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DE PINA, Neydiana. B. L. Efeito da mutagdo pontual de dois residuos de
treonina na expressdao e fungdao do transportador de ureia mUt-A2 no
transporte de agua, quando expresso em odécitos da rda Lithobates
catesbeianus. 2019. 52f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Biomedicina) — Centro Universitario S&o Camilo, 2019.

A capacidade dos rins de produzir urina mais concentrada que o plasma
(osmolaridade de 290 mOsm/L H20) quando h& a necessidade de conservar agua
no organismo, advém dos mecanismos de concentragdo urindria que dependem da
alta osmolaridade do intersticio medular e da presenga do horménio antidiurético, os
quais promovem a reabsor¢éo de agua da luz do duto coletor para o intersticio e,
finalmente, para a circulagéo sistémica. A alta osmolaridade do intersticio medular &
gerada pelo acimulo de NaCl e ureia nesta regi&o. O transporte de ureia ocorre
através dos transportadores de ureia, UTs, distribuidos ao longo das estruturas
tubulares do néfron: UT-A1 expresso na membrana apical e UT-A3 na membrana
basolateral do ducto coletor medular interno; UT-A2 expresso no segmento
descendente fino da alga de Henle e UT-B expresso nos vasos retos descendentes.
No entanto, ha um debate sobre se os UTs também s&o importantes para facilitar,
no rim, o transporte de agua, que seria uma nova fungdo atribuida aos UTs. A
estrutura cristalina do UT-B de bovino revela que o UT é uma proteina
homotrimérica. Cada monémero funciona como um canal para o transporte de ureia.
Nesse poro monomeérico foram identificados dois residuos de treonina (Thr ou T) —
T172 e T334 — importantes para o transporte de ureia e conservados em todas as
isoformas de UTs. Nossa hipétese € que o UT-A2 é capaz de transportar agua, além
de ureia, através do poro monomeérico para ureia. Assim, este estudo explora a
permeabilidade & 4gua do UT-A2 — expresso no segmento descendente fino da
alga, onde n&o ha expresséo de canais para agua — através de mutagdes pontuais
para alterar residuos conservados de Thr (T176 e T338, envolvidos com a ligagéo da
proteina ao substrato) para Valina (V) no filtro de seletividade do poro para ureia de
UT-A2. Para tal, o6citos da ra Lithobates catesbeianus foram injetados com cRNA
para expresséo de mUT-A2 wild type (mUT-A2WT) ou mutantes (UT-A2T176V g UT-
A2T338V) ou injetados com H20 (controle). A expressdo heteréloga foi avaliada por
biotinilag&o de proteinas de superficie e anélise de Western blot. A permeabilidade
osmética a agua (Pr) foi computada através de microscopia de video-imagem do
aumento do volume de grupo de obcitos injetados com cRNA versus oocitos
injetados com H20, controle, quando expostos & uma solugdo hipoténica em relagdo
ao plasma da ré&. As medidas de Pr demonstraram que os o6citos que expressam
mUT-A2WT tem Ps significante maior do que aquelas dos oocitos mutantes ou
controle. Portanto, nosso estudo indica, pela primeira vez, que mUT-A2 transporta
agua, além de ureia e, considerando que as mutagées pontuais inibiram o transporte
de agua através de mUT-A2, provavelmente as moléculas de agua atravessam a
proteina através da mesma via que as moléculas de ureia. UT-A2, sendo permedvel
a ureia e &gua pode ser um importante elo para integrar a excrecéo renal de
residuos nitrogenados e agua e possibilitar uma melhor compreenséo da fisiologia e
dos disturbios do balango da 4gua do organismo.




Palavras-chave: Lithobates catesbeianus. Odcitos de Ra. Transporte de agua.
Conservagao de agua pelos rins. Transportadores de Ureia.
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DE PINA; Neydiana. B. L. Effect of the point mutation of two threonine residues
on the expression and function of the urea transporter mUT-A2 in water
transport, when expressed in Lithobates catesbeianus oocytes. 2019. 52p.
Undergraduate thesis (Bachelor of Biomedicine) - Centro Universitario Sao Camilo,
2019.

The capacity of the kidneys to produce urine more concentrated than plasma
(osmolarity of 290 mOsm/L H20) when there is a need to conserve water in the body,
comes from the urinary concentration mechanisms that depend on the high
osmolarity of the medullary interstice and the presence of the antidiuretic hormone,
which promote the reabsorption of water from the lumen of collecting duct to the
interstitium and, finally, to the systemic circulation. The high osmolarity of the
medullary interstice is generated by the accumulation of NaCl and urea in this region.
Urea transport occurs through the urea transporters, UTs, distributed along the
tubular structures of the nephron: UT-A1 expressed in the apical membrane and UT-
A3 in the basolateral membrane of the inner medullary collecting duct; UT-A2
expressed in the thin descending segment of the loop of Henle and UT-B expressed
in descending vasa recta. However, there is a debate about whether UTs are also
important to facilitate, in the kidney, water transport, which would be a new role
assigned to UTs. The crystalline structure of bovine UT-B reveals that UT is a
homotrimeric protein. Each monomer functions as a channel for urea transport. In
this monomeric pore two threonine residues (Thr or T) were identified — T172 and
T334 — important for the urea transport and is conserved in all UT isoforms. Our
hypothesis is that UT-A2 is capable of transporting water, besides urea, through the
monomer pore for urea. Thus, this study explores the water permeability of the UT-
A2 — expressed in the thin descending segment of the loop, where there is no water
channel expression — through point mutations to alter conserved Thr residues (T176
and T338, involved with binding of the protein to the substrate) to Valine (V) in the
urea pore selectivity filter of UT-A2. For this, oocytes from the Lithobates
catesbeijanus frog were injected with cRNA for expression of mUT-A2 wild type
(MUT-A2%T) or mutants (UT-A2T17%V and UT-A27338V) or injected with H20 (control).
Heterologous expression was evaluated by biotinylation of surface proteins and
Western blot analysis. The osmotic permeability to water (Pr) was computed by
video-image microscopy of the increased volume of oocyte group injected with cRNA
versus oocytes injected with H20, control, when exposed to a hypotonic solution in
relation to frog plasma. Measurements of Pr demonstrated that oocytes expressing
mUT-A2"T have significant Pr greater than those of mutant or control oocytes.
Therefore, our study indicates for the first time that mUT-A2 transports water in
addition to urea and, considering that point mutations inhibited the transport of water
through mUT-A2, water molecules probably traverse the protein through the same
pathway which urea molecules. UT-A2, being permeable to urea and water can be
an important link to integrate the renal excretion of nitrogen residues and water and
to allow a better understanding of the physiology and disturbances of the body's
water balance.

Keywords: Lithobates catesbeianus. Frog oocytes. Water transport. Preservation of
water by the kidneys. Urea Transporters.




Lista de Abreviaturas e Siglas

AC Adenilato ciclase
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1 INTRODUGAO

1.1 Homeostase da agua

O principal componente do nosso organismo é a dgua. Se considerarmos um
homem adulto saudavel pesando 70kg, 60% do seu peso é dado pela dgua, ou seja,
aproximadamente 42 L. Cerca de 2/3 dessa agua total esta dentro das células,
formando o fluido intracelular, enquanto 1/3 esta fora das células, no intersticio e
plasma, formando o fluido extracelular — conhecido como meio interno. Esses
fluidos, intracelular e extracelular, sdo separados pela membrana plasmatica que
regula o movimento de &gua (e ions) entre os mesmos. Esse movimento de 4gua ¢
fundamental para manter constante a concentragdo de solutos ou osmolaridade do
meio interno — o equilibrio hidroeletrolitico (ZATZ, SEGURO; MALNIC, 2012).

