. No entanto, a inibição do domínio N com um peptídeo fosfínico RXP407 não tem efeito na regulação da pressão arterial, e a expressão do domínio N isoladamente em camundongos transgênicos produz um fenótipo semelhante ao observado em camundongos com ausência completa de ECA (Esther et al., 1997). Assim, o domínio C parece ser necessário e suficiente para controlar a pressão arterial e a função cardiovascular, sugerindo ser o principal local de conversão da angiotensina.




    A estrutura da tACE (resíduos 37–625) adota uma forma geral elipsoidal (dimensões aproximadamente 72 x 57 x 48 Å) com um sulco central que se estende por cerca de 30 Å dentro da molécula e divide a proteína em dois “subdomínios” (identificados como I e II na Figura 7a). As bordas do sulco são formadas pelas hélices α13, α14, α15, α17 e pela fita β4. A estrutura do complexo tACE–lisinopril foi usada para localizar o sítio ativo da molécula (Natesh et al., 2023). No topo da molécula, há uma “tampa” N-terminal formada pelas hélices α1, α2 e α3 (todas contendo vários resíduos carregados), que parece restringir o acesso de polipeptídeos grandes à fenda do sítio ativo, justificando a incapacidade da enzima de hidrolisar substratos grandes e dobrados (Figura 5b). Os resíduos Asp 40 (α1) e Gly 615 (cinco resíduos após α20) definem, respectivamente, os terminais N e C do ectodomínio




    A estrutura da tACE é predominantemente helicoidal, com 27 hélices (quase igualmente distribuídas entre os subdomínios), 20 hélices α e sete hélices 3₁₀ (Figura 7b). A única estrutura β, representando 4% de todos os resíduos, ocorre em seis fitas relativamente curtas, duas das quais estão localizadas próximas ao sítio ativo (Figura. 7c) (Natesh et al., 2023). A longa hélice central α15 é embalada diagonalmente em relação às duas hélices dobradas α6 e α8 (ambas contêm um resíduo de prolina). Um total de 504 moléculas de água foram identificadas na estrutura nativa. A cavidade do sítio ativo é ocupada por várias moléculas de água ordenadas. Todos os seis locais de glicosilação(g1–6, Figura 5c) estão localizados na superfície da molécula. Uma baixa densidade eletrônica foi observada para carboidratos N-ligados em todos os locais de glicação.
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    Figura 7 - Em “A”, estrutura espacial da ECA, a molécula pode ser dividida em duas porções, como subdomínios I e II (em ciano e rosa, respectivamente). O íon de zinco presente no sítio ativo e a molécula de lisinopril estão mostrados em verde e amarelo, respectivamente. Dois íons cloro usados no tratamento da amostra para estão representados em vermelho. Em “B”, relação estrutura-sequência da ECA, os elementos de estrutura secundária (subdomínio I em ciano; subdomínio II em rosa) seguem as memas indicações da figura “A”. As α-hélices estão indicadas coma letra α e as fitas β-pregueadas com a letra β. As hélices 3₁₀* estão indicadas pela letra H. Os resíduos importantes estão indicados da seguinte forma: ligantes de zinco, caixas verdes; resíduos de ligação ao cloro, caixas laranja (Cl1) e vermelhas (Cl2); resíduos de ligação ao lisinopril, caixas amarelas; e locais de glicosilação, caixas pretas. Em “C”, Detalhe do sítio ativo, mostrando um modelo esquemático de ligação do lisinopril com distâncias entre átomos unicadas e ângstrons (A˚). Fonte: Ramanathan N, Schwager SLU, Sturrock ED, Acharya KR. Crystal structure of the human angiotensin-converting enzyme–lisinopril complex. Nature. 2003 Jan 30;421(6922):551-554.




