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Resumo

As aquaporinas (AQPs) sdo proteinas intrinsecas de membrana, fisiologicamente
importantes, que transportam agua (aquaporinas ortodoxas) e também, em alguns casos,
outros pequenos solutos como o glicerol (aquagliceroporinas). Em mamiferos, treze
aquaporinas (AQP0-AQP12) sdao conhecidas até a data, sendo diferencialmente expressas
em diversas células e tecidos. Recentemente, foram encontradas evidéncias em ratinhos e
posteriormente em humanos obesos, que a deficiéncia da AQP7 esta relacionada com
obesidade por causar hipertrofia dos adipdcitos. Além desta e de outras patologias
associadas as restantes AQPs, verificou-se ainda que a AQP3 facilita a migragdo ¢
proliferacdo das células epidérmicas, o que indica um importante papel na carcinogénese
cutanea.

Face a diversidade de patologias associadas a disfuncdo das diferentes
aquaporinas, este trabalho pretendeu criar um sistema de expressdo heterdloga, na
levedura Saccharomyces cerevisiae, ideal para caracterizar funcionalmente aquaporinas,
em particular a AQP3 ¢ AQP7, bem como testar o efeito de compostos capazes de
modular a sua actividade. Para esse efeito, a partir da estirpe de S. cerevisiae YSH 1770
foram criadas duas estirpes que sobre-expressam individualmente as aquaporinas de
mamifero AQP3 e AQP7. Apés a expressdo e confirmagdo da sua localizagdo celular,
procedeu-se a caracteriza¢do da sua fungdo através da determinagdo dos coeficientes de
permeabilidade a agua e ao glicerol e das respectivas energias de activagdo do transporte,
utilizando a técnica de interrup¢do brusca de fluxo ¢ medindo a variagdo do volume
celular apds a aplicagdo de um gradiente de pressdo osmoética com soluto impermeante
(sorbitol para permeabilidade a agua) ou permeante (glicerol para permeabilidade ao
glicerol). O efeito de um inibidor especifico para aquagliceroporinas, o Auphen, mostrou
um decréscimo do transporte de agua e do transporte de glicerol das estirpes
transformadas, validando este sistema de expressdo heteréloga como modelo celular para

o rastreio de compostos moleculares ¢ de mecanismos de regulagdo de aquaporinas.

Palavras-chave: aquaporina-3, aquaporina-7, expressdo heterdloga, Saccharomyces

cerevisiae, Auphen
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Abstract

Aquaporins (AQPs) are intrinsic membrane proteins, physiologically important,
that transport water (orthodox aquaporins) and also transport, in some cases, other small
solutes such as glycerol (aquaglyceroporins). In mammals, thirteen aquaporins (AQPO -
AQP12) are known, being differentially expressed in diverse cells and tissues. Recently,
evidences that AQP7 deficiency is associated with obesity were found in null mice and
later in obese humans, who showed adipocytes hypertrophy. In addition to this and other
diseases associated with other AQPs, it was found that AQP3 facilitates migration and
proliferation of epidermal cells, suggesting an important role in skin carcinogenesis.

Given the diversity of pathologies associated with dysfunction of the different
aquaporins, this work aims to create a system for heterologous expression in yeast
(Saccharomyces cerevisiae) that could serve to functionally characterize aquaporins, and
in particularly, the AQP3 and AQP7, as well as, to test the effect of compounds that
modulate its activity. For that purpose, from the strain S. cerevisiae YSH 1770 were
created two strains, overexpressing mammalian AQP3 and AQP7 individually. After
expression and confirmation of its cellular localization, we proceeded to the functional
characterization by determining the water and glycerol permeability coefficients and the
respective activation energies of transport, using the stopped-flow technique and
measuring the cell volume change after the application of an osmotic pressure gradient
with impermeant solute (sorbitol for water permeability) or permeant solute (glycerol for
glycerol permeability). The effect of a specific inhibitor for aquaglyceroporins, Auphen,
showed a decrease in water and glycerol transport of transformed strains, validating this
heterologous expression system as cellular model for screening of molecular compounds

and regulation mechanisms of aquaporins.

Keywords: aquaporin-3, aquaporin-7, heterologous expression, Saccharomyces

cerevisiae, Auphen
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1. A agua como componente fundamental das células

A agua possui um papel crucial para a vida devido as suas propriedades fisicas e
quimicas Unicas. Todos os processos bioquimicos e fisioldgicos de um organismo dependem da
presenca de agua, sendo esta o componente fundamental na manuten¢do da sua homeostase [1].

Nas células eucaritticas, a agua encontra-se distribuida pelos vérios compartimentos
intracelulares separados entre si por membranas intracelulares e do meio extracelular pela
membrana plasmatica (Figura 1.1 A). Todas estas membranas de composi¢do bilipidica sdo
normalmente impermeaveis a maioria dos solutos polares e/ou carregados (cuja passagem ¢
facilitada através de canais membranares especificos) tendo caracteristicas de selectividade
distintas. No entanto estas membranas sdo permeaveis a agua, sendo entdo propostas trés vias de
transporte desta: i) por difusdo simples, através da bicamada lipidica; ii) por transporte passivo
associado ao transporte de ides e solutos e iii) por canais especificos para a agua [2].

Actualmente sabe-se que a maioria das células de um organismo possui proteinas
especificas — as aquaporinas — que conferem a membrana uma permeabilidade a agua de cerca
de 5 a 10 vezes superior as membranas que ndo possuem estas proteinas, onde o transporte de
agua apenas ocorre por difusdo simples através da camada bilipidica e/ou por transporte
associado a outros solutos (Figura 1.1 B) [3]. As aquaporinas permitem um transporte

bidireccional de agua rapido, selectivo e regulado, em resposta a gradientes osmoticos [2].

Meio extracelular

Meio intracelular

Aquaporinas

2% Camada bilipidica

>3 Co-transporte

Se=

Figura I.1 — A. Representacdo esquematica de uma célula eucariotica animal. B. O transporte de agua
através da membrana plasmatica e das membranas intracelulares pode ser feito por difusdo simples, co-
transporte passivo ou extremamente facilitado pela presenga de canais especificos — aquaporinas.
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2. Descoberta das aquaporinas — Perspectiva historica

Os primeiros estudos sobre o transporte de agua tiveram inicio na década de 50quando
Solomon verificou que a alta permeabilidade doseritrécitos a dgua, quando sujeitos a um
gradiente de pressdo osmotica, ndo poderia ser s6 devida a permeabilidade difusional (através
da via lipidica) [4]. Anos mais tarde, em 1970, Robert Macey observou que a energia de
activagdo para o transporte de agua através das membranas destas célulasera baixa e que este era
fortemente inibido por reagentes mercuricos, mas que essa inibicdo era reversivel pela ac¢do de
agentes redutores [5,6]. Estas observacdes confirmaram a presenga de canais e sugeriram o
envolvimento de grupos sulfidrilo (SH) no transporte de agua, apesar de nesta altura ainda

nenhum canal de dgua ter sido identificado.

2.1.Identificacio de um canal de agua - CHIP28

Em 1987, Peter Agre e colegas investigavam a presen¢a do antigénio Rh em membranas
de eritrocitos e obtiveram uma banda secundaria num gel SDS-PAGE com um peso molecular
aproximado de 28 kDa. Inicialmente consideraram ser um produto da degradagdo do antigénio
[7], mas rapidamente chegaram a conclusdo que esta proteina para além de ser abundante em
eritrocitos também o ¢ em tibulos renais, o que ndo deixava de ser intrigante [8]. Ainda assim, a
sua fungdo bioldgica continuava desconhecida.

Em 1991 foi confirmada a organizagdo tetramérica da proteina membranar e que, de
facto, ndo esta relacionada de todo com o antigénio Rh [9]. Por outro lado, a analise da sua
sequéncia revelou uma forte homologia com a proteina MIP26 da membrana celular do
cristalino de bovino descrita em 1984 por Gorin [10], precursora da familia de canais
membranares MIP (Major Intrinsic Protein). Estes resultados sugeriram que esta proteina de 28
kDa pertence a uma familia de canais proteicos transmembranares permeaveis a pequenos
moléculas [11]. Na altura, esta proteina recebeu o nome de CHIP28 (CHannel-forming Integral
Protein of 28 kDa).

O ponto de viragem na historia da descoberta das aquaporinas teve lugar apos a
clonagem e expressdo da proteina CHIP28 em o6ocitos de Xenopus laevis. Neste sistema, ao
introduzir um choque osmético hipotonico, a expressdo da CHIP28 levou a um significante
aumento do volume celular seguido de ruptura dos odcitos, em comparagdo com Oocitos
controlo [12]. A proteina CHIP28 foi entdo identificada como um canal de agua ¢ a alta
permeabilidade a agua dos eritrdcitos, até a data inexplicavel, foi atribuida a presenca destas

proteinas na membrana celular. Actualmente a proteina CHIP28 é conhecida por aquaporina-1

(AQP1).
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Mais tarde, todo o trabalho desenvolvido por Peter Agre e seus colegas na descoberta da

AQP1 foi reconhecido com o prémio Nobel da Quimica em 2003 [13].

3. Aquaporinas e aquagliceroporinas

Imediatamente a seguir a descoberta da AQP1 por Peter Agre, um outro investigador
observou que outro membro da familia das aquaporinas (AQP3) para além de apresentar
permeabilidade a 4gua, também transportava pequenos solutos ndo carregados como o glicerol e
ureia [14]. Esta descoberta criou a classificacdo actual desta familia de proteinas membranares,
de acordo com a sua selectividade, em aquaporinas ortodoxas (quando apenas transportam agua)
e aquagliceroporinas (quando para além de agua também transportam outros pequenos solutos).
De facto, a lista de substancias que s@o capazes de permear as diferentes aquaporinas tem
aumentado ao longo do tempo. Recentemente, para além de agua e glicerol, foi descrito o

transporte também de arsenito [15], amoniaco [16, 17] e perdxido de hidrogénio [18].

As aquaporinas sdo encontradas em todos os organismos vivos dos varios reinos
(archaea, eubacteria, fungi, plantae e animalia) devido a extrema necessidade da regulagédo da

homeostase celular [19]. O numero de aquaporinas expressas varia de organismo para

organismo:

i) Em Escherichia coli encontra-se apenas um gene codificante para um canal de
agua ortodoxo (AQPZ) e um gene codificante para um transportador de glicerol
(GIpF) [20, 217];

ii) Em Saccharomyces cerevisiae encontram-se dois genes codificantes para
aquaporinas ortodoxas (AQY1 e AQY2) e dois genes geneticamente
relacionados com aquagliceroporinas (YfI054c e Fpsi) [22, 23];

iii) Em mamiferos sdo conhecidas, até a data, treze isoformas diferentes desta

familia (AQP0-AQP12), entre elas aquaporinas ortodoxas e aquagliceroporinas,
sendo diferencialmente expressas em diferentes células e tecidos. A Tabela 1.1

resume as principais localizagdes das aquaporinas de mamifero conhecidas.
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Tabela 1.1 — Distribui¢@o nos principais tecidos onde as aquaporinas de mamifero sdo maioritariamente
expressas e sua classificagdo de acordo com a selectividade. Adaptado de [24].

Aquaporina Permeabilidade Localizacao

AQPO H,O Células fibrosas do cristalino

AQPI H,0 Tu.b}11.0s renais, eritrocitos, endotélio, endotélio corneano,
epitélio ciliar

AQP2 H,O Ducto colector renal

AQP3 H,0, glicerol Dugto colector renal, epiderme, epitélio das vias respiratorias,
bexiga
Astroglia no cérebro e espinal medula, ducto colector renal,

AQP4 H,0 L ) . N \
epitélio glandular, misculo esquelético, estomago, retina

AQPS5 H,O Epitélio glandular, trato gastrointestinal, epitélio corneano

AQP6 H,O0, anides Células intercalares do tubo colector do rim

AQP7 H,0, glicerol Tecido adiposo, testiculos, tubulo proximal do rim

AQP8 H,0 Flgad?, pancreas, intestino, glandulas salivares, testiculos,
coragao

AQP9 H,0, pequenos solutos  Figado, leucdcitos, testiculos, cérebro

AQP10 H,0, glicerol Intestino delgado

AQP11 ? Rim, figado

AQP12 ? Células acinarespancredaticas

Devido a grande diversidade de tecidos onde sdao encontradas as aquaporinas, o papel de

facilitar o transporte de agua e/ou solutos através das membranas plasmaticas é entdo importante

em varios processos fisiologicos, tais como: secre¢do de fluido glandular, mecanismo de

concentracdo urindria, excitabilidade neuronal, metabolismo dos lipidos, hidratagdo epidérmica,

balango de 4gua no cérebro entre outros [25].

3.1. Estrutura tridimensional

Com a descoberta da AQP1 em 1992 comecaram a surgir as primeiras questdes sobre a

sua estrutura, como por exemplo, quais as propriedades do poro e que tipo de aminoacidos

determinam a selectividade para a agua e para outros solutos. Em 2001, foi determinada

umaestrutura tridimensional da AQP1 (Bos taurus) refinada de alta resolugdo a 2.2 A que

permitiu obter respostas para estas questdes [26].
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Figura 1.2 — Estrutura tridimensional de alta resolugdo (2.21&) da AQPI1 de bovino (bAQP1). (A) Vista
lateral e (B) Vista de cima e de baixo, respectivamente. Adaptado de [27].

Na Figura 1.2 ¢ possivel observar a unidade funcional da bAQP1. E constituida por
quatro monomeros em que cada um deles possui um poro responsavel pelo transporte de agua,
ou seja, no total, uma aquaporina funcional possui quatro poros independentes. Curiosamente, o
poro central do homotetramero, formado pela jun¢do dos quatro monémeros, ndo transporta
moléculas de dgua mas tem sido relacionado com o transporte de gases como o 6xido nitrico e
moléculas de oxigénio na AQP4 [28].

Cada um dos mondmeros destas proteinas ¢ constituido por seis hélices-a
transmembranares conectadas por 5 ansas que se re-arranjam tridimensionalmente para formar o
poro por onde as moléculas de agua sdo transportadas (Figura 1.3). As ansas B e E contém uma
zona altamente conservada de trés aminodcidos, conhecida por motivo NPA (Asparagina-

Prolina-Alanina) que se acredita ser a chave para a selectividade destas proteinas.

HoN D COOH

Figura 1.3 — O mondémero da AQP1 ¢ constituido por seis hélices transmembranares (1-6) conectadas por
cinco ansas (A-E). As ansas B ¢ E formam o filtro de selectividade, onde se encontram os motivos NPA
(Asn-Pro-Ala). Adaptado de [29].
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Cada mondmero, para além do motivo NPA (também conhecido como filtro de
exclusdo de cargas) possui ainda outro filtro de selectividade responsavel pela exclusdo através

do tamanho (ar/R), na regido central do poro (Figura 1.4) [26, 27].

Cys191 . Ts Arg197

ar/R  Hisie2 L ™\ lle193
prisa e D ™ Phe24

) A "a&?' 1T Asn194

NPA Val178 Mg &l Asn78

lle174

Gly7a /7 S A4

.,.HJ - Rt
et

Figura 1.4 — Vista detalhada da regido do poro da bAQP1 onde se podem encontrar os dois filtros de
selectividade. A vermelho encontram-se representados os residuos hidrofilicos (capazes de estabelecer
ligacdes com as moléculas de 4gua) e a amarelo encontram-se representados os residuos hidrofobicos.
Adaptado de [27].