O principal determinante da osmolaridade do fluido extracelular (quantidade
de solutos osmoticamente ativos dissolvidos em 1 L de plasma) é o ion sédio (Na*)
acompanhado dos seus pares idnicos bicarbonato (HCO3") e cloreto (CI-). Apesar da
composicdo de solutos do fluido intracelular ser diferente daquela do fluido
extracelular, esses dois fluidos apresentam uma osmolaridade de aproximadamente
290 mOsm/L H20. A manutengdo da osmolaridade do fluido extracelular é
fundamental para a funcéo de todas as células do organismo. Por exemplo, um
aumento ou diminuigéo na osmolaridade do fluido extracelular gera um gradiente
osmotico que leva ao movimento de agua do compartimento menos concentrado
para o mais concentrado até atingir um novo equilibrio osmotico, o que altera, desta
forma, o volume e, consequentemente, a funcdo da célula (JAMISON: GEHRIG,
2011; ZATZ, SEGURO; MALNIC, 2012; GIEBISCH; WINDHAGER, 2017)

No entanto, em condigdes normais ocorrem ajustes na quantidade total de
agua, ou seja, no balango entre a quantidade de agua livre de solutos ingerida e
perdida pelo organismo. Esses ajustes — para preservar a quantidade total de 4gua
no organismo e, consequentemente, a osmolaridade do fluido extracelular — s&o
controlados pelos rins, que ajustam a excreg8o de &gua na urina, e, pela sede, que
controla a ingestéo oral de agua. Os rins ajustam a excrecéo de &gua na urina, de
modo a compensar a ingestdo anormalmente alta ou anormalmente baixa de agua,

sem variagbes significativas na excregdo de solutos, eliminando, desse modo, uma




R

T S

R G

urina mais concentrada (conservando agua) ou mais diluida (eliminando agua) que o

plasma. Portanto, o conhecimento dos mecanismos envolvidos com a excregéo
renal de agua (e eletrolitos) pelos rins € importante para melhor compreens&o da
fisiologia e dos disturbios hidroeletroliticos do organismo (GIEBISCH; WINDHAGER,

2017).

1.2 Organizacao estrutural e funcional do rim

O rim € um dos 6rgaos que tem uma das mais evidentes relagdes entre
fungéo e estrutura. Assim, vale a pena a descricdo de alguns detalhes da anatomia
do rim para facilitar o entendimento da fungéo deste 6rgdo no Mecanismo de

Concentracéo da Urina:

Cada rim é coberto por uma capsula de tecido ndo distensivel. Possui uma
borda convexa e outra concava, sendo que nesta Ultima encontra-se o hilo renal. A
regido do hilo serve como porta de entrada para a artéria renal e plexos nervosos e
porta de saida para a veia renal, vasos linfaticos e uréter (GIEBISCH; WINDHAGER
2017; ZATZ, SEGURO; MALNIC, 2012).

Um corte sagital dos rins mostra duas regides: uma mais externa — cortex
renal — e outra mais interna — medula renal (Fig. 1). Na regido do hilo renal, a
arteria renal se divide dando origem as artérias interlobares. Quando as artérias
interlobares atingem o limite entre as regides medular e a cortical elas subdividem-
Se em arteérias arqueadas. Partindo em angulo reto de cada uma das artérias
arqueadas distribuem-se as artérias corticais (ou interlobulares) que caminham por
entre o cortex renal em diregéo & superficie do rim. De cada artéria cortical saem
varias arteriolas que recebem o nome de arteriolas aferentes. Cada arteriola
aferente sofre entdo um processo de capilarizacdo dando origem aos capilares
glomerulares (glomérulo), que relinem-se formando a arteriola eferente. Essa
localizag&o dos capilares glomerulares entre as arteriolas aferente e eferente, vasos
de alta resisténcia, & essencial para a alta taxa de filtragdo que ocorre no glomérulo.

Sequencialmente, cada arteriola eferente sofre um novo processo de capilarizagéo,
constituindo os capilares peritubulares (GIEBISCH; WINDHAGER 2017, ZATZ
SEGURO; MALNIC, 2012).
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A unidade morfofuncional dos rins & denominada néfron e, em humanos, cada
rim possui cerca de 1 milhdo e 200 mil néfrons. Cada néfron é constituido por um
glomérulo (envolvido por uma capsula, a Céapsula de Bowman) e por uma estrutura
tubular subdividida em quatro segmentos: tabulo proximal, alca de Henle, tubulo
distal e ducto coletor (DC). Os capilares peritubulares caminham ao longo das
estruturas tubulares. Existem dois tipos de néfrons: os corticais — aqueles que tém
o glémerulo localizado na regido superficial do cortex e com alga de Henle curta — e
os justamedulares — aqueles que tém o glomérulo localizado na regido cortex-
medula e com alca de Henle longa, caracteristica importante para o papel dos rins
na conservacéo de agua (Fig. 2) (GIEBISCH; WINDHAGER 2017; ZATZ, SEGURO;
MALNIC, 2012).

Figura 1 — Estruturas visiveis no corte longitudinal do rim.
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Fonte: (GIEBISCH; WINDHAGER, 2017)
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Embora os rins compreendam menos de 0.5% do peso corpéreo, a cada

minuto eles recebem cerca de 1200 mL de sangue [corresponde ao Fluxo
Sanguineo Renal (FSR)]. Considerando um débito cardiaco de 6.000 mL/min, temos
que o FSR corresponde a 20% do débito cardiaco. Essa elevada taxa de FSR
fornece o volume de plasma sanguineo necessario para que os rins realizem suas
funcdes (GIEBISCH; WINDHAGER 2017; ZATZ, SEGURO; MALNIC, 2012).

A formagdo da urina inicia-se com a filtragdo do plasma nos capilares
glomerulares levando a formagéo de um ultrafiltrado com concentragdes de sais e
moléculas organicas que s&o similares as do plasma (daf o termo ultrafiltrado), mas
essencialmente livre de proteinas de alto peso molecular e elementos celulares do
sangue. Para esse processo de filtragc&o glomerular sdo necessarios dois elementos
basicos: 1) uma barreira filtrante capaz de selecionar o que ¢ filtrado nos glomérulos
e 2) uma forga (pressé&o) capaz de movimentar o fluido dos capilares glomerulares,
atraves da barreira de filtragdo, para o espago de Bowman (espago entre o
glomerulo e a capsula de Bowman). Essa press&o que movimenta a filtracdo
representa um balango delicado de forgas, as chamadas Forgas de Starling. A
pressao hidrostatica que existe no capilar glomerular (resultante do trabalho da
bomba cardiaca gerando a press&o arterial) favorece a filtragdo, sendo que a
presséo coloidosmotica do plasma no capilar glomerular (resultante da presenca de
proteinas de alto peso molecular que nZo sao filtradas) e a presséo hidrostatica no
espaco de Bowman se opdem a filtragdo (GIEBISCH; WINDHAGER 2017; ZATZ,
SEGURO; MALNIC, 2012)

Apos o processo de filtragcdo, o filtrado glomerular atinge as estruturas
tubulares do néfron. Ao longo dos tibulos a composigéo e o volume do filtrado s&o
progressivamente modificados pelos processos de reabsorcdo e secrec&o tubular
ate se transformar na urina. Em condigdes normais, a maior parte de toda a
quantidade filtrada nos glomérulos é reabsorvida ao longo das paredes dos tubulos
renais e a urina final constitui apenas cerca de 1 a 2% do volume de plasma filtrado.
Assim, o plasma ¢é limpo de produtos do metabolismo endégeno (carboidratos,
proteinas e lipideos), produtos do metabolismo de drogas exdgenas e de
substancias que estejam em excesso, tal como a 4gua. Com isso, 0s rins controlam

precisamente a composicdo e o volume do liquido extracelular do organismo
(GIEBISCH; WINDHAGER 2017; ZATZ, SEGURO; MALNIC, 2012).