    e.3) Particularidades do angiotensinogênio




    O angiotensinogênio (AGT) é uma glicoproteína que é o substrato único do sistema renina-angiotensina. Através de clivagens sequenciais pela via enzimática clássica, renina e enzima conversora de angiotensina (ECA), ou vias alternativas, o AGT dá origem a um espectro de peptídeos de angiotensina, sendo a angiotensina (Ang) II o principal peptídeo efetor que regula a pressão arterial e a homeostase sódio/água. O AGT é sintetizado sobretudo pelos hepatócitos, após a remoção do peptídeo sinal de 33 resíduos de aminoácidos, a proteína madura de 452 aminoácidos com os primeiros 10 aminoácidos correspondentes à AngI é secretada para o plasma. A heterogeneidade do AGT plasmático é primariamente devida à glicosilação variável. A proteína AGT humana contém quatro sítios putativos para a N-glicosilação (Asn-X-Ser/Thr): Asn14, Asn137, Asn271 e Asn295. O estudo in vitro de mutagênese de sítios demonstra que todos os quatro sítios podem ser glicosilados, com preferência em Asn14 e Asn271. Asn14 está próximo ao local de clivagem da renina (Leu10-Val11), e sua glicosilação demonstrou diminuir a afinidade do AGT pela renina. A glicosilação de Asn14 também está presente em camundongos, mas não em ratos. Esses sítios de glicosilação parecem não ter papéis críticos no enovelamento, tráfego intracelular ou secreção da proteína AGT. A proteína AGT humana contém quatro cisteínas, duas delas formando a ligação Cys18-Cys138 que são conservadas em todas as espécies. A estrutura cristalina do AGT humano mostra que a formação da ponte dissulfeto Cys18-Cys138 confere uma mudança conformacional que permite o acesso da renina ao seu sítio de clivagem da AGT. Tem sido demonstrado que o estado oxidativo do AGT tem um impacto na taxa de reação AGT-renina. Outra característica digna de nota é a especificidade da espécie da reação AGT-renina. Por exemplo, o AGT humano não pode ser clivado pela renina de camundongo. Embora isso possa ser influenciado por uma substituição de aminoácidos no local de clivagem da renina, ligação Leu10-Val11 em humanos versus ligação Leu10-Leu11 em camundongos, o mecanismo dessa característica única não foi completamente desvendado. A clivagem do AGT intacto pela renina leva à geração de AngI, os resíduos remanescentes após a remoção de AngI que representam mais de 95% da sequência de proteínas AGT e mantém um enovelamento típico de serpina (Figura 8). As serpinas são uma superfamília de proteínas com estruturas semelhantes que foram identificadas pela inibição da protease e podem ser encontradas em todos os reinos (Silverman et al., 2001). O acrônimo serpina foi cunhado porque as primeiras serpinas a serem identificadas atuavam como quimotripsina serina-protease (serina protease inibidora) (Whisstock et al., 2010). Uma serpina é uma superfamília de proteínas que inibem irreversivelmente a sua protease alvo, ao submeterem-se a uma grande troca conformacional para alterar o seu sítio ativo. Destacam-se pelo seu inusitado mecanismo de ação, no qual inibem irreversivelmente a sua protease alvo, ao submeterem-se a uma grande troca conformacional para alterar o seu sítio ativo (Whisstock et al., 2006). Isto contrasta com o mecanismo mais comum dos inibidores de protease que se ligam e bloqueiam o acesso da protease ao sítio ativo.
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    Figura 8 – Estrutura de uma serpina. Uma serpina (branco) com sua alça central reativa (azul) ligada a uma protease (cinza). Assim que a protease tente catalisar, ela irreversivelmente inibida. (PDB 1K9O).




    f) Papel dos rins no equilíbrio ácido-básico 




    Os pulmões e os rins desempenham papéis complementares no controle do equilíbrio ácido-base do organismo. Enquanto os pulmões são responsáveis pela eliminação de ácidos voláteis, como o dióxido de carbono (CO₂), os rins eliminam eficientemente os ácidos fixos, também conhecidos como ácidos não voláteis, que resultam do metabolismo corporal. Produtos metabólicos como o ácido fosfórico e o ácido sulfúrico surgem principalmente da degradação de tioaminoácidos e de lipídeos contendo grupos fosfato. Além disso, o metabolismo de carboidratos e ácidos graxos gera ácidos fracos, incluindo o ácido beta-hidroxibutírico e o ácido lático, que, em condições normais, são regulados pelo sistema renal.