FILTRO DE EXCLUSAO DE CARGAS — MOTIVO NPA

Na Figura 1.4 podemos observar com mais detalhe a constitui¢do interna do poro da
bAQP1, em particular a posi¢ao chave do motivo NPA. As duas meias hélices formadas pelas
ansas B e E t€m caracteristicas especiais de dipolo, com os polos positivos direccionados para o
interior do canal. O campo electrostatico resultante obriga a reorientacdo dos dipolos das
moléculas de agua, de modo a que o 4tomo de oxigénio destas se aproxime dos grupos amido
dos residuos de asparagina das sequéncias NPA. A zona de potencial electrostatico positivo
favorece a formagao de pontes de hidrogénio, em oposicao as hélices que se encontram do lado
oposto do poro que sdo constituidas por residuos hidrofobicos, que sdo pouco favoraveis para a
interac¢cdo com as moléculas de agua [27].

A zona de potencial electrostatico positivo permite que as moléculas de agua, a entrada
no canal, quebrem as ligacdes de hidrogénio que estabelecem entre si € formem primeiro uma e
depois duas ligacdes novas com as cadeias laterais das asparaginas. Esta zona ¢ assim

responsavel pela correcta orientagdo das moléculas de agua através das paredes do canal,
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garantindo uma corrente de moléculas de agua através do poro (Figura 1.5), o que elimina a
possibilidade do transporte de protdes. Esta exclusdo ¢ determinante para a manutencdo do

potencial de membrana [27, 30].

(3 [
. o +

-3
(8

Figura 1.5 — Representagdo esquematica do mecanismo de transporte de agua através da bAQP1. As
moléculas de agua atravessam o canal por formacao e quebra de pontes de hidrogénio com os residuos de

asparagina que pertencem ao motivo NPA. Adaptado de[30].

FILTRO DE EXCLUSAO DE TAMANHO (AR/R)

Este filtro ¢ constituido fundamentalmente por residuos aromaticos e argininas e forma
a regido mais estreita do poro (Figura 1.4). A existéncia de aquaporinas que conseguem
transportar diferentes moléculas, como o glicerol (aquagliceroporinas) esta directamente
relacionada com as diferencas estruturais do filtro ar/R.

A comparagdo da estrutura tridimensional da AQP1 (selectiva para a agua) com a
estrutura homologa do canal de glicerol GIpF de E. coli, determinada em 2000 [31] demonstra
que a constituicdo dos seus filtros de selectividade é, de facto, diferente. Na Figura 1.6 esta
representada a comparagdo do filtro ar/R numa aquaporina ortodoxa (hAQP1) ¢ no canal de
glicerol de E. coli (GlpF), onde as diferengas estercoquimicas das cadeias laterais dos
aminoacidos determinam o tamanho daquela regido. Em aquaporinas ortodoxas o didmetro deste
local (cerca de 2.8A) ¢ determinado pelos quatro residuos que o constituem: Phe56, His180,
Cis189 e Argl95 (na hAQP1) enquanto que no canal GIpF de E. coli, e naturalmente nas
restantes aquagliceroporinas, o didmetro é necessariamente maior € o seu ambiente menos polar

para conseguir acomodar uma molécula de glicerol (3.4 A) [32].
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R195

c189

w48 G191

Figura 1.6 — Comparagdo do arranjo tridimensional da regido ar/R do canal GlpF de E. coli (a) e da
hAQP1 (b). O circulo representa o didmetro de uma molécula de glicerol. Adaptado de [32].

3.2. Aquaporinopatias

A observagao do fendtipo de ratinhos geneticamente modificados com knock-out de
determinadas aquaporinas revelou fungodes fisioldgicas muito importantes no aparecimento e
desenvolvimento de vérias patologias, como epilepsia, edema cerebral, glaucoma, cancro e
obesidade [33]. No contexto deste trabalho, apenas sdo relevantes as patologias que

recentemente tém sido relacionadas com AQP3 ¢ AQP7.

AQUAGLICEROPORINA-3

Tem sido reportado que a AQP3 ¢é expressa em células epiteliais do rim, vias
respiratorias e pele [24]. O papel da AQP3 na reabsorc¢do de agua e hidratagdo da pele tem sido
amplamente discutido [34] apos ter sido observado que a expressdio da AQP3 em ratinhos
favorece a hidratagéo ¢ elasticidade da pele, bem como a cicatrizagdo de feridas [35].

No entanto, estudos recentes observaram uma expressdo aumentada da AQP3 em
diferentes tumores malignos, sobretudo em tumores agressivos [36]. Posteriormente, verificou-
se que ratinhos knock-out de AQP3 eram resistentes a formacdo e desenvolvimento de tumor
epidermal (Figura 1.7) e concluiram que o transporte de glicerol através da AQP3 ¢ necessario
para manter os niveis de glicerol intracelulares elevados para a produgdo de ATP. A elevada
producdo de ATP facilita o crescimento, proliferagdo e sobrevivéncia das células tumorais, e
assim, em ratinhos knock-out cujo contetudo celular de glicerol esta diminuido, a biossintese de

ATP é inibida [37].
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+i+ AQP3 -/-

Figura I.7— Observacdo de multiplos papilomas em ratinhos selvagem(+/+) mas ratinhos knock-out(-/-) de
AQP3 sdo resistentes ao desenvolvimento de papilomas. Adaptado de [37].

AQUAGLICEROPORINA-7

Em relagio a AQP7, a sua principal localizagdo ¢ no tecido adiposo (Tabela I.1) onde a
sua expressdo € regulada pela insulina e se pensa ser responsavel pelo efluxo de glicerol em
situagdes de hipoglicémia [38]. O glicerol resultante da lipdlise intracelular do tecido adiposo, ¢
permeado pela AQP7 existente na membrana adipdcitaria e levado pela corrente sanguinea até
ao figado, onde ¢ capatado pela AQP9 e utilizado na sintese hepatica de glucose — mecanismo
da gluconeogénese [39].

Este mecanismo de regulacdo do conteudo de triglicéridos dos adipocitos foi revelado
pela observagdo do fendtipo de ratinhos knock-out em AQP7. Hara-Chikuma e colaboradores
verificaram uma progressiva hipertrofia dos adipodcitos e acumulagdo de gordura corporal em
ratinhos knock-out em AQP7 [40]. Nas primeiras semanas de crescimento todos os ratinhos
apresentavam um peso corporal semelhante, embora fosse notorio uma diferenca de
comprimento nos ratinhos knock-out. As 16 semanas, a analise microscopica das gonadas
revelou a hipertrofia dos adipdcitos em comparagdo com ratinhos selvagem (Figura 1.8 A), o
que se traduz numa visivel acumulac¢ao de gordura corporal (Figura 1.8 B) em ratos deficientes

nesta aquagliceroporina.
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Figura 1.8 — (A) Hipertrofia dos adipdcitos em ratos deficientes (-/-) em AQP7; (B) Fotografias
representativas de acumulagdo de gordura nas gonadas (indicada pelas setas brancas) em ratos deficientes
(-/-) em AQP7, as 16 semanas. Adaptado de [40].

Foi entdo foi proposto que as elevadas concentragdes intracelulares observadas de

glicerol e triglicéridos, estdo relacionadas com a drastica diminuicdo da permeabilidade da

membrana plasmatica dos adipocitos ao glicerol, em ratos deficientes em AQP7. Nos

adipocitos, a hidrdlise dos triglicéridos resulta em acidos gordos livres ¢ em glicerol. Devido a

inexisténcia de efluxo de glicerol para fora das células, o glicerol acumula-se intracelularmente

e promove a actividade da enzima glicerol cinase que por sua vez, provoca também a

acumulagdo de triglicéridos [40]. Com a acumulagdo destas substancias dentro da célula, os

adipocitos aumentam de tamanho progressivamente como proposto no mecanismo da Figura 1.9.

glucose
K If y . Hipertrofia
-~ glucose ’
| glicerol-3-P 1 | ‘
glicerol Jr |
cinaset TGt }
glicerolf FFAT_ -

AQP7— d‘

Figura 1.9 — Mecanismo proposto para a hipertrofia dos adipdcitos com deficiéncia em AQP7. Adaptado

de [40].
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Mais tarde, estes resultados foram confirmados em humanos. Verificou-se que existem
diferencas de expressdo do gene da AQP7 no tecido adiposo de humanos obesos ¢ humanos
magros. Em humanos obesos, o gene encontra-se silenciado o que pode implicar a redugdo da

libertagdo de glicerol dos adip6citos promovendo assim o ganho de peso corporal [41].

3.2.1. Desenho de moléculas farmacolégicas - Drug design

A descoberta de moléculas inibidoras ou moduladoras da fungdo/expressdo das
aquaporinas, pode ser usada para beneficio clinico na preveng@o ou tratamento das varias
patologias associadas [42]. De facto, varios esfor¢os tém vindo a ser feitos com o intuito de
desenvolver possiveis farmacos para tratamento das aquaporinopatias [43], mas até agora
nenhum composto se revelou qualificado para estudos in vivo, quer pela sua fraca solubilidade
quer pela sua baixa capacidade de inibigao.

Muito recentemente, o nosso grupo de investigacdo seleccionou varios compostos
metalicos (Pt(Il), Ru(Ill), Ag(I) e Au(lIll)), ja conhecidos pelas suas aplicacdes terapéuticas e
estudou o seu efeito inibitdrio no transporte de agua e glicerol em eritrocitos humanos, células
que expressam AQP1 (aquaporina ortodoxa) ¢ AQP3 (aquagliceroporina). Dentro dos varios
compostos, apenas o composto de ouro solivel em agua Auphen ([Au(phen)CL;]Cl onde
phen=1,10-fenantrolina) demonstrou ter um efeito inibitorio eficiente. Observou-se que o
Auphen ndo afectou significativamente o transporte de agua através das aquaporinas mas
originou uma elevada inibi¢do do transporte de glicerol, o que o torna um potente e selectivo
inibidor da AQP3. Ao contrario de outros, o0 Auphen demonstrou ndo ser toxico para as células
[44].

Com este resultado promissor, para além do Auphen, foram seleccionados outros
compostos de ouro (Figura 1.10) para serem testados como possiveis inibidores. Os resultados
obtidos confirmaram os anteriores, demonstrando que todos os compostos baseados em Au(III)

sdo bastante efectivos em inibir o transporte de glicerol através da AQP3 [45].

R R |
/ \N y/ N\
\ N N 4 \ N N /
N N
M A
Cl Cl Cl Cl
Auphen: M=Au" Aubipy: R=H
Ptphen: M=Pt" AubipyMe: R = Me Auterpy
Cuphen: M=Cu' AubipyNHy: R = NH;

Figura 1.10 — Estruturas dos compostos de ouro (III) testadas como inibidores da AQP3. Adaptado de
[45].
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4. A levedura S. cerevisiae como modelo celular para expressio de
proteinas

Em 1981, a expressdao de um gene humano em S. cerevisiae, demonstrou pela primeira
vez o seu grande potencial como sistema de expressdo [46]. Desde essa altura, muitas outras
proteinas t€m sido expressas em S. cerevisiae para caracterizacao funcional e estrutural [47].

A levedura S. cerevisiae ¢ considerada um valioso sistema de expressdo heterdloga para
inimeros estudos, devido a elevada homologia funcional entre esta ¢ os eucariontes superiores
(incluindo mamiferos). Pelo facto de existir uma grande biblioteca de estirpes disponiveis, ser
de facil manipulagdo genética e ser pouco dispendioso em compara¢do com as culturas de
células animais, o sistema de expressdo heterdloga em S. cerevisiae é considerado um modelo
celular excelente para o estudo de proteinas em geral. No caso particular de proteinas
membranares, varios transportadores foram ja expressos com sucesso em S. cerevisiae, por
exemplo, transportadores de glucose [48] ¢ um canal de Ca>" dependente da voltagem [49].

Para além dos transportadores ja mencionados, o modelo celular de S. cerevisiae tem
sido também referido como um sistema apropriado para expressdo heteréloga de aquaporinas,
devido a baixa permeabilidade & 4dgua da sua membrana plasmatica [50]. A actividade de
aquaporinas heterdlogas inseridas na membrana de estirpes silenciadas nas suas aquaporinas
enddgenas, pode ser detectada e caracterizada por espectroscopia de stopped-flow. Ainda, as
células de levedura podem ser mantidas numa variedade de condi¢des externas e a sua
composi¢do intracelular pode ser controlada, criando condi¢des Optimas para estudar a
especificidade e regulagdo das aquaporinas. A utilizagdo da metodologia de auto-extingdo da
fluorescéncia para aceder ao transporte de agua em células intactas (sem a necessidade de
remogdo da parede celular), anteriormente desenvolvida pelo nosso grupo [51] representa um
valor acrescentado para o estudo de aquaporinas de mamifero expressas em levedura. Esta
metodologia abre novas perspectivas para determinar a permeabilidade & d4gua em células nao

alteradas fisiologicamente, o que as torna estaveis durante tempos longos de experiéncia.

5. Determinac¢ao da permeabilidade membranar e actividade de
aquaporinas

Uma importante fungdo da membrana celular é ser uma barreira selectiva entre o meio
intracelular e o meio extracelular. As aquaporinas aumentam a permeabilidade a agua e, por seu
lado, as aquagliceroporinas aumentam a permeabilidade da membrana a agua e ao glicerol. Para

se avaliar estas permeabilidades e verificar a presenca destes canais pode estudar-se a resposta
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osmotica das células face a introducdo de um gradiente de pressdo osmotica (AIT). Este
gradiente pode ser aplicado instantaneamente variando a concentragdo do meio extracelular.

De uma forma geral, se tivermos dois compartimentos em equilibrio osmoético separados
por uma membrana ¢ adicionarmos um soluto impermeante (ndo difusivel, ND) a um dos
compartimentos, estabelece-se um gradiente de pressdo osmoética entre o lado in e out, que ira
fazer com que a agua se mova espontancamente do lado com menor pressdo osmotica para o
lado com maior pressdo até ser atingido o novo equilibrio osmético. E assim a diferenga da

concentracdo de soluto impermeante que origina a for¢a motriz que cria o fluxo de agua (Figura
L11).

t=0 t=o0

out in out
o - &
=
=
[ I, R
T

Figura I.11 — Gradiente de pressdo osmotica criado por um soluto impermeante. A dgua desloca-se do

in

compartimento out para o compartimento in, devido a existéncia de um gradiente osmdtico provocado
pela adicdo de um soluto impermeante a um dos lados da membrana, até que se atinja o equilibrio
osmotico.

Se por outro lado, o gradiente osmotico for criado devido a adigdo de um soluto
permeante (S) entdo existirda um fluxo simultdneo de i) dgua devido ao gradiente osmotico
(agua, (Alls)) e de ii) soluto devido ao respectivo gradiente de concentragdo de soluto (soluto,

ACs), até que se atinja um novo equilibrio osmético (Figura 1.12).
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Figura 1.12 - Gradiente de pressdo osmdtica criado por um soluto permeante (S). Existe um fluxo
simultidneo de 4gua e de soluto, até que se atinja o equilibrio osmotico.
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As variagoes de pressdo osmotica relativas a adigdo de um soluto impermeante (ND) e

de um soluto permeante (S) sdo respectivamente:

Allyp = RTACyp = RT(Cyp,, — Cnp,,,) (J cm™) (Equagdo 1)
Allg = RTACs = RT(Cs,, — Cs,,..) (J cm?) (Equagdo 2)

Em cada um dos casos verifica-se que, quanto maior a diferenca de concentracdes,
maior ¢ o fluxo de agua e de soluto que se observa. De uma forma genérica, assume-se entdo

que um fluxo (J) através da membrana ¢ directamente proporcional a for¢a que sobre ele actua:
J = Pxgradiente (Equagdo 3)

A constante de proporcionalidade P, entre o fluxo e o gradiente, chama-se coeficiente de
permeabilidade. Quando consideramos o fluxo de agua, este coeficiente ¢ denominado por P;e
quando consideramos o fluxo de soluto, ¢ denominado por Ps. Estes coeficientes sdo uma

caracteristica intrinseca de cada membrana.