Figura 2 — Estrutura dos neéfrons cortical e justamedular e os vasos sanguineos do rim
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Fonte: (GIEBISCH; WINDHAGER, 2017)

1.3 Mecanismos de concentragio urinaria

Os mecanismos renais utilizados para concentrar a urina envolvem todas as
estruturas tubulares e os capilares peritubulares da medula renal (nesta regido séo
descritos como vasos retos) que interagem entre si de modo a produzir e conservar
um intersticio medular altamente concentrado que, na presenca de concentracdes
adequadas de horménio antidiurético circulante, move a reabsorgéo de agua do DC

para o intersticio e, finalmente, para a circulagdo sistémica (GIEBISCH;
WINDHAGER, 2017; KNEPPER; KWON:; NIELSEN, 2015).
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Horménio Antidiurético. O HAD ¢é produzido no corpo celular de grandes

neurdnios localizados nos nucleos supradptico e paraventricular do hipotalamo e
estocado em vesiculas secretérias nas terminagbes desses neurénios, na
neurohipéfise. A secregéo do HAD é influenciada pela osmolaridade do plasma. No
hipotalamo existem osmorreceptores proximos dos nucleos que produzem HAD (e
proximos do centro da sede) sensiveis a variagdes da osmolaridade do plasma.
Quando a osmolaridade plasmatica aumenta cerca de 2 mOsm acima do limiar
fisiologico (290 mOsm/L H20), ocorre um aumento na produgéo e secrecéo de HAD
(ZATZ, SEGURO; MALNIC, 2012; KNEPPER; KWON; NIELSEN, 2015). Esse HAD
cai na circulagao sistémica, alcanga a circulagdo renal e, a partir dos capilares
peritubulares, atinge as estruturas tubulares onde exerce suas ac¢ées reguladoras a
partir da interagéo com o receptor do tipo V2 para HAD, localizado na membrana
basolateral das células principais do DC, acoplado a uma proteina homotrimérica
Gs. Por sua vez, a ativagdo da proteina Gs resulta na ativacdo da enzima adenilato
ciclase (AC) que leva a um aumento nos niveis intracelulares de adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico (AMPc) e, com isso, a ativagéo da proteina cinase A (PKA) que
leva a translocagéo de vesiculas citosdlicas contendo aquaporinas 2 (AQP 2) para a
membrana apical das células principais do DC, aumentando, dessa forma, a
permeabilidade a dgua deste segmento (KNEPPER; KWON; NIELSEN, 2015).

Intersticio Medular Renal. Na medula renal ocorre um aumento progressivo
na osmolaridade do intersticio a partir da medula externa até a medula interna, em
relagéo ao plasma, atingindo cerca de 1200 mOsm/L H20 em humanos (FENTON et
al., 2004, NAWATA; PANNABECKER, 2018). Essa osmolaridade do intersticio
medular interno é gerada pelo transporte ativo de NaCl da luz do segmento
ascendente espesso (SAE) da alga de Henle para o intersticio medular — através do
cotransportador Na*/K*/2CIF (NKCC) localizado na membrana apical — e por
acUmulo de ureia — produto do catabolismo proteico — no intersticio medular. O
SAE da alga de Henle é impermedavel a agua. Com isso, o transporte ativo de NaCl
ao longo do SAE gera um fluido tubular hipoténico em relagdo ao plasma, ou seja,

ha formagéo de 4gua livre de solutos, enquanto o intersticio medular fica hiperténico
em relagdo ao plasma (KNEPPER; KWON; NIELSEN, 2015; GIEBISCH;
WINDHAGER, 2017).




Quanto maior for a concentragéo do intersticio medular, maior o gradiente

osmético que move a reabsorgéo de agua pelas células principais do DC. O HAD,
além de aumentar a permeabilidade do DC a agua, também regula positivamente o
cotransportador NKCC, ao aumentar a express&o dessa proteina na membrana
apical do SAE da alga de Henle, e aumenta a permeabilidade a ureia no DC
medular, aumentando, desse modo, a capacidade de formacg&o do intersticio
medular concentrado (NIELSEN et al.,, 1996; KNEPPER; KWON: NIELSEN, 2015:
GIEBISCH; WINDHAGER, 2017).

Assim, a presenga de aglomerados de AQP 2 na membrana apical (na
presenca de HAD) e a expressdo constitutiva de AQP 3 e 4 na membrana
basolateral das ceélulas principais do DC, somado a hipertonicidade do intersticio
medular, possibilita a reabsorcdo de &agua da luz do DC para o intersticio e,
posteriormente, para a corrente sanguinea (Fig. 3) (KNEPPER; KWON; NIELSEN,
2015).

Figura 3 — Representagdo do mecanismo de concentragéo urinaria na presenca de HAD
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Fonte: Adaptado de Nawata e Pannabecker (2018)



1.4 Transporte de Ureia

O acumulo de ureia no intersticio medular interno depende de um processo
de recirculagéo, onde a ureia é livremente filtrada no glomérulo, reabsorvida no
tubulo proximal e ducto coletor medular interno (DCMI) e secretada nas algas finas
descendente e ascendente de Henle na regido medular (GIEBISCH; WINDHAGER,

2017).

Por muito tempo, pensava-se que a ureia era transportada apenas pela
bicamada lipidica, mas atualmente sabe-se que existem transportadores de
membrana capazes de facilitar o transporte de ureia, a favor do seu gradiente de
concentragdo, através da bicamada lipidica. Esses transportadores sd3o os
chamados transportadores de ureia, os UTs (TRINH-TRANG-TAN et al., 2002). Nos
mamiferos existem 2 genes j& identificados que codificam os UTs: o gene SLC14A2
que codifica as proteinas UT-A1, UT-A2 e UT-A3 e o gene SLC14A1 que codifica a
proteina UT-B. Nos rins de humanos UT-A1 e UT-A3 sdo expressos no DCMI,
respetivamente nas membranas apical e basolateral, s8o responsaveis pela
reabsorgéo de ureia do limen do DCMI para os vasos retos (YANG, 2005). UT-A2 é
expresso no segmento descendente fino (SDF) da alca de Henle e medeia o
transporte da ureia do limen para o intersticio da regi&o medular (LI; CHEN; YANG,
2012). UT-B é expresso nos vasos retos descendentes, onde é responsavel pelo

transporte de ureia do vaso reto ascendente para o vaso reto descendente, e nos
eritrécitos (Fig. 4) (FENTON et al., 2004; SHAYAKUL; CLEMENCON; HEDIGER,
2013; KLEIN; SANDS, 2016).




Figura 4 — Distribuic&o dos UTs ao longo das estruturas tubulares do néfron e nos vasos

retos adjacentes
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Fonte: Adaptado de Estevafont et al. (2014)

Ao longo do néfron, UT-A1, UT-A2, UT-A3 e UT-B estdo envolvidos com a
reabsorgédo e recirculagéo de ureia e, assim, participam da producéo do intersticio
medular hiperosmoético, fundamental para a conservagéo da agua do organismo na
presenga do HAD (MACIVER et al., 2008; GEYER et al., 2013).

Estrutura do Transportador de Ureia. As estruturas cristalinas de um
homologo de UT isolado da bactéria Desulfovibrio vulgaris (dvUT) e do UT-B bovino
(bUT-B) foram adquiridas a partir de cristalografia de raios-X. Essas estruturas

mostram que ambas as proteinas s&o homotriméricas, sendo cada monémero uma
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unidade de transporte de ureia independente (Fig. 5a) (LEVIN et al., 2009; LEVIN et
al., 2012).

Cada mondmero € formado por dez segmentos transmembranais (TMs) (Fig.
5b). No centro desses TMs, entre TM 5 e 6, ha uma alga extracelular que possui um
sitio de glicosilagdo — modificagéo pds-traducional que consiste na adicdo de
carboidratos em um aminoacido especifico — importante para a estabilidade
terciaria e fungdo da proteina. Os 10 TMs formam um canal hidrofilico para a
passagem de ureia. Esse canal possui no seu centro um filtro de seletividade —
dividido em trés regibes: So (voltada para o extracelular), Si (voltada para o
intracelular) e Sm (central mais estreita) — que acomoda a passagem de ureia a
favor do seu gradiente de concentragéo (Fig. 5¢). Na regido Sm do filtro existem dois
residuos de Treonina (Thr ou T) — T172 e T334 (em bUT-B) — que formam o sitio
de ligagéo da proteina com o substrato ureia, através da ligagéo entre as hidroxilas
de ambas as Thr e o oxigénio da molécula da ureia (LEVIN et al., 2009; LEVIN et al.,
2012; GEYER et al., 2013). No centro dos tré&s monémeros ha um poro hidrofébico
bloqueado por moléculas lipidicas. As terminagées N e C-terminal dos UTs estdo
localizadas no citosol (SMITH, 2009)




Figura 5 — a) Representacao da estrutura cristalina dos trimeros de dvUT e de bUT-B. b)
Representagéo dos segmentos transmembranais do bUT-B. ¢) Representagdo do poro
monomérico do bUT-B enfatizando as regites So, Sm € Si e 0s dois residuos de Thr T172 e
T334 localizados na regido Sm no poro monomérico.
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Todas as isoformas de UT-A e UT-B partiham uma homologia estrutural
significativa ao nivel dos nucleotideos e, consequentemente, dos aminoécidos. A
analise (que realizamos no laboratério) do alinhamento das sequéncias de
amino4cidos dos UTs (Fig. 6) de camundongos (mUT, gue iremos estudar) com

dvUT, UT-B de humanos (hUT-B) e o bUT-B mostra que os dois residuos de Thr
localizados na regio Sm do filtro de seletividade de cada mondémero s&o
conservados em mUT-A2 (T176 e T338), mUT-A3 (T246 e T408) e mUT-B (T172 e
T334), assim como em dvUT (T130 e T294), hUT-B (T177 e T339) e bUT-B (T172 e
T334), e sugere que essas Thr podem ter um papel importante no transporte de
ureia e outras possiveis substancias através do poro monomérico dos UTs. Sabe-se
que a substituicdo da Thr para uma Valina (Val ou V) em hUT-B (T177V e T339V) e
em bUT-B (T172 e T334) causa uma constricdo na regido Sm do poro e reduz
substancialmente o transporte de ureia através das proteinas mutantes (GEYER et
al., 2013; LEVIN et al., 2012).