    No corpo humano, a produção diária de ácidos fixos está em torno de 1 mEq/kg. No entanto, situações patológicas, como o diabetes mellitus descompensado, podem aumentar significativamente essa produção. No diabetes descompensado, por exemplo, ocorre o acúmulo de corpos cetônicos, como o ácido acetoacético e o beta-hidroxibutirato, o que leva à cetoacidose metabólica e, em casos graves, ao coma diabético. Outras condições, como o jejum prolongado e o alcoolismo, também podem aumentar a produção de ácidos fixos devido ao aumento do catabolismo de ácidos graxos e proteínas, que são utilizados como fontes alternativas de energia.




    Um exemplo adicional de acúmulo de ácidos ocorre com o ácido lático. Em condições normais, o músculo esquelético produz ácido lático durante a atividade física, e este é transportado para o fígado para ser convertido em glicose pelo ciclo de Cori. No entanto, a interrupção desse processo, seja por hipóxia tecidual ou por falhas no metabolismo hepático, resulta em acúmulo de ácido lático, o que pode rapidamente evoluir para acidose lática.




    Para eliminar os ácidos fixos e manter o equilíbrio ácido-base, os rins excretam H⁺, o que diminui o pH urinário, podendo atingir valores tão baixos quanto 4,5. Além disso, os rins são altamente eficientes na reabsorção de bicarbonato (HCO₃⁻), o principal tampão do organismo. Nos túbulos renais, cerca de 99,9% do bicarbonato filtrado é reabsorvido, de modo que apenas uma pequena fração, aproximadamente 2 mEq de HCO₃⁻, é excretada na urina diariamente. Este processo de reabsorção de bicarbonato é fundamental para manter a reserva alcalina do organismo e evitar que o pH sanguíneo caia para níveis perigosos. Dessa forma, a combinação da eliminação de ácidos fixos pelos rins e da excreção de CO₂ pelos pulmões sustenta a homeostase do pH, essencial para o funcionamento enzimático e celular adequado.




    
f.1) Reabsorção de HCO3- através da combinação com H+





    A excreção de íons hidrogênio (H⁺) na urina ocorre principalmente por secreção tubular, em vez de filtração glomerular, o que permite uma eliminação eficiente de ácidos. O H⁺ é secretado para o lúmen tubular por dois mecanismos principais. O primeiro envolve a troca de H⁺ com Na⁺ por meio de uma proteína transportadora específica, a trocadora Na⁺/H⁺, que realiza o cotransporte desses íons. Esse processo utiliza o gradiente de Na⁺ como fonte de energia, uma vez que o influxo de Na⁺ segue seu gradiente de concentração, mantido pela bomba Na⁺/K⁺-ATP´ase localizada na membrana basolateral da célula tubular (Figura 9).




    O segundo mecanismo envolve uma bomba H⁺-ATP´ase que promove a secreção ativa de H⁺, dependente de ATP, para o lúmen tubular. Essas estratégias de secreção de H⁺ variam ao longo do néfron. Nos ductos coletores, por exemplo, existe um terceiro mecanismo de excreção de H⁺, mediado por uma bomba H⁺/K⁺-ATP´ase, que permite a troca de íons H⁺ com K⁺, um processo especialmente importante em condições de acidose e alcalose. O túbulo proximal possui a maior capacidade de secretar H⁺, respondendo por cerca de 80 a 90% do total excretado. Já a alça de Henle e o túbulo contorcido distal contribuem com aproximadamente 10 a 20% da secreção de H⁺.