5.1. Fluxos acoplados de agua e soluto - Equacdes de Kedem Katchalsky

De forma analoga ao exemplo anterior, as células vivas encontram-se sempre em
equilibrio osmético (AIl = 0) imediatamente antes e apos uma perturbagio da osmolaridade' do
meio ambiente. O transporte de agua ¢ muitas vezes assumido como sendo muito mais rapido
que o transporte de solutos e, por isso, a maioria dos solutos sdo considerados impermeantes
dentro da escala de tempo dos estudos de permeabilidade osmotica. Neste caso, uma variagdo da
concentracdo de soluto no meio extracelular provocara um fluxo de agua (J,) através da
membrana celular até ser atingido um novo equilibrio osmético. Se por outro lado, forem
observados fluxos de solutos (Js) na mesma escala de tempo em que ocorrem os fluxos de agua,
os solutos sdo considerados permeantes e observam-se fluxos de agua e de soluto. Em qualquer
um dos casos, os fluxos de agua provocam uma variacao de volume celular (dV7/df) ao longo do
tempo. Considerando que o volume extracelular ¢ muito superior ao volume intracelular,
qualquer fluxo de agua so¢ ira alterar o volume da célula mantendo-se constante o volume ¢ a

osmolaridade externa (0sm,,;).

! Osmolaridade — namero de particulas dissolvidas num solvente
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As equagoes simplificadas de Kedem Katchalsky foram desenvolvidas para relacionar
os dois fluxos simultaneos (de adgua e de soluto) desde o instante em que € introduzida a

perturbagdo no sistema, até que se atinja o novo equilibrio osmético:

in — out ViwA B ~
I = P> (=AM — Allyp) (cm’s™) (Equagio 4)
tn _]’Sout = P, AAC, = P, A(AC,) (mol s (Equagdo 5)

Nestas equacdes J, representa o volume total de solugdo (dgua mais soluto) que
atravessa uma unidade de area por unidade de tempo, Js representa o fluxo molar do soluto S,
V,, corresponde ao volume parcial molar da agua (18 cm® mol™), AIT corresponde ao gradiente
de pressio osmotica, R ¢ a constante dos gases perfeitos (8,314 J mol” K™), T ¢ a temperatura
absoluta (Kelvin) e A corresponde & area total da membrana (cm’). Nestas equagdes

simplificadas ndo estdo considerados os fluxos convectivos de arrastamento de soluto.

Como ja foi dito anteriormente, o fluxo de agua, quer seja de entrada ou de saida, vai
provocar uma variagdo do volume celular (V) da célula ao longo do tempoaté que a célula

consiga atingir um novo equilibrio osmético:

in-out _ av 3

-1 ~
I, " ) (Equagio 6)

Se definirmos a variavel adimensional v,..; (Vo = V/V}), que corresponde ao volume

da célula relativo ao seu valor inicial, é possivel determinar a variagdo de volume relativa:

in—-out
dVyel Jv -1
= — (s Equacao 7
It Vo ) (Equagdo 7)

Substituindo a equacdo de J, (Equacao 4) nesta tltima equacao, obtém-se:

dVrel

Vy A <
p — (—All; — Allyp) (Equagio 8)

—F RT V,

5.1.1.Volume osmotico e nao osmotico

No entanto, as células possuem limitacdes morfologicas e estruturais que condicionam o

volume minimo e méaximo de agua que pode ser trocado com o meio exterior. As células t€m
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um volume ndo osmoético (Vy,em) devido a diferentes factores, tais como, a presenca de diversos
organitos ndo compressiveis e a solubilizagdo das varias espécies ndo difusiveis intracelulares.

Desta forma, o volume osmotico efectivo da célula (V,,) é inferior ao volume total:
V = Vosm + VNnosm (Cm3) (Equagdo 9)

Assim sendo, podemos definir as variaveis adimensionais v, € £, como o volume

osmotico relativo e o volume nao-osmotico relativo, respectivamente:

Vosm ~
Vosm = 7o (Equagdo 10)

B = Vl\z,ﬂ (Equagdo 11)
0

A equagdo 9, pode ser entdo reescrita em termos de volumes relativos

Vel = Vosm + B © Vosm = Vyer — B (Equagdo 12)

5.1.2.Concentracdes intracelulares

Como foi dito anteriormente, os fluxos de agua e de soluto vao fazer variar o volume
celular osmético. Esta variagdo de volume vai, por consequéncia, afectar as concentragdes
intracelulares dos solutos.

No caso do soluto permeante, a sua quantidade intracelular (QOs;,) vai variar ao longo de
toda a perturbagdo devido ao seu fluxo de entrada:

ao;, _
Lo = o (mol ™) (Equacdo 13)

E a variacdo da sua concentragdo (Cs;,) ¢ entdo calculada a partir da sua quantidade

intracelular a cada instante e do volume osmotico:

C Qs in

Sin (V_VNosm)

(mol cm™) (Equacdo 14)

Por outro lado, a quantidade total de solutos impermeantes intracelulares (Qwpin)
permanece constante porque estes estdo impedidos de atravessar a membrana e Qyp;, pode ser

calculada a partir da sua concentragdo no instante inicial (antes da perturbacao, (Cypin)o):

Qnpy, = Vo = Vivosm) (Chpy, Do (mol) (Equagio 15)
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Por sua vez, a variagdo da sua concentragdo intracelular é calculada a partir da sua
quantidade inicial e do volume osmédtico:

Cyp.. = L (mol cm™) (Equagdo 16)
tn (V-VNosm
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No trabalho desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo foi detectado o forte
potencial inibitério de um composto organometalico de Au(Ill) no transporte de glicerol da
AQP3 (Martins, et al., 2012). No entanto, nesse trabalho os estudos foram realizados em
eritrocitos, que se sabe serem células que co-expressam AQP1 e AQP3, e em células animais,
que co-expressam sempre varias aquaporinas. Desta forma, é necessario desenvolver um
modelo experimental que permita avaliar de forma individual a fungdo das aquaporinas e validar
o efeito inibitdrio observado anteriormente.

Tirando partido do facto de ja existirem no nosso laboratorio estirpes de S. cerevisiae
silenciadas nos genes de aquaporinas endogenas, este modelo de expressdo heterologa ¢
aliciante para expressar as varias isoformas de aquaporinas de mamifero, caracterizar a sua
actividade e rastrear a actividade biologica de moléculas que possam modular a sua fungéo.

Para isso, a capacidade da levedura S. cerevisiae como sistema de expressdo heterdloga
¢ explorada, utilizando-se uma estirpe silenciada nas suas aquaporinas endogenas, para
expressar as aquaporinas de mamifero AQP3 e AQP7. Apos a expressdo ¢ confirmacdo da sua
localizagdo na membrana plasmatica da levedura, este sistema sera utilizado para caracterizar
individualmente a actividade da AQP3 ¢ da AQP7 através da determinagdo da permeabilidade a
agua e ao glicerol e respectivas energias de activagdo para cada isoforma. Em seguida, a
actividade sera confirmada pela utilizagdo do inibidor descrito anteriormente como especifico
para aquagliceroporinas (Auphen), validando assim o sistema celular de expressao heter6loga e
tornando-o viavel para rastreio de outros compostos moleculares com potencial acgdo

farmacologica.
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Estirpes e plasmideos

Todas as estirpes e plasmideos utilizados ao longo deste trabalho encontram-se

listados e descritos na Tabela III.1.

As sequéncias codificantes dos genes AQP7 (Homo sapiens) ¢ AQP3 (Rattus
norvegicus) foram amplificadas, respectivamente, a partir dos plasmideos pWPi-AQP7
(construido pelo nosso grupo de trabalho em parceria com o grupo do Professor Antonio
Zorzano, do Instituto de Biomedicina de Barcelona — IRB Barcelona) ¢ pcDNA3-AQP3
(fornecido pelo Instituto de Biomedicina de Sevilla - IBiS). Os produtos de amplifica¢do foram
clonados no vector pUG35, construindo dessa forma os plasmideos recombinantes pUG35-
AQP7 e pUG35-AQP3. Os plasmideos construidos desta forma foram utilizados para
transformar a estirpe de Saccharomyces cerevisiae YSH 1770 onde foram realizados os estudos

funcionais. No Anexo 1 encontra-se representado o mapa circular do plasmideo pUG35, para

informagdes adicionais.

Tabela III.1 - Descricao das estirpes e plasmideos utilizados neste trabalho.

Estirpes/plasmideos Genotipo/caracteristicas relevantes Origem/referéncia
Estirpes de E. coli
F- endAl glnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
DH5a ®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169, hsdR17(rK- Stratagene

Estirpes de S. cerevisiae

YSH 1770

YSH 1770/pUG35

YSH 1770/pUG35-AQP3

YSH 1770/pUG35-AQP7
Plasmideos

pcDNA3-AQP3

pWPi-AQP7

pUG35

pUG35-AQP3
pUG35-AQP7

mK-+), A

Duplo mutante aqy! aqy2 (MATa leu2::hisG trp1::hisG
his3::hisG ura352 aqylD::KanMX aqy2D::KanMX)
YSH 1770 transformada com pUG35

YSH 1770 transformada com pUG35-AQP3

YSH 1770 transformada com pUG35-AQP7

Sequéncia codificante Rattus norvegicus AQP3
Sequéncia codificante Homo sapiens AQP7
Vector shuttle S. cerevisiae-E. coli, Amp', URA3

Gene Rattus norvegicus AQP3 clonado no pUG35
Gene Homo sapiens AQP7 clonado no pUG35

Stefan Hohmann

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

IBiS - Espanha
IRB - Espanha
Niedenthal et al.,
(1996)

Este trabalho
Este trabalho
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1.1. Meios de cultura, condicoes de crescimento e manutenc¢ao

A composi¢do dos meios de cultura utilizados no crescimento celular encontra-se
descrita no Anexo 2. Uma vez preparados ¢ antes da sua utilizagdo, os meios sdo esterilizados
num autoclave (Selecta) durante 20 min a 121°C e 1 atm.

Para o crescimento, transformac¢do e manutencdo de E. coli foi utilizado o meio LB, ao
qual se adicionou ampicilina (100pug/mL concentragdo final) como marca de selecgdo sempre
que necessario. Quando necessario, foi também preparado meio sélido adicionando 2% (p/v) de
agar comercial ao meio liquido para preparagdo de placas. As culturas celulares de E. coli foram
incubadas a 37 °C com agitagdo suave durante a noite. O crescimento celular foi avaliado
através da determinacdo da densidade Optica a 600 nm recorrendo a um espectrofotometro
Ultrospec 2100 Pro.

No caso da estirpe de S. cerevisiae YSH 1770, esta foi mantida em tubos de meio
inclinado de YNB com 2% (p/v) de glucose e 2% (p/v) de agar, suplementado com as
concentragdes necessarias de uracilo, histidina, leucina e triptofano, e cultivada a 28 °C. Para os
transformantes de S. cerevisiae YSH 1770, as condigdes de manutengdo foram idénticas a
excepcao da adicao de uracilo, uma vez que este corresponde a marca de seleccdo do plasmideo
pUG3S5. Quando necessario foi preparado meio liquido YNB, idéntico ao meio de manutencao
mas sem agar. As culturas celulares de S. cerevisiae foram cultivadas a 28 °C com agitagdo
orbital suave. O crescimento da cultura foi acompanhado pela determinagdo da densidade optica

a 640 nm recorrendo ao espectrofotometro Ultrospec 2100 Pro.

1.2. Armazenamento de material biolégico

O armazenamento, por um longo periodo de tempo, das varias estirpes celulares foi
efectuado por congelamento em sfock de glicerol a -80 °C. Para tal, quando necessario, colonias
celulares foram repicadas com o auxilio de um palito estéril e inoculadas durante a noite, em
meio liquido e temperatura apropriada. No dia seguinte, adicionou-se 500 puL de glicerol a 30%
a 500 pL de cultura celular em microtubos, que foram congelados rapidamente em azoto liquido

e finalmente armazenados a -80 °C.
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2 Amplificacdo das sequéncias codificantes dos genes da AQP3 e
AQP7

2.1. Preparacao de células competentes de E. coli DH5-a

Células de E. coli DH5-a foram descongeladas em gelo a partir do stock a -80 °C ¢
plaqueadas numa placa de isolamento com meio LB, durante a noite a 37 °C. No dia seguinte, a
partir de uma colonia isolada foi preparado um pré-inoculo de 3 mL de meio LB e ap6s um
periodo de incubacdo de 12 horas a 37 °C, a cultura foi transferida para um balao de Erlenmeyer
de 500 mL com 250 mL de meio LB e incubada novamente a 37 °C até se atingir uma DOgpg nm
entre 0,3 e 0,4. Entretanto, diluiram-se 15 mL da solugdo 2x concentrada de TSS (Anexo 2) com
15 mL de meio LB (1:1) e colocou-se em gelo. Apos se ter atingido a DOgy o adequada, a
cultura foi distribuida em tubos de Falcon de 50 mL, previamente colocados em gelo e
centrifugada a 1811 x g durante 10 minutos a 4°C numa centrifuga 5810 R Eppendorf. O
sobrenadante foi descartado rapidamente e ressuspendeu-se o pellet em 5 mL da solugdo gelada
de TSS diluida previamente. Transferiram-se aliquotas de 100 uL para microtubos, congelaram-
se rapidamente em azoto liquido ¢ armazenaram-se a -80 °C. Antes de se descongelar qualquer

aliquota para utilizag¢do esperou-se, no minimo, 12 horas.

2.2. Transformacio de células competentes de E. coli com os plasmideos pcDNA3-
AQP3, pWPi-AQP7 e pUG35

Descongelaram-se aliquotas de células competentes de E. coli DH5-a em gelo e
transferiu-se 200 pL de células para varios tubos de ensaio frios. As células competentes foram
transformadas com 1 pL e com 2 pL das solugdes stock dos plasmideos pcDNA3-AQP3 (147
ng/ul) e pWPi-AQP7 (280 ng/uL). Como controlo positivo da transformacao, as células foram
transformadas com o plasmideo pUG35 (183 ng/ul), que se sabe ter uma eficiéncia de
transformacgéo elevada, e como controlo negativo transformou-se com 2 pL de H,O.

