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    e que consegue compreender as coisas”
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    1. INTRODUÇÃO




    A glicose é, sem dúvida, uma das moléculas biológicas mais abundantes na terra, existindo principalmente em várias formas, como monossacarídeos, dissacarídeos (Sacarose) ou polimerizadas, como amido e celulose (Thorens & Mueckler, 2010). A glicose é o principal produto da fixação de carbono decorrente do processo fotossintético e os organismos dos três reinos evoluíram para utilizar a glicose como um importante substrato em seus processos metabólicos. Atualmente conhece-se duas famílias distintas de transportadores de glicose em células de mamíferos, a primeira são os transportadores de sódio/glicose (SGLT’s), os quais são transportadores ativos secundários, ou seja utilizam a energia decorrente do gradiente de sódio para translocar glicose ou galactose através da membrana plasmática (Long & Cheeseman, 2015). Em contraste com os SGLT’s os GLUT´s são transportadores passivos que utilizam tanto a energia química quanto o gradiente eletroquímico para transportar hexoses e outros substratos (Saier & Goffeau, 1999). Atualmente existem 14 GLUT´s conhecidos (Tabela 1) e são codificados pela família de genes pertencentes à subfamília A, SLC2A (Long & Cheeseman, 2015). Eles são subdivididos em três classes de acordo com suas seqüências de resíduos de aminoácidos e suas similaridades estruturais: Classe I - GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, e GLUT14; Classe II - GLUT5, GLUT7, GLUT9, e GLUT11; Classe III - GLUT6, GLUT8, GLUT10, GLUT12, e GLUT13 (Tabela 1). Os GLUT’s da classe 1 apresentam um único sítio N-glicado na alça número 1 a qual conecta a hélice transmembrânica (TM) 1 à 2 (Long & Cheeseman, 2015). Um resíduo de glutamina em TM5 está presente em todos os GLUT´s da classe I e tem sido fortemente relacionado ao reconhecimento da molécula de glicose (Mueckler et al, 1994). Os GLUT´s da classe II apresentam um único resíduo apolar de isoleucina em TM7 associado com a seletividade frutose/glicose (Manolescu et al., 2007). Uma importante diferença estrutural entre os GLUT´s da I e II é que os da classe II não apresentam o motivo ASL. Esses resíduos de aminoácidos estão presentes em TM7 dos GLUT´s 1, 2, 3 e 4 pertencentes à classe I os quais carreiam glicose mas não frutose, desse modo tem-se sugerido que esse motivo esteja relacionado à seletividade para a molécula de glicose (Manolescu et al., 2007). Já os GLUT´s da classe III tem topologia similar aos da classe I e II e muitos motivos tais como PESPR em TM6 (GLUT6 e GLUT8), GRR na alça 8 e 9, PETKGR em TM12, arginina e glutamato na alça 4 e 10 (Rogers et al., 2003). Além disso, os GLUT´s da classe III não apresentam um resíduo N-glicado entre TN1 e TM2 (Rogers et al., 2003).
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    2 SGLT1 (SODIUM GLUCOSE COTRANSPORTER)