    Quando se trata da reabsorção de bicarbonato (HCO₃⁻), ele não é diretamente reabsorvido pelas células tubulares. No lúmen tubular, o H⁺ secretado reage com o HCO₃⁻ formando ácido carbônico (H₂CO₃), que se dissocia em dióxido de carbono (CO₂) e água (H₂O). Nos túbulos proximal e na porção espessa do ramo ascendente da alça de Henle, essa reação é catalisada pela enzima anidrase carbônica, presente na membrana luminal das células tubulares. O CO₂, altamente permeável, atravessa facilmente a membrana celular e entra na célula tubular, onde se combina com o OH⁻ (originado da dissociação de H₂O) para regenerar o HCO₃⁻. Esse processo também é catalisado pela anidrase carbônica, agora localizada no interior da célula. O HCO₃⁻ então difunde-se passivamente para o fluido peritubular e é reabsorvido para a corrente sanguínea, mantendo o equilíbrio ácido-base do organismo.
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    Figura 9 – Mecanismo de reabsorção de bicarbonato e excreção ativa de H+. A maior parte da reabsorção de bicarbonato (70-85%) ocorre nos segmentos iniciais do túbulo proximal e proporções variáveis na alça de Henle, túbulo distal e ducto coletor. AC: anidrase carbônica




    Em várias partes do néfron, o bicarbonato (HCO₃⁻) cruza a membrana basolateral das células tubulares por meio de difusão facilitada. Esse processo ocorre, principalmente, por um cotransportador HCO₃⁻/Na⁺, que aproveita o gradiente de sódio para auxiliar o transporte de bicarbonato, ou através de um mecanismo de troca de íons, onde o bicarbonato é trocado por cloreto (Cl⁻). Assim, para cada íon H⁺ produzido dentro das células tubulares, forma-se um íon HCO₃⁻ que é reabsorvido e retorna ao plasma, ajudando a manter a reserva alcalina do sangue.




    Esse processo de reabsorção de bicarbonato é interessante porque, apesar de envolver o H⁺, ele não resulta em uma eliminação líquida de íons hidrogênio. O H⁺ secretado para o lúmen tubular reage com o HCO₃⁻ presente no filtrado glomerular, formando ácido carbônico (H₂CO₃), que se dissocia em CO₂ e H₂O. Dessa forma, o H⁺ é efetivamente “tamponado” pelo bicarbonato e convertido em CO₂, que pode ser reabsorvido e transformado novamente em HCO₃⁻. Em resumo, o H⁺ não é eliminado, mas neutralizado, e o bicarbonato reabsorvido não gera uma perda líquida de H⁺ no organismo.




    
f.2) Excreção ativa de H+ pelas células tubulares





    A secreção ativa de íons hidrogênio (H⁺) nos rins ocorre, principalmente, nas células intercaladas localizadas nas porções finais do túbulo distal e nos ductos coletores, que fazem parte do sistema tubular renal. Essas células se intercalam entre as células principais dos túbulos e são caracterizadas por uma alta concentração de anidrase carbônica no citosol, o que as torna especializadas na regulação do pH. Existem dois tipos de células intercaladas, chamadas de células do tipo A e tipo B, que atuam de maneira distinta, dependendo da condição ácida ou básica do corpo.




    Em situações de acidose, as células intercaladas do tipo A excretam H⁺ para o lúmen tubular e reabsorvem bicarbonato (HCO₃⁻) de volta para o sangue, ajudando a corrigir o pH sanguíneo. Já em casos de alcalose, as células do tipo B realizam a troca inversa: elas excretam HCO₃⁻ e reabsorvem H⁺, restabelecendo o equilíbrio ácido-base. Os mecanismos de transporte dessas células não envolvem antiportadores Na⁺/H⁺, como observado no túbulo proximal, mas são baseados em transportadores ativos dependentes de ATP, como a bomba H⁺-ATP´ase e a bomba H⁺/K⁺-ATP´ase. Esses transportadores são essenciais para a secreção de H⁺, pois utilizam energia para transportar ativamente os íons hidrogênio contra seu gradiente de concentração (Figura 10).
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