As amostras foram entdo mantidas em gelo durante 30 minutos, apos os quais foram
transferidas para um banho a 42 °C durante 45 segundos e colocadas novamente em gelo.
Depois do choque térmico, adicionou-se a cada amostra 0,9 mL de SOC (Anexo 2) e
incubaram-se as células durante 1 hora a 37 °C com agitac¢do suave. Finalmente, centrifugou-se
a suspensdo celular a 1811 x g durante 5 minutos para depositar as células. Desprezou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet nos restos do sobrenadante. Plaquearam-se as células
em placas contendo meio LB com ampicilina (100 pg/mL, concentragdo final) e incubou-se

durante a noite a 37 °C. As colonias resultantes foram repicadas com o auxilio de um palito
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estéril para tubos contendo SmL de meio liquido LB com ampicilina (100 pg/mL, concentragdo

final) e incubou-se a 37 °C até se obter crescimento visivel.

2.3. Extraccio e purificacdo de DNA plasmidico

Para a extrac¢do e purificagdo dos plasmideos foi utilizado o kit comercial GenElute™
HP Plasmid Midiprep (Sigma-Aldrich). Para isso, células de E. coli transformadas com os
plasmideos foram cultivadas num baldo em 50 mL de meio LB suplementado com ampicilina
(100 pg/mL, concentracdo final) a 37 °C com agitagdo suave. O procedimento recomendado

pelo fornecedor encontra-se descrito no Anexo 3.

2.4. Amplificacdo dos fragmentos por PCR

Para a reac¢do de amplificagdo foram desenhados dois oligonucleétidos iniciadores
especificos (primers) para cada gene-alvo, tendo em conta as suas sequéncias codificantes. Nos
primers foram também incorporados locais de restrigdo proprios para as enzimas Spel e Clal
(sequéncias ndo complementares ao DNA molde), que posteriormente foram utilizados para
clonagem do fragmento amplificado no vector de expressdo. Os primers foram adquiridos a
empresa STAB VIDA Lda (Caparica, Portugal) e a sua sequéncia encontra-se descrita na Tabela

11.2.

Tabela II1.2 - Sequéncias dos primers desenhados para amplificagdo da AQP3 ¢ AQP7. A azul encontra-
se assinalada a sequéncia de restricdo da enzima Spel e a verde a sequéncia de restricdo para a enzima
Clal. O conjunto de nucleotidos que se encontra sublinhado corresponde a regido do primer que €
especifico para a sequéncia codificante da respectiva aquaporina.

Twm
Gene-alvo  Designacio Sequéncia nucleotidica (5°— 3°) AQP Tl‘(‘ﬂt(?)tal
(W9)
AQP3 Fw  GGACTAGTCCTATGGGTCGACAGAAGGAGTTGAT 55.3 63.7
AQP3
AQP3 Bw CC GGAGATCTGCTCCTTGTGCTTCATGT 55.3 65.0
AQP7 Fw  GGACTAGTCCTATGGTTCAAGCATCCGGGCACAG 60.1 66.3
AQP7
AQP7 Bw CC GGAGAAGTGCTCTAGGGCCATGGATTCAT 58.7 66.5

Para optimizar a reac¢do de amplificagdo foi realizado um gradiente de temperatura para
se seleccionar a temperatura 6ptima de hibridagdo dos primers desenhados, com vista a obter-se
uma maior especificidade e maior quantidade de produto amplificado.

Nos primeiros ciclos de amplificacdo, a hibridagdo ocorre apenas entre a sequéncia

codificante e a sequéncia especifica do primer para ela desenhada (Tabela II1.2, nucledtidos
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sublinhados) e foi necessario ter em conta as respectivas temperaturas de hibridagdo — Ty AQP
(Gradiente 1). S6 ao fim de alguns ciclos, existe um numero suficiente de copias contendo ja os
locais de reconhecimento das enzimas de restrigdo e nesta altura, considera-se a temperatura de
hibridagdo de todo o primer — Ty total (Gradiente 2). Desta forma, € imperativo optimizar estas
duas temperaturas de hibridacdo, para cada par de primers. O intervalo de temperaturas para

cada gradiente a utilizar encontra-se esquematizado na Tabela IIL3.

Tabela II1.3 — Intervalo de temperaturas utilizado no Gradiente 1 e Gradiente 2 para a optimiza¢ao das
temperaturas de hibridag¢@o. A negrito encontra-se o valor de temperatura médio para cada par de primers
e para cada gradiente e a vermelho encontram-se o intervalo de temperaturas adoptado para cada caso.

Primer Ty AQP (°C) Ty total (°C)
AQP3 Fw 55,3 63,7
AQP3 Bw 55,3 65,0
46,0 «55,3-56,0 55,0 «<64,4—65,0
Gradiente 1 Gradiente 2
Primer Ty AQP (°C) Ty total (°C)
AQP7 Fw 60,1 66,3
AQP7_Bw 58,7 66,5
51,0<59,4-61,0 57,0<66,4—67,0
Gradiente 1 Gradiente 2

A reacgdo de amplificagdo foi realizada num termociclador de gradiente (C1000™
Thermal Cycler da BioRad) de acordo com o programa descrito na Tabela I11.4, tendo em conta
os gradientes definidos anteriormente ¢ de acordo com a mistura reaccional da Tabela IIL.5. A
reaccdo de amplificagdo foi realizada em varios tubos de PCR de 250 pL. com um volume final
de 10 pl cada um e foi realizado um controlo negativo da reac¢do de amplificacdo, no qual foi

adicionada dgua milli-Q estéril ao invés de DNA molde.
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Tabela I11.4 - Programa de PCR para optimizagdo das temperaturas de hibridagao dos primers desenhados

para amplificar a sequéncia codificante da AQP3 e da AQP7.

Fase Duracio (min) Temperatura (°C)  N°de ciclos
Desnaturagio inicial 3 94 1
Desnaturagao 0,5 94

Hibridagdo dos primers 1 Gradiente 1 5
Elongagao 1 72

Desnaturagdo 0,5 94

Hibridagdo dos primers 1 Gradiente 2 25
Elongacao 1 72

Elongacao final 7 72 1

Tabela I11.5 - Mistura reaccional preparada para amplificar a sequéncia codificante da AQP3 e da AQP7.

Constituinte Volume (ul)
Taq Change polimerase (NZY Tech) — (2.5U/uL) 0,2
Tampao Taq 10x (NZYTech) 1
Primer Fw (100 pM) 0,4
Primer Bw (100 uM) 0,4
dNTPs (NZYTech)- 10 mM 0,2
DNA molde 20-100 ng
H20 milli-Q estéril (Perfazer)
Total 10

Apos a optimizagdo das temperaturas de hibridagdo para cada par de primers, foi
realizado um outro PCR para amplificacdo em larga escala das sequéncias codificantes num
termociclador Mastercycler® Personal da Eppendorf. O programa utilizado foi idéntico ao da
Tabela I11.4 mas desta vez com a inser¢do das temperaturas de hibridacdo ja optimizadas: 55,4 ¢
64,5 °C para a AQP3; 60,3 ¢ 66,3 °C para a AQP7.A mistura reaccional foi preparada de acordo

com o descrito anteriormente na Tabela II1.5.

O produto de PCR de cada amplificagdo foi purificado com o kit comercial Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), descrito no Anexo 3, e ressuspendido num
volume final de 50 uL de H,0O milli-Q. Os produtos de PCR foram analisados por electroforese
em gel de agarose 1% (p/v), por comparacdo com dois marcadores de peso molecular (marcador
de peso molecular NZYDNA Ladder I ¢ DNA do fago lambda digerido com HindlIll — Anexo
4).
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Clonagem dos fragmentos amplificados em E. coli

3.1. Digestao dos produtos de amplificacao e do plasmideo pUG35

Ap6s purificagdo dos produtos de amplificagdo e extracgdo e purificacdo do plasmideo
pUG3S5 procedeu-se a digestdo dos mesmos com as enzimas de restri¢do Spel e Clal, de forma a
criar extremidades coesivas para a ligagdo (Tabela I11.6). De acordo com o fornecedor (Roche
Diagnostics®) estas enzimas possuem actividade maxima no mesmo tampéo (tampio H), cuja
composi¢do encontra-se descrita no Anexo 2.

Os tubos com a mistura reaccional foram incubados a temperatura Optima das duas
enzimas (37 °C), recomendada no manual do fornecedor (Roche Diagnostics™). No manual,
verifica-se que embora a enzima Clal atinja 90% de eficiéncia de corte logo apds 2 horas de
digestao, a enzima Spel so atinge 90% de eficiéncia de corte ao fim de 20 horas, por isso a

mistura reaccional foi incubada durante a noite.

Tabela II1.6 — Composicao da reaccao de digestdo enzimatica para preparagao da clonagem.

Componentes Concentracio final
DNA Cercade 1 pg
10x tampao H 10 pl
Spel (10 U/uL) 4U
Clal (10 U/pL) 4U
Agua estéril Perfazer até 100 pl

Apos digestdo completa, as amostras digeridas foram purificadas através do kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) de acordo com as indicagdes do fabricante
(Anexo 3) com vista a remog¢do de pequenos oligonucleétidos e foram analisadas num gel de
agarose 1% (p/v) para observacdo dos diferentes fragmentos, por comparacdo com dois
marcadores de peso molecular (marcador de peso molecular NZYDNA Ladder I e DNA do fago
lambda digerido com HindlIIl — Anexo 4).
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3.2. Ligacao dos produtos de digestao

Para a construcdo dos plasmideos recombinantes pUG35-AQP3 e pUG35-AQP7, o
plasmideo e fragmentos digeridos foram incubados com a enzima T4 DNA ligase (Roche), de
forma a ligar covalentemente as extremidades coesivas criadas no passo anterior.

Teoricamente, existe uma propor¢do para as quantidades Optimas de fragmento
amplificado e plasmideo a usar na reacgdo de ligacdo, calculada com base na razdo molar entre
ambos. Foram testadas as propor¢des 1/2, 1/3 ¢ 1/5 (plasmideo/fragmento). Para verificar a
eficiéncia da digestdao e probabilidade de re-ligacdo efectuou-se uma mistura de ligacdo apenas
com o plasmideo digerido (1/0). A composi¢do da mistura reaccional encontra-se descrita na
Tabela II1.7.A reacgdo de ligagdo decorreu durante a noite a 16 °C, de acordo com as indicagdes

do fabricante. A composigdo do tampao usado na reac¢do esta descrita no Anexo 2.

Tabela II1.7 — Composicdo da mistura reaccional de ligagdo entre os fragmentos amplificados por PCR da
AQP3 e AQP7 e o pUG3S5.

Volume (uL)
Constituinte AQP3/AQP7
C 1/2 1/3 1/5
Produto de PCR digerido (65-70 ng/pL) 0 4 6 10
pUG35 digerido (65 ng/ u L) 2 2 2 2
T4 DNA ligase (Invitrogen) S5U/uL 2 2 2 2
Tampao de ligagdo 5x 2 2 2 2
H,0 estéril 14 10 8 4
Total 20

3.3. Transformacio de E. coli com produtos de ligacio

A transformacdo de células de E. coli foi efectuada pela adigdo de 10 pLL do produto de
ligagdo a aliquotas de 200 pL de células competentes de E. coli DH5a. Foram feitos trés

controlos:
e Controlo negativo da transformagao: adigao de agua estéril
e Controlo negativo da ligagdo: adi¢do de pUG35 digerido e re-ligado
e Controlo positivo: adi¢ao de pUG35 nao digerido

O protocolo de transformagao foi idéntico ao utilizado no ponto 2.2.
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4 Seleccao de colonias de transformantes de E. coli contendo o
produto amplificado

Foram feitas duas abordagens para garantir a presen¢a dos insertos de interesse nos
plasmideos: uma primeira abordagem que consiste numa extraccdo rapida do plasmideo
(extracgdo por fenol-cloroférmio) e uma segunda abordagem que consiste numa analise mais
fina para confirmacdo dos resultados obtidos na primeira abordagem. Para confirmacdo

inequivoca, realizou-se um novo PCR e uma nova digestido enzimatica.

4.1. Extraccao de DNA com fenol-cloroféormio

Para a analise rapida, recolheu-se cada uma de varias colonias isoladas com o auxilio de
um palito estéril para microtubos. Adicionaram-se 50 pL. de Triton X-100 2% (v/v) (pH 12,4) ¢
50 puL de fenol-cloroformio (1:1) a cada um dos microtubos. A mistura foi agitada para
ressuspender as células, até se observar uma mistura homogénea. Em seguida, centrifugou-se
durante 5 min a velocidade maxima (16 100 x g) para separar as fases e recolheu-se o maior
volume possivel de fase aquosa (fase de cima) sem recolher nem fase organica (fase de baixo)
nem a interfase. Observou-se por electroforese em gel de agarose a 0,80% (p/v) tendo como
controlo do tamanho do plasmideo sem fragmento ligado, uma amostra de pUG35 néo digerido.
Foram utilizados dois marcadores de peso molecular (marcador de peso molecular NZYDNA

Ladder I ¢ DNA do fago lambda digerido com HindIll — Anexo 4).

4.2. Extraccio de DNA por lise alcalina

Apbs a selecgdo dos resultados positivos da extracgdo organica, cada coldnia
correspondente foi inoculada em dois tubos de ensaio com 5 mL cada de meio LB com
ampicilina (100 pg/ml) e incubada durante a noite a 37 °C com agitagdo moderada.

Procedeu-se a extracgdo do DNA plasmidico por lise alcalina [52]. A cultura celular foi
centrifugada a 16100 x g durante 1 minuto ¢ desprezou-se todo o sobrenadante. As células
foram ressuspendidas com 100 pL da solugdo I (Anexo 2) ¢ 8 uL de lisozima (4 mg/mL) e
incubadas 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-se 200 uL. da solugdo II
(Anexo 2) preparada na altura. Os tubos foram invertidos suavemente para misturar o conteido
e colocados em gelo durante 5 minutos. Ap6s 5 minutos de incubagdo em gelo, foram
adicionados 150 uL da solugdo III (Anexo 2) fria e homogeneizou-se suavemente até que fosse
visivel um novelo branco e incubou-se em gelo durante 1 hora. Centrifugou-se durante 10
minutos a 16 100 x g e transferiu-se o sobrenadante para novos microtubos contendo 1 mL de
etanol absoluto frio e colocaram-se 10 minutos a -80 °C e voltou-se a centrifugar com as
condi¢des anteriores. Descartou-se o sobrenadante e secou-se o sedimento ao ar. Depois de

seco, adicionou-se 100 uL da solucdo IV (Anexo 2) e 200 uL de etanol absoluto frio e incubou-
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se novamente durante 10 minutos a -80 °C. Apds mais uma centrifugacdo de igual duragdo e
velocidade, descartou-se o sobrenadante e secou-se novamente o sedimento. Por ultimo,
ressuspendeu-se 0 DNA em 30 pL de agua milliQ estéril.

As amostras foram analisadas por electroforese em gel de agarose a 0,80% (p/v) para
verificar a concentragao e integridade do DNA por comparacdo com dois marcadores de peso
molecular (marcador de peso molecular NZYDNA Ladder I e DNA do fago lambda digerido
com Hindlll — Anexo 4).

4.2.1.Digestao com enzimas de restricio

Os plasmideos extraidos foram analisados através da digestdo com enzimas de restricéo,
com vista a verificar se o padrao de digestdo corresponde ao esperado tendo em conta a inser¢ao
dos fragmentos de interesse. Foi usado o par de enzimas enzimas Spel e Clal. A composi¢ao da
reac¢do de digestdo foi idéntica a utilizada no ponto 3, a excepg¢do do volume final que neste

caso foi apenas 10 pl.