    A glicose é a principal fonte energética para humanos e através de sua metabolização a energia necessária aos processos biológicos é obtida (Bell et al., 1990). Os carboidratos são extensivamente absorvidos no duodeno e jejuno proximal e em muito menor proporção no íleo distal e jejuno. Em função de sua natureza polar a glicose e a galactose não são capazes de se difundir livremente através da membrana plasmática sendo, portanto, necessário um sistema transportador. Os transportadores de glicose são divididos em duas famílias: os transportadores de glicose por meio de difusão facilitada (GLUTs) e os cotransportadores Na+/glicose (SGLTs) (Bell et al., 1990). Embora existam 6 isoformas de cotransportadores SGLTs, o SGLT1 é um dos mais relevantes, trata-se de um cotransportador eletrogênico com a função de carrear dois íons sódio e uma molécula de hexose (glicose ou galactose) da luz intestinal para o interior do enterócito (2Na+/glicose ou 2Na+/galactose). O SGLT1 é expresso principalmente na borda em escova do epitélio intestinal e em menor proporção nas glândulas salivares (parótida e submandibulares, túbulos renais (Túbulo proximal) e coração. O sódio que chega ao citosol do enterócito é posteriormente transportado para o interstício através da ação da bomba Na+/K+ ATP´ase dependente mantendo dessa forma o gradiente eletroquímico luminal de Na+. Do interior do enterócito a glicose é translocada de forma passiva através da membrana basolateral por meio do GLUT2 (Wright, 2004). O gene que codifica a proteína está localizado no cromossomo 22 (22q12.3) (Ernest et al., 2004). O SGLT1 se dispõem na membrana luminal do enterócito e apresenta 14 domínios transmembranares em α-hélices com a porção amino e carboxiterminal orientadas para a face intracelular e extracelular respectivamente (Castaneda-Sceppa & Castaneda, 2011). As hélices transmembranares são conectadas por 13 alças, sete presentes no meio extracelular e seis no meio intracelular, apresenta 664 resíduos de aminoácidos com peso molecular de ~75kDa e um único sítio de glicosilação no resíduo de asparagina na posição 248 (Figura 1). Esse sítio de glicação não é necessário para a atividade da proteína. Existem também dois sítios de fosforilação entre as hélices 6 e 7 e 8 e 9 (Hediger, 1987; Wright et al., 2004).
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    Figura 1 - Em "A" Topologia do cotransportador SGLT1, uma proteína situada na borda em escova do intestino delgado, segmento S3 dos túbulos proximais dos néfrons glândulas salivares (parótidas e submandibulares) com a mesma função, transportar Na+/glicose ou galactose, do meio extracelular para o intracelular




    [image: ]Indica sítio de glicação. Pontes dissulfeto estão presentes entre os resíduos 255 e 610. Em "B" modelo espacial do transportador SGLT1, a imagem à esquerda mostra os sítios de interação para a glicose e os dois íons Na+.




    Sabe-se que o SGLT1 discrimina de forma extremamente eficiente seus substratos naturais, a D-glicose e D-galactose dentre as demais hexoses (Puntheeranurak et al., 2007). A porção ligadora para o sódio situa-se no domínio C terminal particularmente entre as hélices 10 a 13 enquanto que os resíduos 381 a 662 estão envolvidos no transporte das oses sendo que os resíduos 457, 458 e 499 são importantes no direcionamento da ligação dos açúcares (Diez et al., 2001, Puntheeranurak et al., 2007). Além disso, estudos mostram que as alças 13 e 14 estão envolvidas com a ligação da florizina, um inibidor não-específico das proteínas SGLT, essa substância é encontrada na casca da macieira e sendo assim essa região possivelmente abriga o sítio de ligação para a glicose (Xia et al., 2003).




    De fato, o sítio de ligação para a glicose está presente em uma porção anterior ao resíduo 380 já que mutações nos resíduos 292 e 355 resultam em doença hereditária relacionada à má absorção intestinal de glicose/galactose (Wright, 1998). O SGLT1 apresenta 14 resíduos de cisteína conservados e existem evidências da existência de pelo menos duas pontes dissulfeto que seriam importantes para a função desse transportador (Turner & George, 1984). De fato, pontes dissulfeto cumprem um papel importante na estabilidade da estrutura tridimensional da proteína. Além disso, grupos sulfidrila normalmente cumprem importantes funções regulatórias e catalíticas (Puntheeranurak et al., 2007).