Figura 6 — Alinhamento de parte da sequéncia de aminoacidos das isoformas de UTs
evidenciando em verde que os dois residuos de Thr demonstrados em bUT-B sdo
conservados em todas as isoformas de UT.
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muT-~-B LPFNHALSHYLSATGHYNTPFPSKLFTPASSVPN—-ITWSELSALELLKSL 221
muT-A2 LPFNIAVTLYLAATGHHNLFFPTTLLOPATTTPN-~-ITWSDIQVSLLLRAT 225
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ik, R, RRskE W B, ERW- % ok s R e £ 3 o AN L

Fonte: (Arquivo pessoal)




Em 2005, Uchida e colaboradores observaram que camundongos knockout
para UT-A2 submetidos a uma dieta com baixo teor de proteinas apresentavam
diminuicdo na capacidade de concentrar a urina, bem como desidratagéo. Esses
dados indicam que UT-A2 (presente no SDF da alga) mantém a quantidade de ureia
no intersticio medular quando o oferecimento de ureia é limitado. Em 2014, Fenton e
Yang sugeriram que o UT-A2 tem um papel importante no acumulo de ureia no
intersticio medular principalmente em estados de antidiurese (quando o organismo
precisa conservar agua).

Em 2007 Zhai e seus colaboradores observaram que o SDF da alga dos
néfrons corticais (localizados no cortex renal e caracterizados por terem algas de
Henle curtas) de rins de camundongos, ratos e humanos ndo tem expressdo dos
canais para agua AQP1. Essa descoberta € muito importante para a compreenséo
dos mecanismos de concentragdo urinaria uma vez que, em revisbes anteriores
(NESJUM, 2005; VERKMAN, 2006), a permeabilidade a agua do SDF da alga dos
néfrons corticais era atribuida & expressdo de AQP1 neste segmento.
Interessantemente, neste mesmo estudo, os autores observaram elevada expresséo
de UT-A2 no SDF da alga de Henle.

Recentemente, Kabutomori e colaboradores (2018) demonstraram que
odcitos da ra Lithobates catesbeianus podem ser utilizados como modelo de
expresséo heterdloga para estudar a expressdo e a fungdo de proteinas de
membrana envolvidos com o transporte de agua. Além disso, Geyer e colaboradores
(2013) demonstraram que hUT-B expresso em odcitos da r& Xenopus laevis (ndo
comercializada no Brasil) exibe permeabilidade a agua, além da sua permeabilidade
a ureia.

Portanto, devido a localizagéo estratégica do UT-A2 no SDF da alga de Henle,
com alta permeabilidade a agua mas sem expresséo de AQP1, e a demonstragéo de
que hUT-B além de transportar ureia também transporta agua (GEYER et al., 2013),
decidimos estudar se mUT-A2 transporta agua, assim como 0s mecanismos
envolvidos nesse transporte, utilizando odcitos da ra Lithobates para expressédo das

proteinas de interesse. Em adi¢&o, com base nas caracteristicas dos aminoacidos
Thr e Val, decidimos mutar as Thr T176 ou T338 da regido Sm do filtro de
seletividade no poro monomérico da proteina mUT-A2WT por Val, com o intuito de




avaliar a importancia desses residuos na expresséo da proteina na membrana e na

fungdo de transporte de agua. Nossa hip6tese é que, além de seu papel como
velculo para o transporte de ureia — importante para a concentragéo do intersticio
medular e excregdo de ureia — o UT-A2 também transporta agua — sendo, entéo,
importante para conferir permeabilidade a agua ao SDF da alga de Henle. A
reabsor¢édo de &agua no SDF da alga & importante para o mecanismo de

concentragdo da urina, ou seja, para a conservagéo de agua no organismo.

Aprofundar o conhecimento dos mecanismos envolvidos na excreg¢éo de agua

pelos rins € fundamental para melhor compreenséo da fisiologia renal e dos

disturbios do equilibrio hidroeletrolitico do organismo.




2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi investigar se apds a injecdo de cRNA para
expresséo da proteina mUT-A2 wild type (MUT-A2WT) os odcitos de Lithobates sdo
capazes de sintetizar e expressar essa proteina na membrana plasmatica e se a
mutacdo dos residuos conservados de Thr, no filtro de seletividade de cada
monémero da proteina mUT-A2 (mUT-A2T72V e mUT-A27%38) influencia na
expressao da proteina mUT-A2 na membrana plasmatica. Apés esta investigacéo,
analisar o efeito da expresséo da proteina mUT-A2WT no transporte de agua, assim

como o efeito da mutagéo dos residuos conservados de Thr no transporte de agua.




3 MATERIAS E METODOS

3.1 Animais

Todos os experimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo
Comité de Cuidado e Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade de S&o Paulo (USP) (Anexo 1. Protocolo n® 83, pagina 35, livro 3). As
ras fémeas adultas da espécie Lithobates catesbeianus (Fig. 7) e peso medio de
4509 foram adquiridas de um criadouro de ras sob a responsabilidade da empresa
R4 World (S&o Paulo, SP) e mantidas no biotério de rés do laboratério, no
Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB, USP, em aquarios de plastico, sob

condicbes controladas de temperatura (22°C), ciclo claro/escuro de 12h e com uma
dieta especifica a base de proteinas (Aquos Biotruta Final 42 da empresa Total

Alimentos, Trés Coragdes, MG).

Figura 7 — Ra Lithobates catesbeianus

©@ Gerrit Vlyn / naturepl.com

Fonte: (VYN, 2010)




3.2 Cirurgia

Para a cirurgia — laparotomia — montamos um espago que possa ser
facilmente limpo, desimpedido e distante do fluxo de pessoas de modo a minimizar a
possibilidade de contaminag&o por outras atividades préximas. A ra foi anestesiada
por imerséo em solugéo de éster etilico do acido 3 — aminobenzoato de etila (cédigo
A5040, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) em HEPES 5 mM (cédigo H3375, Sigma-
Aldrich) pH 7,50, por aproximadamente 10 min ou quando insensivel ao toque
(KABUTOMORI, et al., 2018). A réa era, entdo, colocada em decubito dorsal sobre
uma plataforma gelada que funciona como uma anestesia adicional para anfibios e
suporte para a cirurgia. Na cirurgia uma inciséo de 1 a 1,5 cm foi feita através da
pele no abdémen, lateralmente a linha média, de modo a expor os ovarios para a
remocéo de fragmentos ovarianos (contendo vérias dlzias de odcitos). Cerca de 15
mL de fragmentos foram colocados em um tubo cénico de 50 mL contendo solugéo
ND96. Posteriormente, a ré foi submetida a eutanasia por pungéo cardiaca. A partir
da pungéo cardiaca foi feita a coleta de 1 mL de sangue para medidas do pH
(Radiometer ABL5, Copenhagen, Dinamarca) e osmolaridade do plasma (Vapor
Pressure Osmometer 5520, Wescor, Logan, UT). A osmolaridade plasmatica da ra
Lithobates medida é de 195 mOsmois e 0 pH plasmatico & de 7,50 a 22°C. Essas
medidas s&o importantes para assegurarmos a osmolaridade e o pH das solugdes
utilizadas para a coleta, manutengéo e tratamento dos odcitos.