4.2.2.PCR de confirmacio

Uma segunda abordagem que também permite confirmar a presenca de inserto no
plasmideo ¢é realizar uma reac¢do de amplificagdo, utilizando primers especificos para as
regides do plasmideo pUG35 que flanqueiam o local de inser¢do do fragmento. Neste caso, a
composi¢ao da mistura reaccional encontra-se descrita na Tabela II1.8 e o programa utilizado

descrito na Tabela II1.9.

Tabela III.8 - Mistura reaccional preparada para confirmar a presenga do fragmento, com primers

especificos do pUG3S5.

Volume (pl)

Constituinte
AQP

Taq Change polimerase (NZY Tech) — (2,5 U/pl) 0,2
Tampao Taq 10x (NZYTech) 1
Primer pUG_fw (100 uM) 0,4
Primer pUG_Rev1 (100 uM) 0,4
dNTPs (NZYTech) — (10 mM) 0,2
H,0 mili-Q (perfazer)
DNA molde 160-200 ng
Total 10
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Tabela II1.9 - Programa de PCR para confirmag¢do da presenca de fragmento, com os primers especificos

do pUG35.

Fase Duracio (min) Temperatura (°C)  N°de ciclos
Desnaturagio inicial 4 94 1
Desnaturagdo 1 94

Hibridagao dos primers 1 60 30
Elongagao 1 72

Elongacao final 7 72 1

Os fragmentos amplificados por PCR foram visualizados em gel de agarose 1% (p/v),
utilizando como marcador de peso molecular NZYDNA Ladder I.
Seleccionaram-se os transformantes que apresentaram tamanhos aproximadamente de

888 pb e 1042 pb para a AQP3 e AQP7, respectivamente.

4.3. Sequenciacio automatica

A sequenciacao dos plasmideos recombinantes que foram seleccionados para prosseguir
o trabalho tem como objectivo assegurar a integridade da sua sequéncia nucleotidica. Para isso
foram seleccionados dois transformantes de cada plasmideo recombinante para sequenciagdo na
empresa STAB VIDA, Investigacdo e Servigos em Ciéncias Biologicas, L.da. Os resultados
provenientes das sequenciacdes foram visualizados e analisados recorrendo ao software BioEdit

versao 7.2.0.

5. Expressio heterologa da AQP3 e AQP7 em Saccharomyces
cerevisiae

5.1. Transformac¢ao de células competentes de S. cerevisiae com os plasmideos
construidos

A estirpe de S. cerevisiae YSH 1770 foi transformada com os plasmideos construidos
(pUG35-AQP3 e pUG35-AQP7) bem como o plasmideo controlo (pUG35 sem fragmento),
através do método de acetato de litio.

Preparou-se um pré-inoculo a partir de células de S. cerevisiae YSH 1770 em meio
YPD (Anexo 2) e incubado a 30 °C durante a noite com agitacdo. No dia seguinte, mediu-se a

DOg4onm € fez-se uma dilui¢do de forma a obter-se 5x10° células/mL em 50 mL de meio YPD e
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aguardou-se até duplicar duas vezes, o que corresponde a aproximadamente 4-5 horas, até se
obter uma concentracdo final de 2x107células/mL. Seguidamente, o meio de cultura foi
centrifugado a 3000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente e o pellet celular foi lavado
com 25 mL de agua estéril, seguido de uma nova centrifugacao a 5000 x g durante 7 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de acetato de litio (LiAc) 100
mM e a suspensdo transferida para um novo microtubo estéril. E feita uma centrifugacdo a
velocidade maxima durante apenas 30 segundos, o sobrenadante ¢ descartado ¢ o pellet é
ressuspendido vigorosamente com 400 ul. de LiAc 100 mM. Para cada transformagdo é
transferido 50 uL da suspensdo anterior para novos microtubos estéreis, que em seguida sdo
centrifugados a velocidade maxima durante 30 segundos para retirar toda a solugdo de LiAc.
Paralelamente a estes procedimentos, ferveu-se 1 mL de DNA de esperma de salmao (ss-carrier
DNA) e colocou-se imediatamente em gelo. Posteriormente ¢ de acordo com a ordem que se
segue na Tabela II1.10, os componentes da mistura de transformacao foram adicionados.

Para além da transformagdo com os plasmideos construidos, a estirpe S. cerevisiae YSH
1770 foi também transformada com o pUG35 (controlo positivo) e com agua estéril (controlo

negativo).

Tabela II1.10 — Componentes da mistura de transformacao da estirpe S. cerevisiae YSH 1770.

PEG 3350 (50% p/v) 240 ul
LiAc 1 M 36 ul
ss-carrier DNA fervido (2mg/mL) 50 ul
DNA plasmidico (2 pg) Xl
Agua estéril 34-Xul
Volume total 360 ul

Ap6s adi¢ao de todos os componentes, os microtubos foram incubados a 30 °C durante
30 minutos e depois a 42 °C num banho termostatizado mais 30 minutos. Depois dos periodos
de incubagdo, removeu-se o sobrenadante com a ajuda de uma micropipeta por centrifugacdo a
velocidade maxima durante 30 segundos € o pellet ressuspendido cuidadosamente em 1 mL de
agua milli-Q estéril. Cada 100 pL de transformantes foi plaqueado em placas YNB com glucose
2% suplementadas com leucina, histidina e triptofano. As placas foram incubadas a 28 °C até ao

aparecimento de coldnias visiveis.

5.2. Deteccio da localizacao celular através de microscopia de fluorescéncia

As células de leveduras transformadas com os plasmideos construidos foram submetidas

a analise por microscopia de fluorescéncia, para deteccdo da localizacdo da fusdo AQP-GFP.
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Para isso, as células de S. cerevisiae foram inoculadas durante a noite em meio YNB com 2% de
glucose e adigdo de leucina, histidina e triptofano, a 28 °C. As células foram recolhidas a uma
DOg40nm aproximadamente igual a 2 por centrifugagdo durante 10 minutos a 5 000 x g e a 4 °C.
O pellet celular foi lavado trés vezes com a solugdo de sorbitol 1.4 M (com osmolaridade
0sm,,=1400 mOsM) preparada em tampao acido citrico/fosfato dipotassico (K,HPO,) 50 mM a
pH 7.4 (Anexo 2) e ressuspendido em 3 ml da mesma solucao por cada grama de pellet.

Uma aliquota da suspensdo de células foi colocada numa lamela e observada num
microscopio de fluorescéncia Zeiss Axiovert 200, ao comprimento de onda de excitagdo 495 nm
e de emissdo 535 nm. As imagens de fluorescéncia foram capturadas numa camara digital

(CoolSNAP EZ, Photometrics, USA) e processadas recorrendo ao software Imagel.

6 Ensaios funcionais através da técnica de interrupcio brusca do
fluxo

A técnica de interrup¢do brusca de fluxo (stopped-flow) baseia-se no facto da
intensidade de luz dispersa ou fluorescéncia ser proporcional ao volume celular de uma
suspensdo de células (ou de vesiculas). Neste caso, as células carregadas com uma sonda
fluorescente sensivel ao volume, equilibradas num determinado tampdo isotdnico, sdo
rapidamente misturadas com solu¢des de osmolaridades diferentes, criando-se um gradiente
osmotico entre o exterior ¢ o interior da célula. Este gradiente osmoético provoca um movimento
de saida ou entrada de agua, originando uma variagdo do seu volume, até que o novo equilibrio
osmotico seja atingido. Esta varia¢do de volume reflecte-se numa variacdo da fluorescéncia que

¢ registada ao longo do tempo da reacgao.

Na Figura III.1 encontra-se um esquema ilustrativo da composicao e funcionamento do
aparelho de stopped-flow utilizado neste trabalho experimental (HI-TECH Scientific PQ/SF-53),
com um tempo morto de 2 ms, temperatura controlada e com interface computacional.

De uma forma geral, duas solu¢des sdo colocadas em duas seringas que injectam
simultaneamente, devido a ac¢ao do compressor, volumes iguais de solugdes para uma cuvete,
passando por uma camara onde as solu¢des se misturam. No contexto deste trabalho, uma das
seringas ira conter a suspensdo de células de levedura inicialmente equilibradas numa solucao
com osmolaridade (0smyy:)o= 1400 mOsM e a outra seringa ira conter a solucdo de choque
osmotico com uma osmolaridade diferente. Define-se entdo como tonicidade do choque
osmotico (A) a razdo entre as osmolaridades externas final (apds se ter atingido o equilibrio) e a

inicial:
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A = EMout)e (Equacdo 17)

(osmout)o

Neste caso, a (05Myyt)e € calculada como a média das osmolaridades colocadas em
cada seringa, uma vez que sdo injectados volumes iguais de solucéo para a cuvete. A tonicidade
mede a amplitude do choque osmotico: quanto maior for a tonicidade de choque, maior o

gradiente osmoético que se cria e por consequéncia, maior a variagdo do volume celular.

Seringa de
interrupgao
de fluxo
Feixe de luz Fluorescéncia
incidente
NSRRIV > Amplificador >
\\
Cuvette )
Filtro
Camara de
mistura

Seringas de
injeccdo de
fluxo

T Microprocessador
Compressor

Figura III.1 - Esquema do aparelho de fluxo interrompido utilizado neste trabalho experimental.

Para se proceder ao estudo funcional através desta técnica, as células de S. cerevisiae
tiveram a mesma preparacao que no ponto 5.2. Para evitar interferéncias de pH na fluorescéncia
medida, a suspensdo de células e todas as solu¢des osmoticas foram preparadas em tampao
acido citrico/fosfato dipotassico (K,HPO,4) 50 mM a pH 7.4.

Para as experiéncias de fluorescéncia, as células intactas ressuspendidas sdo incubadas
durante 20 min a 30 °C com 10 pl de um precursor permeavel ndo fluorescente, o cFDA (5-(e 6-
) diacetato de carboxifluoresceina) 100 uM (A 492 nm; A., 517 nm). Depois de entrar para o

interior das células, o precursor do fluorocromo ¢ hidrolisado por esterases intracelulares ndo
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especificas, originando a forma fluorescente ¢ impermeavel da molécula que se mantém no
citoplasma da célula [53]. Apos o tempo de incubagdo ¢ feita uma diluicdo de 1:10 com a

solucdo de sorbitol 1,4 M.

Consoante a tonicidade de choque as células respondem aumentando ou diminuindo o
seu volume, o que vai alterar a concentragdo do fluoforo dentro da célula. Devido a propriedade
de auto-extingdo de fluorescéncia (self-quenching) deste composto fluorescente, o sinal de
fluorescéncia resultante da variagdo de volume celular ¢ inversamente proporcional a variagao
de concentragdo de fluoforo, isto é, uma diminui¢do do volume induz um aumento da
concentracdo deste e resulta numa diminuic¢ao do sinal de fluorescéncia [54]. Deste modo, apds
calibragdo (como descrito em seguida no ponto 6.2), os sinais de fluorescéncia da suspensdo

celular podem ser convertidos em sinais de variagdo de volume celular.

6.1. Aquisicao de sinais de fluorescéncia

De forma a caracterizar o transporte de agua e glicerol para cada uma das estirpes de S.
cerevisiae transformadas com os plasmideos construidos foram efectuadas 3 perturbacdes
diferentes. As células encontravam-se inicialmente equilibradas numa solucdo de sorbitol a

1,4AM a pH 7,4.

PERTURBACAO 1
A primeira perturbacdo foi efectuada sem choque osmotico: as células equilibradas
numa solugdo de sorbitol a 1,4 M ((0sm,.)¢=1400 mOsM) sdo confrontadas com a mesma
solugdo ((0sm,,),=1400 mOsM). A tonicidade de choque é A=(osm,,)./(0sm,.)y =1 € desta
forma ndo existird gradiente de pressdo osmotica. Nesta situagdo as células continuardo em

equilibrio osmotico e por isso, ndo serdo observados fluxos de agua.

PERTURBACAO 2
Na segunda perturbagdo, as células sdo confrontadas com uma solugdo de soluto
impermeante (sorbitol) a 2,1 M. O valor de (osm,,), ¢ calculado como a média das duas
osmolaridades e assim (0sm1,,).= (1400 mOsM + 2100 mOsM)/2 =1750 mOsM. Desta forma a
tonicidade de choque ¢ A=1750 mOsM/ 1400 mOsM = 1,25. O gradiente de solutos ndo
difusiveis no inicio sera negativo (ACnp)o = (0SMgu)p - (0SM ) = 1400 mOsM—1750 mOsM = -
350 mOsM e nesta situagdo a agua move-se de dentro para fora das células até que se atinge o

volume final V,,, onde o gradiente de soluto se dissipa.
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PERTURBACAO 3

Na terceira perturbacdo, as células sdo confrontadas com uma solu¢do de soluto
permeante (glicerol) a 2,1 M. Nesta situagdo, valor da osmolaridade final (osm,,)., tera a
contribuicao de dois componentes, a concentragao de sorbitol (Cyp) € concentragdo do glicerol
(Cs). Assim, (0sm,u) = (1400 mOsM (sorbitol) + 2100 mOsM (glicerol))/2 = 700 mOsM
(sorbitol) + 1050 mOsM (glicerol) = 1750 mOsM, ¢ a tonicidade de choque ¢ A=1,25. O
gradiente inicial de solutos ndo difusiveis é dado por (ACxp)o = 1400 mOsM-700 mOsM = 700
mOsM enquanto que o gradiente inicial de solutos difusiveis ¢ (ACs)y = 0 mOsM—-1050 mOsM
=-1050 mOsM, pois no inicio ndo existe glicerol intracelular. O gradiente osmotico total sera a
soma de ambos, All,,=RT (ACxp+ ACs) e assim no inicio, teremos um gradiente negativo que

causara a saida de agua. Este gradiente torna-se positivo no evoluir do transitorio.

Os varios sinais foram adquiridos numa gama de temperaturas entre cerca de 9,5 °C a 36
°C. Para o mesmo dia de experiéncias, tempo ¢ frequéncia de aquisi¢do de dados foi feita uma
média de todos os ficheiros de temperaturas proximas, com variagdo de aproximadamente 1-2

°C.

6.2. Calibracio do sinal de fluorescéncia para volume relativo

Para caracterizar o transporte de agua e glicerol é necessario converter a variagdo da
intensidade da fluorescéncia F/F, observada em variagdo do volume celular relativo (v,,;). Para
a calibracdo dos sinais de fluorescéncia, correspondentes ao choques com sorbitol, onde s6 ha
transporte de agua foi utilizada a estratégia desenvolvida anteriormente pelo nosso grupo [55],
em particular, os valores medidos i) dos volumes iniciais e da variacdo final de volume em
funcdo e diferentes choque osméticos, ii) o valor aproximado do volume ndo osmético e iii) a

relacdo linear entre as duas grandezas V/V,e F/F:

L —vrel=axZ+b (Equagdo 18)
Vo Fy

Os valores de a de b serdo determinados individualmente para cada ficheiro de dados
correspondentes aos choques com sorbitol. Para a calibragdo dos sinais de fluorescéncia
relativos aos choques osmoticos com glicerol, onde existem fluxos simultdneos de agua e
glicerol, foram utilizados os valores do declive (a) e da ordenada na origem (b) previamente

determinados para as experiéncias de sorbitol (4gua) 8 mesma temperatura.
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6.3. Determinacao dos coeficientes de permeabilidade P; e Ps e energias de activacao
E,

Toda a analise dos dados de fluorescéncia, inclusivamente os calculos de a e b para a
calibragdo de cada sinal (Equagdo 18) e a estimativa dos coeficientes de permeabilidade P;e Ps,
foi feita utilizando o sofiware Berkeley Madonna para a implementacdo do modelo matematico
baseado nas equagdes simplificadas de Kedem Katchalsky (Equacao 1-18).