    O mecanismo envolvido no transporte de solutos por parte do SGLT1 compreende a seguinte sequência de eventos: inicialmente a interação dos íons sódio com seus sítios na proteína desencadeia uma alteração conformacional que favorece o acoplamento da glicose ou da galactose a seu sítio. Subsequentemente, outra alteração conformacional ocorre na proteína determinando a liberação de Na+ e glicose ou galactose no interior do enterócito (Sabino-Silva et al., 2010). Esse mecanismo sequencial ocorre mil vezes por segundo à temperatura de 34oC (Wright et al., 2004). A atividade do SGLT1 pode ser regulada de forma direta ou indireta por meio de fosforilação por parte de proteínas cinases (Sabino-Silva et al., 2010). Os efeitos diretos ocorrem por meio da fosforilação direta do transportador alterado assim sua cinética. De fato, demonstrou-se em intestino delgado de ratos que a ativação de receptores β-adrenérgicos causa fosforilação do transportador SGLT1 via cinase A aumentando assim a velocidade de transporte de solutos (Ishikawa et al., 1997).




    A regulação indireta do transportador envolve alterações na quantidade de proteína que é inserida ou endocitada da membrana plasmática. Um ritmo circadiano para a expressão intestinal do SGLT1 foi determinado em ratos alimentados ad libitum. Mostrou-se que o horário de maior expressão do transportador se deu às 10:00h enquanto que o horário de menor expressão da proteína foi às 16:00 (Roads et al., 1998). O estudo da estrutura e mecanismos de transportes de açúcares adquire significativa importância clínica quando se considera o diabetes melito, de fato pesquisas esclarecedoras foram conduzidas pelo grupo Shirazi-Beechey’s que demonstrou aumenta tanto na expressão quanto na atividade dos transportadores SGLT1 e GLUT5 em indivíduos diabéticos quando comparados com controles (Shirazi-Beechey et al., 2002). Atualmente, o tratamento do diabetes do tipo 2 inclui administração de inibidores de transportadores SGLT´s tanto na borda em escova do intestino delgado quanto nos túbulos renais atuando na redução da absorção e reabsorção de glicose.
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Tabela 1 - Tipos de transportadores. suas classes, substratos e tecidos onde estdo presentes.

PROTEINA | CLASSE

GENELOCUS

SUBSTRATO

TECIDOS ONDE ESTAQ PRESENTES.

GLUTL SLC2AI 1p35-31.3 Glicose, Galactose, Manose e Eritdaitos, Cérebro, Barreir hemato-encefilica
Glicosamina.
GLUT2 SLC2A2 3q26.1-4262 | Glicose, Galactose, Frutose, Manose, | Figado, Ilhiotas de Langerhaas, Intestinos, Rins ¢
1 Glicosamina. Cérebro.

GLUTS SLC2AS 12p133 Glicose, Galactose, Manose e Xilose. | Cérebro, Testiculos.

OLUT4 SLAC2A4 17913 Glicose ¢ Glicosamina Tecido adiposo (marrom € branco), Musculo
esquelético, Coragdo,

GLUTI4 SLC2AL4 12p13.31 - Testiculos

GLUTS SLC2AS 1p362 Frutose Tntestino delgado, Rins

GLUTT SLC2A7 1p36.2 Glicose ¢ Frutose Intestino delgado, Colon, Testiculos e Prostata

GLUTO I SLC2A9 4pl6-153 Usato (Glicose e Frutose) Rins, Figado, Intestino delgado, Placenta,
Pulmoes e Leucdeitos

GLUTIL SLC2AIL 22q11.2 Glicose & Frutose Coragao ¢ Misculos esquekéticos

GLUTS SLC2A6 9934 Glicose Cesebro, Bago ¢ Leucdcitos

GLUTE SLC2AS 9333 Glicose, Frutose ¢ Galactose. Testiculos, Cércbro, Adrenais, Figado, Bago,
Tecido adiposo marrom ¢ Pulmoes

GLUTIO SLC2A10 20q13.1 Glicose e Galactose Coragao, Pulmdes, Cérebro, Figado, Museulo

m esquelitico, Pancreas, Placenta € rins

GLUTL2 SLC2AL2 69232 Glicose Coragao, Préstata, Misculos esqueliticos ¢
Placenta

GLUTI3 SLC2AI3 12q12 Mioinositol Cérebro e Tecido adiposo
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