3.2 Solugoes

A solugao controle ("ND96") para os odcitos de Lithobates contém (em mM):
96 NaCl, 2 KCI, 1 CaCl, 1 MgClz, e 5 HEPES. A solug&o @ Ca?-ND96 possui a
mesma composicdo quimica que a solugdo ND96 com excegdo de CaCl ausente

nesta solucéo. O meio de cultura OR3, onde os odcitos s80 mantidos, contém 6,85
g/L de meio Leibovitz L-15 (codigo L4386-1L, Gibco/ Sigma-Aldrich), suplementado
com 10.000 U/mL de penicilina e 10.000 U/mL de estreptomicina (codigo 15140-122,
Thermo Fisher Scientifc, Walthan, MA) e HEPPES 5 mM. A osmolaridade das
solugbes ND96, @ Ca?*-ND96 e OR3 foram ajustadas para 195 mOsm/L H20 e pH
7,50. Para os experimentos de biotinilag&o foi utilizado um tampao com 100 pL de
Triton X-100 (codigo T8532, Sigma-Aldrich), 10 mL de Phosphate Buffered Saline
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(PBS) a 195 mOsm/L H20 e o inibidor de protease sem EDTA (codigo 11836170001,
Sigma-Aldrich) (MUSA-AZIZ; BORON; PARKER, 2010; KABUTOMORI et al., 2018).

3.3 Isolamento dos o6citos

Cerca de 15 mL de fragmentos ovarianos (com o6citos envolvidos pela
camada de células foliculares) foram colocados em um tubo cénico de 50 mL
contendo 35 mL de solugdo ND96. Esses fragmentos foram transferidos para uma
placa de petri de 9 cm de diémetro contendo solugdo ND96. Com o uso de tesoura e
pingas estéreis, os fragmentos foram reduzidos em fragmentos menores,
aproximadamente 5 mm?3, e, ent&o, lavados em solugéo sem célcio (@ Ca?*-ND96)
durante 15 min (total de 3 lavagens). Em sequéncia, os fragmentos foram tratados
com colagenase tipo VII (cédigo C0773, Sigma-Aldrich) em solugéo de @ Ca?*-
ND96, numa concentragdo de 0,25 mg/mL, durante 5 min. Sequencialmente, os
o6citos foram novamente lavados em solugéo @ Ca?*-ND96 durante 15 min (total de
3 lavagens) e em solugdo de ND96 controle durante 5 min (1 lavagem)
(KABUTOMORI et al., 2018). Esse procedimento permite a dissociacdo dos odcitos,
no entanto, a defoliculagéo (remogéo da camada de células foliculares) ndo é
completa. Assim, sob um microscopio especular (cddigo PZMIII, World Precision
Instruments, Sorasota, FL) e com o auxilio de 2 pingas de relojeiros, os resquicios
da camada folicular dos o6citos foram removidos manualmente e o6citos saudaveis,
maduros, nos estagios V-VI de desenvolvimento e viabilidade foram selecionados
(Fig. 8). Oébcitos individualizados foram colocados em uma placa de petri de 6 pogos

contendo meio de cultura OR3 que é especifico para odcitos de rd, mantidos em
ambientes sem manutencdo de CO2, a 22 C° (KABUTOMORI et al., 2018).
(KABUTOMORI et al., 2018; MUSA-AZIZ; PARKER; BORON, 2010).




Figura 8 — Dissociagéo e isolamento dos odcitos de Lithobates
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Fonte: (KABUTOMORI et al., 2018)

3.4 Plasmideo

O vetor de expresséo ou plasmideo pT7TS, contendo a sequéncia de cDNA
que codifica a nossa proteina de interesse mUT-A2WT, foi gentiimente doado ao
laboratério pelo Dr. Bryce Maclver, do Beth Israel Deaconess Medical Center,
Harvard University, Boston, Massachusets (MACIVER et al., 2008)

O plasmideo pT7TS (Fig. 9) possui o sitio de restricdo TCTAGA localizado
apos a sequéncia de cDNA para mUT-A2WT. Este sitio de restricdo é reconhecido
pela enzima Xbal (cédigo R0145S, New England BioLabs, Ipswich, MA) que, ao
clivar o cDNA vetorial nessa regi&o, permite a linearizagéo eficiente do plasmideo.

Esse vetor de expressdo além de possuir um gene que confere resisténcia ao

antibidtico ampicilina, também apresenta as sequéncias promotoras T7 forward




(5'—3') e GI3B reverse (3'—5'). Essas regides promotoras atuam como sitios de

reconhecimento para a agéo da enzima RNA polimerase e s&o, portanto, essenciais
para conduzir a transcrig&o do cDNA linearizado de mUT-A2"T em cRNA (ALBERTS
et al., 2006).

O cDNA para a proteina mUT-A2WT foi transformado em bactérias
competentes Escherichia coli TOP 10 (obtidas no laboratério a partir de um processo
que envolve a suspenséo das mesmas numa solugéo contendo uma alta
concentrag8o de Ca?") que foram colocadas para crescer em uma placa de agar
com ampicilina. Esse método seleciona apenas as bactérias que incorporaram o
plasmideo e que, portanto, possuem o gene que confere resisténcia a esse
antibiético. Sequencialmente, uma colénia de bactérias foi selecionada e colocada
para crescer em meio de cultura com ampicilina para selegdo e multiplicagdo do
plasmideo (que contém o cDNA de mUT-A2WT). Esses plasmideos foram extraidos
das bactérias utilizando o kit QlAprep Spin Miniprep Kit (codigo 27104, Qiagen,
Hilden, Alemanha).

Apos a extragdo, os cDNAs de mUT-A2WT foram linearizados com a enzima

de restricdo especifica Xba | e, sequencialmente, purificados utilizando o kit
QIAquick PCR Purification Kit (codigo 28104, Qiagen).




21

Figura 9 — Representagéo do vetor pT7TS e os seus sitios de restrigéo

Fonte: Adaptado do Addgene plasmid #17091; http:/n2t.net/addgene:17091; RRID:
Addgene_17091

3.5 Sequenciamento

Antes do inicio de qualquer experimento foi necessario confirmar a integridade do
cDNA de interesse.

O cDNA que codifica a proteina mUT-A2WT foi sequenciado pelo Servico de
Sequenciamento da Central Analitica do Instituto de Quimica na Universidade de
0 Paulo (Central Analitica IQ/USP) pelo método de Sanger (TSIATIS et al., 2010).

Para isso, os seguintes primers foram desenhados:
* T7 (Forward) 5'- TAATACGACTCACTATAGGG - 3';
* Interno #1 (Forward) 5- GAGCACCGTCTTCAGCAAGT- 3’;

* GI3B (Reverse) 5'- ACCAATGGCTACATTTTGGGGG - 3.
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Os primers T7 e GI3B — que correspondem as sequéncias promotoras do

gene de mUT-A2 — foram utilizados para a leitura do comeco e do final da
sequéncia, respectivamente. A parte interna do gene de mUT-A2 foi sequenciada
utilizando o primer Interno #1 desenhado pelo laboratério. Todos os primers foram
confeccionados pela Exxtend Solug&o em Oligos, S&o Paulo, SP.

: As amostras de cDNA para mUT-A2 foram amplificadas por Reag&o em
' Cadeia de Polimerase (PCR) seguindo o protocolo disponibilizado pelo Servigo de
Sequenciamento da Central Analitica IQ/USP.

Brevemente, cada amostra foi preparada utilizando 300 ng do cDNA de mUT-
: A2WT 10 pmoles de primer (T7, Interno 1# ou GI3B) e os reagentes Buffer 5X e
: BigDye v3.1 do kit de sequenciamento BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Codigo 4337355, Applied Biosystems, Foster City, CA). As amostras foram,
entdo, submetidas a reagéo de PCR no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler

(codigo 4375786, Applied Biosystems,) seguindo as etapas descritas na tabela 1.

Tabela 1 - Etapas da amplificagdo do cDNA de mUT-A2"T utilizando os primers T7, Interno
1# ou GI3b.

E ~ Etapas da PCR Ciclos | Temperatura ~ Tempo

Desnaturagéo inicial 1 96°C 2 minutos

Desnaturagéo 96°C 45 segundos ‘

Anelamento dos primers 35 50°C 30 segundos

60°C

Amplificagéo 4 minutos

Armazenamento 4°C oo*

"0 termociclador fica a 4°C para manter as amostras conservadas até a préxima
etapa do experimento.
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Depois da reagéo de PCR, as amostras foram precipitadas com 25 plL do
cocktail de precipitagdo (2750 pL de etanol 100%, 110 uL de 3M de acetato de
amonio e 110 L de glicogénio a 1 mg/mL), lavadas com 50 pL de etanol 70%, e
entdo secas por 1 min a 95°C no termociclador. Apos todo esse processo as
amostras foram enviadas a Central Analitica IQ/USP para a leitura.