O modelo matematico construido ¢ capaz de simular o comportamento dindmico das
células quando expostas a perturbacdes osmoticas, bem como estimar os valores de
permeabilidade, a partir de dados de volume relativo previamente calibrados por ajustamento da
curva tedrica da varia¢do de volume relativo aos dados experimentais. Para isso, ¢ necessario
fornecer ao modelo alguns dados:

e Temperatura do ensaio

e V,, volume parcial molar da 4gua

e R, constante gazes perfeitos

e Raio inicial da célula r,

e Osmolaridade externa inicial (0smyy¢)o
e Tonicidade de choque A

e Informagao relativa ao soluto adicionado, se sorbitol ou glicerol

A determinagdo da E, associada ao transporte requer a medi¢do dos coeficientes de
permeabilidade a diferentes temperaturas ¢ o seu valor (de E,) pode ser calculado a partir do

declive da representagdo grafica de Arrhenius entre In Py ou InPg em fungéo de 1/T.

7. Inibicdo da permeabilidade a agua e ao glicerol pelo composto
Auphen

A preparagdo das experiéncias de inibi¢do foi efectuada de igual forma que
anteriormente: as suspensdes de células intactas das trés estirpes de S. cerevisiae equilibradas
em solucdo isotoénica (sorbitol 1.4 M) foram incubadas com sonda fluorescente (cFDA). Para
além disso foram também incubadas com o composto Auphen 100 uM, a temperatura ambiente
por 30 minutos.

Da mesma forma que se procedeu anteriormente para a caracterizagdo do transporte de
agua ¢ de glicerol, as células equilibradas em solugdo isoténica e incubadas com Auphen sdo
confrontadas com solug¢des hipertonicas pela adigdo de sorbitol ou pela adigdo de glicerol.

A aquisi¢do e calibrag¢do dos sinais de fluorescéncia obtidos foram feitas de igual forma

ao descrito no ponto 6.2, para a temperatura Unica de 23 °C. A estimativa dos coeficientes de
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permeabilidade P; e P foi feita através do assentamento das curvas teoricas seguindo o mesmo
método descrito anteriormente e o efeito inibitorio do composto Auphen foi avaliado através da

comparagdo dos valores de Pre Pg a 23 °C com e sem inibigdo.
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1 Construc¢ao dos plasmideos recombinantes

As sequéncias codificantes de AQP3 e AQP7 foram fornecidas clonadas em plasmideos
pela Doutora Miriam do Instituto de Biomedicina de Sevilla — IbiS e pelo Professor Antonio
Zorzano, do Instituto de Biomedicina de Barcelona. No entanto, sendo o principal objectivo
comparar a actividade das duas aquaporinas por expressdao heteréloga em uma estirpe de
Saccharomyces cerevisiae, sem aquaporinas ortodoxas funcionais, foi necessario clonar estas
sequéncias num mesmo vector com origem de replicagdo em S. cerevisiae. O plasmideo
escolhido para esse objectivo foi o pUG35 [56].

A escolha do pUG35 como vector de expressdo final recaiu sobre o facto de ser um
vector construido de forma a permitir a clonagem de qualquer gene em linha com o gene da
yEGFP (yeast-enhanced Green Fluorescence Protein) num sitio de clonagem multipla a
montante, permitindo desta forma a detec¢do da localizagdo celular da proteina expressa quando
fundida com yEGFP. Esta regido encontra-se sob a regulacdo do promotor MET25 (Figura
IV.1). Este promotor é reprimido na presenc¢a de metionina [57], permitindo assim, caso seja
pretendido, reduzir significativamente os niveis de expressdo das aquaporinas pela simples
adicdo de metionina no meio de cultura.

Outra grande vantagem na escolha do pUG35 como vector de expressdo ¢é este ser um
vector vai-vém (shuttle), isto €, tema capacidade de se replicar em dois hospedeiros diferentes.
(Escherichia coli e S. cerevisiae) e possui marcas de seleccdo para os dois hospedeiros
(resisténcia a ampicilina e URA3). Por possuir uma origem de replicacdo bacteriana e uma
marca de resisténcia a ampicilina permitiu-nos efectuar toda a manipulacdo genética num
organismo de facil manutencdo (E. coli) e por fim transformar uma estirpe de S. cerevisiae

auxotrofica para o uracilo (YSH 1770, Tabela III.1), com os plasmideos construidos.

pUG35-AQP

Figura IV.1- Mapa circular do plasmideo recombinante, construido a partir do vector pUG35 por
clonagem da sequéncia codificante da aquaporina em questdo, em linha com o gene da GFP e sob a
regulagdo do promotor MET25.
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1.1. Desenho de primers

Com o objectivo de clonar as sequéncias codificantes das aquaporinas AQP3 ¢ AQP7

no vector de expressio pUG35, as sequéncias correspondentes foram primeiramente

amplificadas por PCR, a partir dos plasmideos fornecidos.

O desenho dos primers, para além da qualidade e pureza do DNA molde, é um processo

chave para o sucesso da amplifica¢do da sequéncia desejada. Para isso foram tidos em conta

varios critérios [58]:

1.

1l.

ii.

1ii.

1v.

V1.

O primer foward devera ser especifico para o inicio da sequéncia a amplificar,
incluindo o seu coddo de inicia¢do (ATG);

O primer backward devera ser especifico para o final da sequéncia a amplificar,
com a eliminagdo do coddo stop (TAA) de forma a permitir a co-expressdo da
aquaporina ¢ da yEGFP;

Os primers deverao ser desenhados de forma a obter maxima especificidade e
eficiéncia de amplificagdo. Primers pouco especificos podem originar varios
produtos de PCR nao desejaveis, por hibridarem com outros locais do DNA
molde;

O tamanho dos primers devera ser entre 18-24 pb para assegurar a
especificidade a sequéncia-alvo e uma temperatura de hibridacdo ndo
excessivamente elevada;

Ambos os primers de cada par deverao ter a temperatura de hibridagao (Ty) € o
contetido em GC (50-60%) idénticos, ou muito préximos;

Devera evitar-se complementariedade entre os dois primers de cada par,
particularmente nas extremidades 3’. A elevada complementaridade origina
dimeros de primers indesejados, o que vai provocar a amplificagdo dos proprios
primers ¢ reduzir a fraccdo de primers disponivel para hibridar com o DNA
molde;

Devera evitar-se a formagdo de estruturas secundarias intramoleculares
(hairpins e loops) nos primers, que dificultam a correcta hibridagao dos destes

com o DNA molde.

Tendo em conta os critérios acima mencionados, os primers foram entdo desenhados

manualmente e as temperaturas de hibridacdo (Ty) foram calculadas através do software 7m

calculator — Finnzymes, baseadas no método termodindmico descrito por Santalucia [59]. Os

conjuntos de primers que reuniram as melhores condi¢cdes para amplificar as sequéncias em

estudo encontram-se listados na Tabela IV.1.
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Tabela IV.1 — Sequéncia nucleotidica dos primers especificos desenhados para amplificar as sequéncias-
alvo de cada aquaporina

Nome Sequéncia nucleotidica (5> — 3°) Taal)il:)lho (C%G) (Tg)
AQP3_Fw  ATGGGTCGACAGAAGGAGTTGAT 23 478 55,3
AQP3_Bw GATCTGCTCCTTGTGCTTCATGT 23 47,8 55,3
AQP7_Fw  ATGGTTCAAGCATCCGGGCACAG 23 56,5 60,1
AQP7_Bw GAAGTGCTCTAGGGCCATGGATTCAT 26 50 58,7

No entanto, dado que o objectivo nio foi apenas amplificar as sequéncias-alvo mas
também tornar possivel a sua clonagem no vector de expressdo pUG35 foi necessario adicionar
pares de bases extra contendo sequéncias especificas de corte para endonucleases de restri¢ao.
Estas sequéncias permitem futuras manipulagdes como a inser¢do das sequéncias na orientagdo
correcta ¢ em linha com a sequéncia da yEGFP. A escolha das enzimas de restri¢ao a utilizar
recaiu sobre os seguintes factores:

1. Enzimas de restricdo cujas sequéncias de corte estejam contidas no local de
clonagem multipla do vector de expressao;

il. Enzimas de restricdo para as quais ndo existam também locais de corte dentro
da sequéncia a clonar;

1ii. Enzimas de restri¢do que originem extremidades coesivas;

iv. Enzimas que tenham actividade 6ptima com o mesmo tampdo, por uma questao

de poupanga de tempo;

Tendo em conta os factores acima mencionados, as enzimas de restricdo escolhidas
foram a Spel e Clal (Figura IV.2). Foram escolhidas duas enzimas de restricdo diferentes ao
invés de uma porque caso se escolhesse apenas uma, durante a ligagdo, seria impossivel
controlar a orientagdo em que a sequéncia ¢ inserida no vector. Como o principal objectivo ¢
fusionar a sequéncia da aquaporina com o gene da YEGFP ¢ crucial garantir a orientagdo
desejada. Para isso, a regido inicial da sequéncia amplificada deve ser flanqueada pela sequéncia
de corte da enzima Spel e o final flanqueado pela sequéncia de corte da enzima Clal. Esta
orientacdo fara com que o codao de iniciacdo da sequéncia da aquaporina fique préoxima do
promotor MET25, visto que, no vector, o local de restri¢ao da Spel se encontra mais proximo do

promotor que a Clal, e o gene seja expresso com sucesso € na correcta orientagao.
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Enzima Local de reconhecimento/corte
1
Spe 1 ALC,T,A,G_ T
TGAT C!TA
Clal A Tl‘-(—:—G-A T
TAG CfT A

Figura IV.2 — Sequéncia de reconhecimento e padrao de corte das enzimas de restri¢ao Spel e Clal. O
corte destas enzimas resulta na formagao de extremidades coesivas.

A maioria das enzimas de restricdo necessita de suporte estrutural para que o corte seja
eficiente, o que se traduz na adi¢do de alguns pares de bases para além do seu local de
reconhecimento, na extremidade 5 (a montante do seu local de reconhecimento). No caso das
enzimas escolhidas (Spel e Clal) a adigdo de apenas duas bases extra na extremidade 5’ e trés
bases entre o local de reconhecimento e o inicio da sequéncia complementar garantem eficiéncia
maxima de corte (Manual NewEnglandBiolab). A Tabela IV.2 lista a sequéncia completa dos

primers desenhados com o objectivo de amplificar e clonar as sequéncias de interesse.

Tabela IV.2 — Sequéncia nucleotidica completa dos primers utilizados para amplificagdo das sequéncias
das aquaporinas. Os locais de corte das enzimas de restrigdo encontram-se sublinhados.

Nome Sequéncia nucleotidica (5’ — 3°) Enzima Taa‘)i‘)l)lho (C%G) (Tg)
AQP3_Fw  GGACTAGTCCTATGGGTCGACAGAAGGAGTTGAT Spel 34 50,0 63,7
AQP3_BW CCATCGATGGAGATCTGCTCCTTGTGCTTCATGT Clal 34 50,0 65,0
AQP7_Fw GGACTAGTCCTATGGTTCAAGCATCCGGGCACAG Spel 34 55,9 66,3
AQP7_Bw CCATCGATGGAGAAGTGCTCTAGGGCCATGGATTCAT Clal 37 51,4 66,5

A Figura IV.3 resume esquematicamente a estratégia que se adoptou para o desenho dos
primers especificos que permitem a amplificacdo de cada sequéncia-alvo e também a clonagem
dos fragmentos amplificados no vector de expressdo, pela adi¢do das sequéncias de corte das

enzimas de restri¢do escolhidas.
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Primer Fw

K ATG... Sequéncia-alvo AQP .. TAA \

Primer Bw

Figura IV.3 — Esquema ilustrativo do desenho dos primers especificos para o inicio e para o final (2
excepgdo do coddo stop) de cada sequéncia alvo para permitir a co-expressdo da aquaporina e da yEGFP.

1.2. Optimizacao das condicdes e amplificacio da sequéncia codificante
da AQP3 e AQP7

Na reac¢do de PCR existem trés etapas que sdo dependentes da temperatura: i)
desnaturagdo do DNA molde; ii) hibridacdo entre o DNA molde e os primers e iii)
polimerizacao pela DNA polimerase [60]. A especificidade e sucesso da reaccio de PCR
depende de varias variaveis, entre elas, a temperatura de hibridacao.

Para optimizar a reac¢do de amplificagdo foi realizado um gradiente de temperaturas
para se seleccionar as temperaturas optima de hibrida¢do dos primers desenhados, com vista a
obter-se uma maior especificidade e maior quantidade de produto amplificado.

Como vimos, os primers desenhados contém uma sequéncia que € especifica para o
inicio e fim de cada sequéncia codificante e também uma sequéncia de reconhecimento de
enzimas de restricdo, que ndo ¢ complementar com o DNA molde. Nos primeiros ciclos de
amplificacdo, a hibridagdo ocorre apenas entre a sequéncia codificante e a sequéncia especifica
do primer para ela desenhada, s6 ao fim de alguns ciclos, existe um niimero suficiente de copias
contendo ja os locais de reconhecimento das enzimas de restri¢do. Desta forma foi necessario
optimizar a temperatura dos primeiros ciclos (Gradiente 1) e dos restantes (Gradiente 2), para
cada par de primers. Este procedimento esta descrito no ponto 2.4 dos Materiais ¢ Métodos,
bem como o intervalo de temperaturas escolhidos para cada gradiente.

Como se pode observar na Figura IV.4 todos os oito conjuntos de temperaturas testados
para cada sequéncia codificante, permitiram a amplificagdo com sucesso dos respectivos

fragmentos em estudo (888 pb para a AQP3 e 1042 pb para a AQP7).
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Temperatura

Figura IV.4 — Perfil de amplificagdo por PCR de gradiente de temperaturas da AQP3 (A) e da AQP7 (B).
Foram feitos dois gradientes para as temperaturas dos dois ciclos de hibridagdo. As temperaturas testadas
para o Gradiente 1 e Gradiente 2, foram respectivamente, para a AQP3: 1-56 e 65 °C; 2-55,4 ¢ 64,5 °C; 3-
54,3 e 63,3 °C; 4-52,3 e 61,4 °C; 5-49.,9 e 58,9 °C; 6-48 e 57 °C; 7-46,6 ¢ 55,7 °C; 8-46 ¢ 55 °C; e para a
AQP7:9-51¢57°C;10-51,9 ¢ 58 °C; 11- 53,3 € 59,3 °C; 12- 55 ¢ 61 °C; 13- 57,3 € 63,3 °C; 14- 59,1 ¢
65,1 °C; 15- 60,3 e 66,3 °C; 16- 61 ¢ 67 °C; C- controlo negativo da reac¢do de PCR; N- marcador
NZYDNAlIladder I da NZYTech.

No entanto, para obter as melhores condi¢des para a amplificacdo da sequéncia da
AQP3 foi escolhido o conjunto de temperaturas 2 (55,4 ¢ 64,5 °C) e para a amplificacdo da
sequéncia codificante da AQP7, o conjunto de temperaturas 15 (60,3 e 66,3 °C). Esta escolha
recaiu sobre o facto de, a temperaturas mais baixas existir maior probabilidade de ocorrer
amplificacGes ndo-especificas de outras regides do DNA molde, e também ser aconselhavel

evitar-se a temperatura mais alta onde os primers podem nao hibridar eficientemente [60].