3.6. Mutacao

Os primers necessarios para a substituicdo dos residuos de Thr T176 e T338
por residuos de Val (apresentados abaixo) foram desenhados utilizando a
plataforma QuikChange Primer Design Program
(https.//www.chem.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp) e confeccionados
pela Exxtend Solugdo em Oligos (S&o Paulo, SP). As trincas de nucleotideos
destacados em azul no esquema abaixo correspondem aos cddons que codificam o
aminoacido Val.

* Primers para a 1° mutagéo T176V:
5'- GATGTTGAAGGGCAGTACGAAGACTGGGAGGTCCCAC-3' (Reverse)

5'- GTGGGACCTCCCAGTCTTCGTACTGCCCTTCAACATC-3' (Foward)

* Primers para a 2° mutagéo T338V:

5'- GAGGCAAAAGGGCCAGACGCAGGGTGGTAATCCAA-3' (Reverse)

5'- TTGGATTACCACCCTGCGTCTGGCCCTTTTGCCTC-3' (Foward)

. A mutagéo no cDNA que codifica a proteina mUT-A2"T foi realizada através
da reagdo de PCR, seguindo as instrugdes disponiveis no protocolo do kit
| QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (codigo 200523-12, Agilent
Techonologies, Santa Clara, CA).

Brevemente, para cada amostra, foram utilizados 50 ng do cDNA template
(CDNA a ser mutado), 125 ng de cada Primer (Foward e Reverse), bem como as
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dNTPs e a DNA polimerase presente no kit de mutag&o. Apds a preparagéo das
amostras, elas foram submetidas & reagéo de PCR seguindo as etapas descritas na
tabela 2.

Tabela 2 - Etapas dos ciclos de PCR para geragdo dos mutantes a partir do DNA de UT-A2
template com o uso do kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis.

Etapas _ Ciclos  Temperatura Tempo
Desnaturagéo inicial 1 95°C 30 segundos
Desnaturacéo 95°C 30 segundos
Anelamento dos primers 18 55°C 1 minuto
. 4 minutos e 30
Amplificacdo 68°C

segundos

Fonte: Adaptado do Protocolo do kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis, Agilent
Agilent Techonologies

O produto da reagdo de PCR foi, entdo, digerido utilizando a enzima de
restricdo Dpnl, isolada e purificada da bactéria Diplococos pneumoniae. A Dpnl é
responsavel por digerir regides metiladas de cDNA a partir do reconhecimento e da
clivagem de sequéncias GATC ligadas a um grupo metil. Apenas cDNAs que foram
amplificadas em células competentes transformadas (E. coli) apresentam regides
metiladas. Dessa maneira, a Dpnl digere somente o cDNA parental (utilizado como
cDNA template para a mutagdo), restando apenas o cDNA mutado (produto da
reac&o de PCR) (Fig. 10). Apds a digestdo com Dpnl, o produto de PCR foi utilizado
na transformagdo das células supercompetentes (XL1-Blue) presentes no kit de
mutacéo e, posteriormente, linearizados como descrito no item 3.4 neste documento.

Os cDNAs obtidos ao final desse processo foram sequenciados (como

descrito no item 3.5) para confirmar a mutag&o.
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Figura 10 ~ Esquema da digestdo do cDNA parental pela enzima Dpnl

!

3
'} Plasmideo paretal

Plasmideo mutante

O-0-0-©
O

Fonte: (Protocolo do kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis, Agilent Technologies)

| 3.7 Obtengio do cRNA

Os cRNAs Cap’5 — estrutura gerada pela ligagéo 5'- 5' trifosfato da molécula
de mRNA com uma guanosina metilada, que protege 0 mMRNA da acdo de fosfatases
— das proteinas de interesse foram transcritos utilizando o kit de transcrigcéo
mMessage mMachine T7 (codigo AM 1224, Invitrogen, Carlsbad, CA) a partir de
seus respectivos insertos de cDNA linearizados e, posteriormente, purificados e
concentrados de acordo com a recomendag&o do kit RNeasy MinElute Spin colum
(codigo 74204, Qiagen). Uma amostra de cada cRNA foi submetida a
espectrofotometria para quantificacdo e analise de pureza utilizando o NanoDrop
2000 UV-Vis Spectrometer da Thermo Scientific. Um dia apos o isolamento, os
odcitos foram injetados com 25 nL de cRNA que codifica as proteinas de interesse

(numa concentragéo de 1000 ng/uL) ou injetados com 25 nL de H20. Os obcitos
injetados com H20 s&o os odcitos controle (ALBERTS et al., 2006; MUSA-AZIZ:
BORON; PARKER, 2010; KABUTOMOR] et al., 2018).
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3.8 Analise da expressiao proteica por Biotinilagdo e Western blot.
3.8.1 Biotinilagdo

Para verificar a expressdo heterdloga das proteinas UT-A2"T e mutantes UT-
A2T7%V e UT-A2T338V, assim como para comprovar que os 06citos ndo apresentam
expressdo endogena da proteina UT-A2WT foram realizados experimentos de
biotinilagéo, utilizando a biotina, uma vitamina hidrossoldvel (impermeavel &
membrana plasmatica) que se liga a diferentes biomoléculas, tal como o aminoécido
Lisina, e interage com a avidina com uma constante de afinidade (Ka) de 105 M.
Esta interagéo da biotina com a avidina é extremamente util para isolar e separar
proteinas de membrana. Assim, a expressé&o das proteinas de membrana UT-A2WT e
mutantes UT-A2T17%Y e UT-A2T3% foi avaliada através do método de biotinilagao
com o kit EZ-Link Sulfo-NHS-Biotinylation (codigo 21425, Thermo Fisher Scientific),
de acordo com a recomendacdo do fabricante e com algumas modificagdes
padronizadas no laboratério.

Um cuidado que devia ser seguido durante o processo de biotinilagdo para
marcacdo das proteinas de membrana de o6citos era a diluigdo das solugdes
preparadas de PBS e TBS (Tris Buffered Saline), do kit de biotinilagao, para adequar
a osmolaridade dessas solugdes com a osmolaridade plasmatica das ras Lithobates
(195 mOsmois) de modo a evitar a exposi¢cdo dos odcitos a um meio hiperosmético.

Para o processo de biotinilagéo foi utilizado 20 oécitos de cada grupo (odcitos
injetados com cRNA para expresséo de UT-A2"T e mutantes UT-A2T178Y oy UT-
A2T%38V versus o6citos injetados com H20, controle) foram incubados com biotina
diluida em PBS na concentragéo de 0,24 mg/mL durante 1 hora, a 4°C, sob agitagéo
constante. Apds a incubagdo com biotina, os oécitos foram lavados com TBS
durante 5 min, sob agitacdo constante, e, entio, lisados com uma solucéo de lise
(TBS, Triton X-100, inibidor de protease livre de EDTA). O lisado obtido foi
centrifugado e apenas o sobrenadante foi separado e misturado com avidina
(NeutrAvidin gel, do Kit de biotinilagéo) para possibilitar a interacéo da avidina com a
biotina. Essa interagéo é uma das interagdes n&o-covalentes mais fortes até entdo
conhecida e possibilita a obtengéo das proteinas de membrana biotiniladas através
de uma coluna de separagdo (Spin X column do Kit EZ-Link). Depois desse




processo de biotinilagéo, as amostras de proteinas biotiniladas dos odcitos de cada

grupo foram analisadas por experimentos de Western blot.

3.8.2 Western blot

As amostras das proteinas biotiniladas dos oocitos de cada grupo foram
separadas por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide gel
Electrophoresis), em gel de poliacrilamida 12% de acordo com o seu peso molecular
e, posteriormente, transferidas para uma membrana de filtracdo PVDF (difluoreto de
polivinilideno). Sequencialmente, a membrana foi bloqueada com uma solugéo 5%
de leite desnatado (Molico, Nestle, Vevey, Suica) em TBST (TBST-B) durante 1 h,
temperatura ambiente e, ent&o, incubadas com o anticorpo primario monoclonal
especifico — anti-cMyc isolado de camundongo (cédigo 40-0603, Invitrogen) na
razéo de 1:1000 (1 uL de anticorpo para 1mL de TBST-B) — para as proteinas de
interesse, a 4°C, overnight.

A deteccéo da proteina expressa na membrana plasmatica dos odcitos de
Lithobates depende da especificidade do anticorpo primario. Como os anticorpos
primarios comerciais utilizados para detectar UTs n&o s&o tdo especificos, o
laboratério incluiu a adigdo de um epitopo pequeno — c-Myc tag (EQKLISEEDL) na
terminagdo C da proteina mUT-A2, contra a qual existe anticorpo monoclonal
altamente especifico (anti-cMyc). Essa abordagem permite a realizacdo de uma
analise comparativa dos niveis de expressao da proteina mUT-A2YT e mutantes
MUT-A2T178V e UT-A2T338V 3 que essas proteinas compartilham este epitopo.

Apds incubagdo com o anticorpo primario, a membrana foi lavada em TBST
durante 30 min, sob agitagéo constante, temperatura ambiente e incubada com o
anticorpo secundario anti-camundongo (isolado de cabra e que reconhece o
anticorpo produzido pelo camundongo) (codigo 04-15-06, KPL, Gaithersbug, MD)
durante 1 h, sob agitagéo constante, temperatura ambiente. Em sequéncia, a
membrana foi lavada em TBST durante 30 min, sob agitag&o constante, temperatura
ambiente. Para deteccdo da expressao proteica, a membrana foi incubada com
Substrato quimioluminescente do kit Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate

(cédigo 32132, Thermo Fisher Scientific) e revelada no equipamento de
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quimioluminescéncia Amersham Imager 600 (codigo 29013461, GE Healthcare,
Chicago, IL) (KABUTOMORI et al., 2018; MUSA-AZIZ; BORON; PARKER, 2010).

3.9 Medidas de permeabilidade osmética a agua

A medida de permeabilidade osmética a agua (Pr) de odcitos que foram
injetados com cRNA para expressdo de UT-A2WT e mutantes UT-A27'78V ou UT-
A2T338Y versus obcitos controle foi determinada através de um ensaio volumétrico
utilizando um microscépio equipado com uma cémera de video que possui um
software que nos permite calcular a porcentagem de inchamento celular de o6citos
expostos a uma solugéo hipoténica (MUSA-AZIZ et al., 2009; GEYER et al., 2013;
KABUTOMORI et al., 2018).

Brevemente, 10 odcitos de cada grupo foram colocados em uma placa de
petri contendo solugédo ND96 controle hipoténica, com osmolaridade reduzida de 195
para 70 mOsm/L H20, e imagens de video foram coletadas a cada 1 s durante 1
min, obtendo uma variagéo da area de projegdo de cada odcito ao longo do tempo.
Considerando o o6cito como sendo uma esfera com uma area total (S) 8-vezes
maior do que a area da esfera projetada, a Pr é calculada de acordo com a equagéo:

AT A
d dt xS x AOsmxV,,

onde Vo € o volume inicial do odcito, d(V/Vo) / dt é a taxa maxima do aumento

fracional de volume ao longo do tempo, AOsm é o gradiente osmoético através da

membra e Vw & o volume molar da Hz0.
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3.10 Estatistica

Os resultados foram apresentados como médias + erro padrdo. O (n) se
refere ao nimero de odcitos. A diferenga entre 2 valores médios foi comparada
utilizando o test t de Student, ndo pareado. Quando comparado mais de 2 grupos foi
utilizada Analise de Variancia (one way ANOVA), seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), através do software Kaleida Graph (verdo 4, Synergy

Software). P<0.05 foi considerado estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sequenciamento do cDNA mUT-A2VT c-Myc

A sequéncia de cDNA, obtida a partir da leitura realizada pela Central
Analitica IQ/USP, foi traduzida em sequéncia de aminoacidos utilizando a plataforma

Expasy Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/).

Para analisar a integridade e a identidade do mUT-A2WT c-Myc, a sequéncia
de aminoacidos obtida foi comparada a uma sequéncia padrédo de UT-A2 descrita
para a espécie Mus musculus (encontrada na plataforma National Center for
Biotechnology Information — NCBI). Essa comparagéo foi realizada a partir do
alinhamento das duas sequéncias de aminodacidos utilizando o programa Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

Como é possivel observar na figura 11, a sequéncia do mUT-A2"T c-Myc n&o
apresenta grandes diferengas em relagdo a sequéncia padrdo de UT-A2,

confirmando sua integridade e sua identidade.

Ainda é possivel confirmar a presenga da sequéncia EQKLISEEDL, que
corresponde ao epitopo c-Myc adicionado a regido C-terminal do mUT-A2

(destacado em verde).
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Figura 11 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos padronizada para UT-A2 de Mus
musculus com a sequéncia de mUT-A2"T. Em verde esta destacado a sequéncia do epitopo

c-Myc

UT-A2_ Mus musculus
mUT-A2_ cMyc

UT-A2 Mus_musculus
muT-A2_ cMyoc

UT-A2 Mus musculus
muT-A2 cMyc

UT-A2_Mus_musculus
mUT-A2 cMyc

UT-A2 Mus musculus
mUT-A2 cMyc

UT-A2 Mus_musculus
mUT-A2 cMyc

UT~-A2 Mus musculus
mUT-A2 cMyc

Fonte: (Arquivo Pessoal)
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4.2 Sequenciamento dos cDNAs mutantes
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A substituicdo dos residuos de Thr T172 e T338 por residuos de Val foi

confirmada a partir do sequenciamento dos cDNAs obtidos ao final do experimento

de mutagio.

As sequéncias de aminoacidos dos mutantes mUT-A2T178Y & mUT-A2T338

foram comparadas por alinhamento (como descrito no item 4.1) com a sequéncia de

aminoacidos do mUT-A2WT ¢c-Myc, utilizado com cDNA template para a mutacéo

(Fig.12).




Figura 12 — Alinhamento de parte da sequéncia de mUT-A2WT (template) com a sequéncia
dos mutantes mUT-A27"% ou mUT-A2T%%", Em verde est4 evidenciado o éxito
dos residuos de Thr pela Val

mUT-A2 template
mUT-A2_T176V

: mUT-A2 template
3 mUT-A2 T338vV

T176V

|

HGYNGVLVGLLMAVF SDKGNYYWWLLLPVIVMSMTCPILS SALSTVFSKWDL LPFN
HGYNGVLVGLIMAVF SDKGNYYWWLLLPVIVMSMTCPILS SALSTVFSKWDL PFN
HRARRREKRARRE R REERRRRARRR R I AR AR RRR RN AR RS R dh

YVITWOTHLLATACALFAAYLGAALANML, SVFGLPm PFCLSALTFLLLTSNNPAIYK

YVITWQTHLLATACALFAAYLGAALANMLSVFGLP PFCLSALTFLLLTSNNPATIYK
REIRRRAAIARRRIRA AR RN RS IR R AR IR A IR NR R R RARR ARk A R AR AR R Rk

T338V

Fonte: (Arquivo Pessoal)

Depois de confirmar que a mutag&o dos residuos de Thr pela Val foi efetiva,
; ou seja, que houve a geragéo dos mutantes mUT-A2T178Y @ mUT-A2T338V 4 partir de
mUT-A2WT  foram realizados experimentos para avaliar a expressdo das proteinas
i WT ou mutantes em odcitos de Lithobates, assim como o efeito da mutag&o no

transporte facilitado de agua pelo mUT-A2, quando expresso em odcitos.
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4.3 Andlise da expressdo da proteina mUT-A2"T e mutantes mUT-A2T178V ¢
mUT-A2T%V na superficie de odcitos de Lithobates

A Thr é um aminoécido polar, sem carga, que possui um grupo hidroxila na
cadeia lateral com caracteristica hidrofilica. A Val & um aminoacido apolar, sem
carga, que, diferentemente da Thr, n&o possui o grupamento hidroxila na cadeia
lateral (Fig. 13), tendo caracteristica hidrofébica. Portanto, a substituicdo de um
amino&cido polar como a Thr por um amino&cido apolar como a Val em mUT-A2,
4 aumenta a hidrofobicidade do poro monomérico para ureia.
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Figura 13 — Representacéo dos aminodcidos Treonina e Valina

COO- COO
HaNE g H HsN*——c__H
H___¢. =8 !;
CH, Cﬁ, CH;
Treonina Valina

Fonte: Adaptado de Lehninger (2008).