Uma vez optimizadas as temperaturas de hibridagdo dos primers para o primeiro ciclo e
segundo ciclo de amplificacdo, foi realizado um PCR em larga escala com as temperaturas
escolhidas de forma a obter os fragmentos em quantidade suficiente para o passo de clonagem

no vector pUG35.

1.3. Ligacao do produto amplificado

Apods a amplificacdo com sucesso das sequéncias desejadas, o produto de PCR foi
purificado, quantificado e sujeito a digestdo com as enzimas de restri¢do Spel e Clal de modo a
originar extremidades coesivas. Em simultaneo com a digestdo do produto de PCR, o vector

pUG35 ¢ também digerido com as mesmas enzimas.
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O ultimo passo da construc¢do dos plasmideos recombinantes ¢ a ligagdo das sequéncias
amplificadas com o vector pUG35, ambos digeridos com as enzimas Spel e Clal. Esta reacgdo ¢
catalisada pela enzima DNA ligase que ¢ responsavel pela formagdo de uma ligag@o fosfodiéster
entre a extremidade 3’-hidroxilo de um nucleoétido de um fragmento de DNA coma extremidade
5’-fosfato de outro nucleétido do segundo fragmento de DNA.

Uma vez concluida a ligacdo do produto de PCR amplificado com o vector pUG35,
transformaram-se células competentes de E. coli DH5a com os produtos de ligagdo. Através de
um choque térmico, as células competentes permitem a entrada através da membrana celular dos
plasmideos recombinantes. Como o plasmideo pUG35 possui um gene de resisténcia a
ampicilina (marca de selec¢@0), quando as células transformadas sdo inoculadas num meio
solido e selectivo, devido a adigdo de ampicilina, o antibidtico vai impedir o crescimento de
células que ndo incorporaram o plasmideo. A ampicilina impede a sintese da camada de
peptidoglicano que faz parte da constituigdo da membrana celular de E. coli. O gene de
resisténcia a ampicilina contido no vector pUG35 codifica para a enzima B-lactamase que
quebra ligagoes especificas na molécula de ampicilina, dessa forma, as células que incorporarem
o plasmideo sdo resistentes ao antibidtico. A medida que a célula hospedeira se multiplica, o
vector também se replica autonomamente e ¢ passado para as células-filhas. Desta forma cria-se
uma populagdo de células idénticas (clones) que resulta numa colonia visivel a olho.

Apds 24h de incubagdo a 37 °C, obteve-se um grande numero de coldnias em todas as
proporgdes testadas, que foram repicadas para novas placas para diminuir o aparecimento de
coldnias satélite, que surgem em placas com incubagdes prolongadas. As coldnias satélite
caracterizam-se por crescerem a volta de colonias transformantes devido a difusdo da enzima

que degrada a ampicilina (B-lactamase) ao longo do tempo.

1.4. Selec¢ao de colonias contendo o produto amplificado

Antes de se prosseguir para futuras experi€ncias com os plasmideos foi necessario
confirmar a presenga do fragmento de interesse. A reac¢do de ligacdo do inserto ao vector ndo ¢
100% eficiente porque as duas extremidades do vector podem voltar a ligar-se (self-ligation),
diminuindo assim a quantidade de vector disponivel para incorporar o fragmento e levando a
que o produto da reacgdo de ligacdo possa conter, para além do plasmideo com o fragmento
clonado, plasmideo vazio. As células de E. coli transformadas anteriormente podem ter
incorporado algum plasmideo re-ligado (sem fragmento) e também estas células irdo crescer no
meio selectivo. Para distinguir quais as colonias que incorporaram o plasmideo com o
fragmento, inoculou-se cada uma das colonias isoladas e repicadas para uma nova placa para

posterior extracgdo do DNA plasmidico. O método de extracgdo utilizado permite um rastreio
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rapido das coldnias apenas pela comparagdo do tamanho de bandas num gel electroforético.
Para isso, foram escolhidas de forma aleatdria varias colonias de cada construcdo (pUG3S5-

AQP7 e pUG35-AQP3) para analise.

RASTREIO DA PRESENCA DE FRAGMENTO

Numa primeira abordagem, foi realizada uma extraccdo de DNA com fenol-cloroférmio
(1:1) das colonias escolhidas. Este método de extracgdo separa as diferentes moléculas com base
nas suas solubilidades em dois liquidos imisciveis [61]. Por centrifugacdo é obtida a separagdo
de fases: uma fase organica devido ao fenol (de maior densidade), uma interfase e uma fase
aquosa (de menor densidade). Ao usar-se um pH alcalino (pH= 12,4), os grupos fosfatos do
esqueleto dos acidos nucleicos estdo carregados negativamente e por isso, 0 DNA e RNA sdo
soluveis na fase aquosa. Por outro lado, a presenca do fenol causa a precipitagdo das proteinas
que ficam retidas na interfase. A adi¢do de cloroférmio assegura uma nitida divisdo entre a fase
organica e aquosa o que diminui a probabilidade de contaminag@o por proteinas, aquando da
recolha da fase aquosa, onde se encontram os acidos nucleicos [61]. A fase aquosa foi entdo

recolhida e analisada por electroforese em gel de agarose (Figura IV.5).

F

-+ L | -

H 75 76 7.7 7.8 7.9 7.107.117.1

Figura IV.5 — Exemplos dos padrdes obtidos na extraccdo por fenol-cloroférmio dos plasmideos de
algumas das colonias escolhidas da constru¢cdo pUG35-AQP3 (A) e pUG35-AQP7 (B). pUG- pUG35
vazio. H- marcador ADNA/HindIlIl. As setas ( 1 ) indicam as coldnias seleccionadas para prosseguir. A
corrida electroforética decorreu durante aproximadamente 60 min a 80V.

49



Resultados e Discussao

Este método de extrac¢do de DNA é uma abordagem bastante rapida visto minimizar o
numero de etapas de extracg¢do e ndo ser necessario um passo de precipitacdo [62]. Este método
permitiu seleccionar de uma forma rapida, potenciais colonias contendo o fragmento apenas por
comparagdo directa com o tamanho do plasmideo vazio ndo digerido. Uma banda que esteja
acima da banda correspondente a banda do pUG35 vazio, significa que o plasmideo dessas
colodnias tem mais pares de bases e por isso ¢ um forte candidato a conter o inserto de interesse.
Com base neste principio foram seleccionadas quatro colonias da construcdo pUG35-AQP3
(3.5,3.6,3.10 ¢ 3.11) e cinco colonias da construgdo pUG35-AQP7 (7.7, 7.8, 7.10, 7.12 ¢ 7.13),
para prosseguir para a confirmagdo por PCR e digestdo enzimatica. Esta confirmagdo ¢
necessaria para garantir o sucesso da clonagem do fragmento de interesse no vector de

expressao.

CONFIRMACAO DA PRESENCA DE FRAGMENTO

Para confirmacdo da presenca de fragmento, os plasmideos que se mostraram positivos
nesta primeira abordagem sdo sujeitos a uma segunda abordagem. Esta abordagem passou por
extrair novamente os plasmideos das colonias seleccionadas anteriormente, desta vez pelo
método de lise alcalina (extrac¢do mais fina) e utiliza-los como molde para uma nova reacgdo
de PCR e digestdo com enzimas de restricdo. Utilizando primers especificos para as regides do
plasmideo pUG35 que flanqueiam o local de inser¢do do fragmento espera-se obter
amplificacdo do tamanho do fragmento nas varias colonias e ao sujeitar os plasmideos a uma

digestdo enzimatica espera-se obter fragmentos do tamanho esperado.

O perfil de amplificagdo correspondente as cinco coldnias da construgdo pUG35-AQP7

encontra-se na Figura [V.6.

50



Resultados e Discussao

H P PP 7.7 7.8 7.10 712713 C N

- , el

Figura IV.6 — Exemplo da amplificacdo da sequéncia da AQP7 obtida por PCR, utilizando como DNA
molde os plasmideos seleccionados entre os transformantes que possivelmente contém o fragmento. H-
marcador ADNA/Hindlll, N- marcador NZYDNA ladder I, P- pUG35 vazio, PP- pUG35 vazio sujeito
também a reacgdo de amplificacdo, C- controlo negativo da reac¢do de PCR. A corrida electroforética
decorreu durante aproximadamente 60 min a 80V.

Pela analise da Figura IV.6 verificou-se que houve amplificagdo da sequéncia da AQP7
(1042pb) em todos os plasmideos que foram seleccionados anteriormente. No caso dos
transformantes com pUG35-AQP3, obteve-se também bandas de tamanho similar (dados néo

apresentados).

Paralelamente a reac¢do de amplificagdo por PCR procedeu-se também a uma digestao
enzimatica com enzimas de restrigdo dos plasmideos extraidos de forma a verificar a
correspondéncia de tamanhos dos fragmentos digeridos. O tamanho dos fragmentos esperados

encontra-se na Tabela IV.3.

Tabela IV.3 — Tamanho dos fragmentos esperados apos digestdo dos trés plasmideos com as enzimas Spel
e Clal.

Tamanho aproximado dos

Construcio Enzimas de restricio fragmentos esperados apos
digestao (pb)
pUG35-AQP3 Spel e Clal 888 ¢ 6188
pUG35-AQP7 Spel e Clal 1042 ¢ 6188
pUG35 Spel e Clal 6188
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Apos a digestdo, os resultados foram visualizados por electroforese em gel de agarose
1% (p/v) e observa-se a presenga dos fragmentos de tamanho esperado em todos os plasmideos

que foram testados (Figura IV.7).

1042 bpuaa it ol S 888 bp
Figura IV.7 — Electroforese em gel de agarose do resultado da digestdo com g’pel .e Clal dos plasmideos
extraidos. P- pUG35 vazio, PD- pUG35 vazio sujeito também a reaccdo de digestdo, H- marcador
ADNA/HindIII, N- marcador NZYDNA ladder I. A corrida electroforética decorreu durante
aproximadamente 60 min a 80V.

Ap0s a confirmagdo da presenca do inserto nos varios plasmideos extraidos das colonias
seleccionadas, foi necessario assegurar a integridade da sua sequéncia nucleotidica. Alguma
mutagdo na sequéncia, aquando da amplificagdo, pode traduzir-se num folding incorrecto da
proteina e/ou perda da sua fungao bioldgica.

Dessa forma, o DNA plasmidico de dois transformantes que apresentaram um resultado
positivo na digestdo enzimatica com as enzimas Spel e Clal e que apresentaram amplificagdo do
tamanho do inserto em questdo foram enviados para sequenciacdo (coldnias 3.5 e 3.7 da
construcdo pUG35-AQP3 e coldnias 7.7 e 7.8 para a construgdo pUG35-AQP7). Os resultados
foram analisados recorrendo ao software BioEdit e alinhados com a sequéncia da aquaporina em
questdo disponivel na base de dados NCBI. A existéncia de mutagdes nas sequéncias clonadas
ndo foi observada, verificando-se assim a integridade das sequéncias. Os alinhamentos

encontram-se em anexo (Figura VIL.2 e Figura VIIL.3).

2 Expressao heterologa da AQP3 e AQP7 em S. cerevisiae YSH 1770

Apods confirmacdo da presenca e integridade das sequéncias codificantes nos

plasmideos construidos, avangou-se para a transformagdo da estirpe de S. cerevisiae YSH 1770
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com os plasmideos provenientes das coldnias 3.5 (construgdo pUG35-AQP3) e 7.7 (construgdo

pUG35-AQP7).

2.1. Detecc¢ao da localizagao celular utilizando GFP como repérter

A proteina verde fluorescente mais conhecida por GFP (Green Fluorescent Protein),
proveniente do cnidario Aequorea victoria, tem sido das proteinas mais utilizadas em biologia
celular devido as suas variadas aplica¢Ges. Pela sua capacidade de emitir fluorescéncia na zona
do visivel sem necessitar de co-factores, ¢ utilizada como marcador de niveis de expressdo
genética e como proteina de fusdo de forma a monitorizar a localizagdo subcelular de proteinas
de interesse, in vivo [63, 64]. No entanto, a sua sequéncia genética foi alvo de modificagdes com
0 objectivo de melhorar o desempenho da proteina. Cormack e colegas construiram um gene
sintético da GFP em que optimizaram os coddes para a tradu¢do em Candida albicans e
incorporaram ainda duas muta¢des na regido do cromoforo que aumentam a fluorescéncia
emitida pela proteina [65]. Desta forma construiram uma GFP melhorada, conhecida como
yEGFP (yeast-enhanced GFP) que pode ser usada como gene repérter em leveduras, incluindo
S. cerevisiae, de forma mais eficiente [65].

No contexto deste trabalho, a clonagem das sequéncias codificantes das aquaporinas de
forma a criar uma fusdo com o gene yEGFP, contido no vector de expressdo, permite
rapidamente observar a localizagdo celular das aquaporinas por microscopia de fluorescéncia.
Antes de se prosseguir para os estudos funcionais e para a caracterizagdo do transporte das
aquaporinas ¢ necessario garantir a localizagdo membranar das proteinas e avaliar o nivel de
expressao proteica.

Na Figura IV.8, em células de S. cerevisiae YSH 1770 transformadas com o
plasmideo pUG35 vazio, observa-se que a proteina GFP ¢ de facto expressa mas que se encontra
distribuida homogeneamente no citoplasma celular. Isto é devido ao facto de a GFP, nestas
células, ndo estar fusionada com qualquer aquaporina, ndo possuindo por isso sinalizacdo

membranar.
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Figura IV.8 — Exemplo de fotografias obtidas por microscopia de fluorescéncia (A) e de luz visivel (B) de células de
S. cerevisiae YSH 1770 transformadas com o plasmideo pUG35 sem inserto.

Por comparagdo com as células transformadas com o plasmideo que contém a proteina
GFP fusionada no lado C-terminal da sequéncia da aquaporina, verifica-se uma distribuicdo
celular muito mais restrita e localizada na membrana plasmatica, apesar de se também visualizar
a expressao em membranas intracelulares, no reticulo endoplasmatico [66], possivelmente numa

fase prévia ao seu transporte para a membrana plasmatica(Figura IV.9).

Figura IV.9 - Exemplo de fotografias obtidas por microscopia de fluorescéncia (A e C) e de luz visivel (B e D) de
células de S. cerevisiae YSH 1770 transformadas com o plasmideo recombinante pUG35-AQP3 (A) e pUG35-AQP7

(©).
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Como as diferengas de intensidade no sinal de fluorescéncia proveniente da GFP de célula
para célula estdo relacionadas directamente com os niveis de expressdo da proteina em cada
célula, ¢ possivel observar que existem niveis baixos de expressdo de ambas as aquaporinas na

membrana celular.

2.2. Resposta osmotica celular

Como vimos na introdugdo deste trabalho, as células sdo capazes de responder a
perturbagdes do meio exterior, variando o seu volume celular devido a fluxos de agua e soluto.

Antes da caracterizagdo do transporte de agua e glicerol mediado pelas aquaporinas,
iremos primeiro observar as simulagdes do modelo matematico descrito e aceder ao
comportamento das células quando expostas a determinadas perturba¢des. Nesta explicacao,
para facil compreensdo, serdo utilizados os sinais obtidos apenas para uma das estirpes porque
para as restantes duas a interpretacdo de graficos e o raciocinio adoptado ¢ idéntico, visto que
foram efectuados o mesmo tipo de choques osmoticos. De uma forma geral, a tinica diferenca
entre os sinais das trés estirpes vai residir no tempo em que levam a atingir um novo estado

estacionario, devido a maior ou menor presenca de aquaporinas.