Com base nas caracteristicas dos aminoacidos Thr e Val, neste trabalho,
decidimos mutar as Thr T176 ou T338 da regido Sm do filtro de seletividade no poro
monomeérico da proteina mUT-A2WT pela Val com o intuito de avaliar a importancia
desses residuos na expresséo da proteina na membrana dos odcitos de Lithobates
e no transporte de agua.

Para verificar a expresséo das proteinas na membrana plasmatica, os odcitos
foram injetados com cRNA para expressdo de mUT-A2WT e mutantes mUT-A2T176V
ou mUT-A2™%V (todos com o c-Myc na terminacdo C). Foram realizados
experimentos de biotinilagdo que permitem a marcac&o e o isolamento exclusivo de
proteinas expostas na superficie celular. Com as amostras obtidas, realizamos
experimentos de Western blot, utilizando o anticorpo primario especifico anti-cMyc.

Nossos experimentos demonstraram que os odcitos de Lithobates, apds a
injecéo de cRNA, sdo capazes de expressar mUT-A2WT e mutantes mUT-A2T17¢V oy
mUT-A27338Y na membrana plasmatica devido & presenca de bandas ao redor de 43
kDa e de 100 kDa, que correspondem, respectivamente, ao peso molecular das
formas monomérica e trimérica da proteina UT-A2 j& descrita (Fig. 14).

O peso molecular da proteina mUT-A2 é de 34 kDa (quando esta proteina
n&o possui glicosilagdo) (MACIVER et al., 2008) e de 43 kDa (mais pesada, quando
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a proteina possui glicosilagdo no sitio especifico) (POTTER; STEWART: SMITH,
2006).

Portanto, os resultados de Western blot indicam que, apods injegdo de cRNA
para expressao da proteina mUT-A2"WT, mUT-A2T78Y ou mUT-A2733%V, a maquinaria
intracelular do odcito de Lithobates foi capaz de reconhecer e traduzir o cRNA em
proteina e expressar a proteina mUT-A2WT, mUT-A2T178V oy mUT-A2T338V ng
membrana plasmatica. Como a banda correspondente ao monémero da proteina foi
detectada ao redor de 43 kDa, nossos resultados também indicam que a proteina
expressa no oocito foi glicosilada (POTTER; STEWART: SMITH, 20086).

Assim sendo, a mutagéo dos residuos de Thr pela Val ndo prejudicou a
expressdo das proteinas mutantes na membrana plasmatica dos odcitos, uma vez
que, as canaletas correspondentes a essas proteinas no resultado de Western blot
apresentam bandas com uma densidade semelhante aquela das bandas da proteina
WT. Portanto, os resultados indicam que a auséncia dos residuos de Thr n&o alterou
o trafego da proteina para a membrana, nem sua ancoragem.

Alem disso, ndo foram observadas bandas na coluna referente aos oécitos
controle, injetados com H20, confirmando assim, que os oocitos de Lithobates ndo
apresentam expresséo endégena de UT-A2WT. Esse resultado pode ser visto na

coluna correspondente & H20.
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Figura 14 — Anélise de Western blot com as proteinas isoladas da membrana de odcitos de
Lithobates para a detecgéo das proteinas mUT-A2"T e mutantes mUT-A2T178V @ mUT-A27338Y
utilizando anticorpo monoclonal anti-cMyc

100 —» [rimero
50
37 Monémero Glicosilado
kDa

H,O UT-A2 UT-A2 UT-A2
T176V T338V

4.4 Analise da Pr dos odcitos de Lithobates injetados com cRNA para a
expressdo de mUT-A2"T e mutantes mUT-A2T178Y oy mUT-A2T338V

Depois de confirmar a expresséo proteica de mUT-A2VT e mutantes mUT-
A2T178V ou mUT-A278V na membrana plasmatica dos od6citos de Lithobates e a
auséncia da expresséo de UT-A2 nos obcitos controle foram realizados
experimentos de Pr dos o6citos injetados com cRNA para a express&o de mUT-A2WT
para avaliar o efeito da proteina no transporte de 4gua através da membrana dos
odcitos. Em adigéo, foi avaliado o efeito da mutagéo dos residuos de Thr para a Val
no possivel transporte de &gua facilitado por mUT-A2, quando expresso nos o6citos.

Os resultados mostram que o6citos injetados com cRNA para express&o de
mUT-A2"T na membrana plasmatica apresentam uma Py significativamente maior

quando comparada com aquela dos oocitos controle, injetados com H20, ou os
odcitos injetados com cRNA para a expressdo dos mutantes mUT-A2T178Y oy mUT-
A2T%8Y (Fig. 15). Assim, nossos resultados demonstram que a proteina mUT-A2WT &
capaz de transportar agua, além de transportar ureia. Portanto, a substituicido do
residuo de Thr por Val na posigdo T176 ou T338, afetou significativamente o
transporte de &gua, indicando que os residuos conservados de Thr no filtro de
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seletividade do poro monomérico sdo essenciais para o transporte facilitado de agua
através da proteina mUT-A2. Como a agua, assim como a ureia, € uma molécula
polar, um aumento da hidrofobicidade do poro monomérico em mUT-A2 tende a
interferir com o transporte de agua.

Outros estudos realizados com as proteinas hUT-B e bUT-B expressas em
obcitos de Xenopus demonstraram que a mutacdo dos residuos de Thr pelos
residuos de Val diminui significativamente a permeabilidade a ureia dessas
proteinas por aumentar a hidrofobicidade do poro (GEYER et al 2013; LEVIN et al.,
2012). Acreditamos que o transporte de agua pelo mUT-A2, semelhante ao
transporte de ureia, depende da interagdo das hidroxilas presentes na cadeia lateral
dos residuos de Thr T176 e T338 com as moléculas de agua na regido Sm do filtro
de seletividade do poro monomérico.

Figura 15 — Grafico que ilustra a Pr para mUT-A2"T mUT-A2T7% e mUT-A2™%V versus
odécitos controle
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os odcitos de Lithobates foram uma ferramenta Gtil no estudo das nossas
proteinas de membrana. Por serem células grandes com 1,3 mm de diametro
(facilita o seu manuseio), resistentes (sobrevivem apds a insercdo de uma
micropipeta de vidro para a injegédo de um volume de cRNA ou Hz20) e capazes de
expressar proteinas heterélogas, permitiram o estudo isolado da expressao e fungéo
das nossas proteinas de membrana (sem a interferéncia de outras proteinas
presentes no tecido original).

Os ensaios de Western blot obtidos demonstram que os odcitos de
Lithobates, ap6s injegéo de cRNA para a expressdo das proteinas mUT-A2WT mUT-
A2T178V ou mUT-A2T338Y s80 capazes de traduzir e expressar essas proteinas na
membrana plasmatica e que a mutagdo dos residuos de Thr nas posi¢des T176 e
T338 pela Val n&o interfere na expressdo das proteinas mutantes (mUT-A2T178V oy
mUT-A27338V ) ha membrana dos odcitos de Lithobates.

A analise da medida da permeabilidade osmética a agua demonstra, pela
primeira vez, que os odécitos de Lithobates injetados com cRNA para mUT-A2WT ¢-
Myc possuem permeabilidade osmética a agua significantemente maior que aquelas
dos odcitos controle ou mutantes (MUT-A2T'7Y ou mUT-A27338Y). Portanto, nossos
resultados confirmam a permeabilidade & agua de mUT-A2WT — sugerindo que essa
proteina pode estar envolvida com o transporte de agua ao longo do segmento
descendente fino da algca de Henle, sendo importante para o mecanismo de
concentrag&o urinaria (conservagdo da agua no organismo) — e indicam que as Thr
conservadas T176 e T338 no filtro de seletividade estdo envolvidas com a passagem
de agua através do poro monomeérico de mUT-A2 VT,

Se a permeabilidade a agua observada para o mUT-A2"T em odcitos de
Lithobates for compativel com a fungéo desta proteina no segmento descendente
fino da alga de Henle (que apresenta permeabilidade & agua mas néo apresenta
expressdo dos canais para agua AQP1), entédo, a permeabilidade a agua do UT-A2
neste segmento contribuiria para a formagéo de uma urina concentrada, sendo este

mecanismo importante para a conservagéo da agua no organismo.
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