2.2.1.Calibracao de F/F0 em v,,;

EFEITO DE BLEACHING

Os sinais de fluorescéncia adquiridos antes e apds a introducdo do choque osmotico ndo
reflectem apenas a variagdo do volume celular mas também um outro fenémeno chamado de
bleaching associado as sondas fluorescente que esta relacionado com a perda de capacidade de
emitir fluorescéncia, quando o fluoféro € exposto a luz [67].

Para visualizar este efeito (e/ou possivel pequena depositagdo de células durante a
aquisi¢do) procedeu-se a aquisi¢do de varios sinais a 23 °C, em que as células sdo expostas a
uma solucdo isotonica (A=1). Como ndo existem diferencas de osmolaridade entre o meio
extracelular e intracelular (osm,, = osm;,) ndo existirdo alteragdes do volume e, desta forma,
qualquer variagao de fluorescéncia reflecte o efeito de bleaching. Experimentalmente, observa-
se um decréscimo linear da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo. Foi feita uma
média a um conjunto destes ficheiros com o mesmo tempo e frequéncia de aquisicdo e foi
considerada como linha de base (Figura IV.10-A).

Para a anulagdo do efeito de bleaching foi sempre subtraida esta linha de base média aos
diferentes sinais hiperosmoticos, garantindo assim que a variagdo da fluorescéncia apenas se

deve a variagdo do volume celular devida a introdug@o do choque osmotico (Figura IV.10-B).
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Figura IV.10 — A. Sinais de adgua (0) e glicerol (©) tipicos obtidos a 23 °C, quando sujeitos a um choque
hiperosmético (A=1.25) nado-tratados e linha de base média (0) obtida a 23 °C com um choque iso-
osmotico A=1, onde ¢ possivel observar o efeito de bleaching. B. Sinais de dgua e sinais de glicerol
anteriores, depois da subtrac¢do da linha de base.

CALIBRACAO F/Fy EM Vyy,

Como ja referido na seccdo de métodos, utilizou-se a relacdo linear entre v, e F/F,
(apos subtracgdo do efeito de bleaching) e calculados os valores de @ (declive) e b (ordenada
na origem) para os sinais obtidos com o choque de sorbitol. Estes valores foram usados na
calibragdo dos sinais de fluorescéncia dos choques osmoticos com glicerol, onde existem fluxos
simultaneos de agua e glicerol.

No painel A da Figura IV.11mostram-se os valores experimentais de F/F, (azul, apos
subtracc¢do do bleaching) ¢ os respectivos valores calibrados de v,.; (vermelho) para o choque
com sorbitol, e no painel B as curvas obtidas para o choque com glicerol (F/F, (amarelo, apds
subtrac¢do do bleaching) e v,.; (verde). A estimativa das permeabilidades foi feita através da
simulag@o numérica do modelo matematico (descrito nos métodos) por ajustamento das curvas

teoricasde v, as respectivas curvas experimentais (linhas a preto).
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Figura IV.11 — Sinal de fluorescéncia obtido quando células da estirpe YSH 1770/pUG35-rAQP3 sdo
expostas a um choque osmotico de A=1.25 com a adi¢do de sorbitol, soluto impermeante (A) e com a
adigdo de glicerol, soluto permeante (B) e respectivas calibragdes para volume relativo.

2.2.2.Dependéncia de v, nos gradientes de solutos

SORBITOL, UM SOLUTO IMPERMEANTE

Através da técnica de fluxo interrompido, quando se introduz um choque osmotico de
tonicidade A=1.25 com adigdo de um soluto impermeante, observa-se uma variagao de v,,, tipica

como o da Figura [V.11.A.

Quando se introduz um choque osmoético deste tipo cria-se imediatamente um gradiente
de pressdo osmotica, devido as diferencas de concentracdo entre o meio extracelular e o
intracelular. Este gradiente provoca a saida de dgua do interior das células, o que se reflecte na
diminui¢do do volume celular relativo. Na Figura IV.12 A ¢ possivel observar a variagdo da

amplitude do gradiente de pressdo osmotica em relagdo ao volume relativo.
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Figura IV.12 — Variacdo do volume relativo celular quando se introduz um choque osmotico de
tonicidade A=1.25 com adig@o de soluto impermeante (sorbitol) e simulagdo da variagdo do gradiente de
pressdao osmotica criado por este (A) e simulagdo da variagdo da concentragdo interna de espécies nao-
difusiveis (B), ao longo do tempo.

No instante inicial, quando se introduz o choque osmotico, o gradiente apresenta o seu

valor absoluto maximo (-0.35 M) que ¢ dado por:

AHND = RT(CNDL'n - CNDout)
Allyp = RT(14M —1.75M) = —RT 0.35M

Um valor de gradiente negativo, significa que o meio extracelular encontra-se
momentaneamente mais concentrado que o meio intracelular, fazendo com que exista um fluxo
de saida de 4gua. A medida que a agua sai da célula, o seu volume vai diminuindo ao longo do
tempo até que (osm;,).= (05M,.).. Nesta altura o gradiente de pressdo osmotica dissipa-se
completamente (Ally, = 0) por ndo haver mais diferengas de concentracdo e o volume celular
estabiliza no seu valor final e a célula atinge assim um novo equilibrio osmoético. O gradiente de
pressdo osmotica dissipa-se ao longo do tempo porque com a saida inicial de agua ha variacao
da concentragdo interna de espécies nao-difusiveis (Figura IV.12 B). A quantidade das espécies
intracelulares mantém-se constante durante toda a perturba¢do mas a medida que o volume
celular diminui a concentragdo destas espécies intracelulares aumenta o que provoca a igualdade

de concentracgdes de solutos do meio externo e interno.

GLICEROL, UM SOLUTO PERMEANTE

Por outro lado, no caso de termos um choque osmoético com a adi¢do de um soluto

permeante, como ¢ o caso do glicerol, o seu movimento através da membrana sera também
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observado para além do fluxo de agua. A variacdo de v, tipica de uma experiéncia com estas

condig¢des encontra-se na Figura IV.11.A.

Numa primeira fase ¢ observado um rapido decréscimo de volume devido a um rapido
fluxo de 4gua devido ao gradiente de pressdo osmotica criado e, numa segunda fase observa-se
uma variacdo de volume devida aos fluxos de entrada de glicerol simultdneos com a entrada de
agua. De facto, os dois fluxos (de agua e glicerol) iniciam-se ao mesmo tempo mas o
movimento de agua ¢ muito mais rapido na escala de tempo de observagao, o que determina este
tipo de variagdo de volume (diminui¢do seguida de aumento).

Para melhor entender estas variagdes de volume, a Figura IV.13 mostra, na mesma
escala de tempo, as simulacdes da variacdo do gradiente osmotico associado a variacdo de
volume e as variacOes das concentragdes das espécies intracelulares e do glicerol, também
associadas a varia¢do de volume ¢ a entrada de glicerol.

No instante em que se introduz a perturbagdo, o gradiente total ¢ negativo sendo o fluxo
de agua de saida, causando uma diminui¢do de volume. A determinada altura o volume celular
inverte a sua tendéncia de descida, pois o gradiente total, anteriormente negativo, passa a ser
positivo. Nesse momento o gradiente das espécies ND torna-se superior, em valor absoluto, ao
do glicerol, causando uma entrada de agua.

Em relagdo as concentragdes intracelulares, estas variam até igualarem as concentragdes
externas. A concentracdo intracelular das espécies nao difusiveis (Cin ND) segue a variagdo de
volume até igualar a concentragdo externa de sorbitol, enquanto que a concentragdo intracelular

de glicerol (Cin S) aumenta até ao seu valor final igual a sua concentracdo externa.

A . B 18
1,16 1,16
1.5 &
Los £
T 1,11 g T 1M g
ch £ s 12 £
s 5 S 3
7] 0 @ 2 c
a S < £
2 S £ J - 09 .9
£ 1,06 s £ 106 S,
] 53 ®
© Vrel 05 8 & 5
= c — L 06 €
; AC total 3 ; 1o Vrel §
1,01 ) 1 i
ACND b CnND | 5 8
ACS CinS
0,96 1,5 0,96 T T 0
0 20 40 60 0 20 40 60
Tempo (s) Tempo (s)

Figura IV.13—(A) Variacdo do volume relativo e simulag@o da variacdo do gradiente de pressao osmotica
criado por este, ao longo do tempo e (B) simulagdo da variacdo das concentragdes intracelulares das
espécies nao-difusiveis.
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2.3. Estimativa dos coeficientes de permeabilidade e energias de activacao

A agua pode movimentar-se através da membrana celular através de duas vias: i)
difusdo através da bicamada lipidica (a qual esta associada uma elevada energia de activagdo) e
ii) através de canais especificos (a qual esta associada uma baixa energia de activacgdo).

O coeficiente de permeabilidade osmética (Py) e o coeficiente de permeabilidade do
soluto (Pg) sdo parametros importantes na caracterizagdo quer do transporte de agua quer do
transporte de soluto através das membranas. O valor absoluto de Py e Ps permite-nos prever se o
transporte membranar ¢ facilitado por canais (como as aquaporinas ou aquagliceroporinas) ou
através da camada bilipidica. A energia de activagdo (E,) ¢ um outro parametro bastante util
para prever a presenca de canais transportadores nas membranas celulares. A E, ¢ uma medida
da energia envolvida no processo de transporte de agua ou soluto através da membrana. Valores
de E, muito elevados estdo associados fundamentalmente ao transporte através da bicamada
lipidica, significando uma grande barreira energética relacionada com a energia envolvida no
processo de quebra de ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de agua e/ou de solutos e sua
transferéncia para o meio lipidico. A presenca de canais transportadores permite a formagao de
ligagdes entre moléculas transportadas e as paredes do canal, baixando a energia de activagdo do
transporte.

O fluxo de total de agua (ou soluto) que atravessa a membrana de uma célula € a soma
dos fluxos através das duas vias e, por isso, o valor total de Py (ou Py) ¢ da E, associada ao
transporte estda dependente da contribui¢do relativa de cada uma das vias. No caso presente
quanto maior for a expressdo das aquaporinas maior sera o valor das permeabilidades ¢ menor o

valor de E, associado ao transporte.

Desta forma, para a estimativa dos coeficientes de permeabilidade (P; e Ps) e calculo
da E, associada foram adquiridos varios sinais a temperaturas diferentes (Anexo 6), como
descrito no capitulo II. Estes sinais obtidos foram calibrados, como ja previamente descrito,
pelo que ja ndo serdo apresentados sinais de fluorescéncia, apenas de v, A optimizagdo dos
valores das permeabilidades foi feita pelo assentamento das curvas teodricas aos dados
experimentais, utilizando o modelo matematico implementado no software Berkeley Madonna.

(http://www.berkeleymadonna.com).

60



Resultados e Discussao

CARACTERIZACAO DO TRANSPORTE DE AGUA

A Figura IV.14 compara a variagdo de v,; apds um choque osmoético com sorbitol a
23°C para as trés estirpes, em que os valores estimados de P; foram para o pUG35 vazio
(controlo), AQP3 e AQP7 de 4,00x10* cm s”, 5,34x10* cm s”', 5,93x10” cm s,

respectivamente.
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Figura 1V.14 — Comparacdo da variagdo de v, das trés estirpes, quando sujeitas a um choque osmético
com sorbitol (A=1.25)a23°CeapH 74.

O calculo da E, relativo ao transporte de agua ¢ feito a partir da representacdo grafica
de Arrhenius dos valores de P; estimados para as varias temperaturas testadas (Figura IV.15). O
valor de E, determinado para o transporte de agua para a estirpe controlo foi de 14.45 kcal mol™
e para as estirpes que sobre-expressam a AQP3 ¢ AQP7 foi de 12.67 kcal mol” ¢ 13.24 kcal
mol” respectivamente. Como a estirpe controlo (YSH 1770/pUG35) ndo sobre-expressa
nenhuma aquaporina endogena ou de mamifero, considera-se que esta estirpe representa apenas

o transporte através da bicamada lipidica.

61



Resultados e Discussao

65 | A AQP3
' -1
12.67 kcal mol AQP7
13.24 kcal mol™
_7’5 B
&
5
Controlo
83 14.45 kcal mol!
95 . . . .
0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036

T (K)

\

Figura IV.15 — Representacdo grafica de Arrhenius dos ensaios de permeabilidade a agua para cada
estirpe, quando sujeitas a um choque osmético com sorbitol de tonicidade A=1.25, a pH 7,4. A escala de
temperaturas varia de 9 °C (282 K) a 37 °C (310K). As energias de activagdo (E,) para cada estirpe foram
calculadas a partir dos declives das linhas de tendéncia.

Quando se analisam as ordens de grandeza quer dos valores dos Py quer de E, para as
estirpes que sobre-expressam a AQP3 ¢ AQP7, os valores de Py e a diminui¢do verificada da
energia de activagdo sdo pequenos, indiciando que houve um baixo nivel de expressdo destes
canais na membrana ou os canais expressos nao estarem funcionais. Contudo, quer os valores de
permeabilidades obtidos para as diferentes temperaturas, quer as energias de activagdo
calculadas sdo significativamente diferentes, apontando para expressdo, embora baixa, de
aquaporinas activas na membrana.

Para melhor compreensdo destes fendmenos, apresenta-se o perfil esperado da
variacdo da E, consoante o nimero de canais activos na membrana. Recorreu-se novamente ao
software de simulacdo matematica Berkeley Madonna e foram simuladas trés situagdes em que
se variou o niimero de canais activos na membrana: i) numero muito reduzido, canais quase

inexistentes; ii) poucos canais; iij) nimero médio de canais e iv) presenga elevada de canais.
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Figura IV.16 — Simula¢do numérica de um grafico de Arrhenius em fun¢do do niimero de canais
expressos na membrana. As duas linhas solidas a cinzento e preto representam o comportamento tipico da

via lipidica e da via facilitada por canais, respectivamente. A linha solida vermelha representa a soma da
contribui¢do de ambas as vias.

Na Figura IV.16i), no primeiro caso em que quase nio existem canais activos na
membrana, observa-se que so a via lipidica contribui fundamentalmente para o valor total de E,
(as duas linhas estdo quase sobrepostas). Se o numero de canais activos na membrana aumentar,
mas ainda assim o seu numero ndo for suficiente elevado, a E, total tera ja uma pequena
contribuicdo dos canais mas um declive, na maior parte da curva, semelhante ao declive da via
lipidica (Figura IV.16ii)). E importante referir que, dependendo do intervalo de temperaturas
que se considere, observa-se contribuigdes variaveis das duas vias de transporte. Neste caso, a
diferenga de contribuigdo s6 comega a ser notoria a temperaturas mais baixas (lado direito dos

graficos), onde os fluxos de agua ocorrem predominantemente através dos canais. A soma das
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duas contribui¢des origina um grafico de Arrhenius ndo-linear. A medida que o n° de canais
activos na membrana aumenta, a E, total reflectira cada vez mais a contribuigao da via proteica
em detrimento da via lipidica (Figura 1V.16iii)), até que a permeabilidade total seja idéntica a
permeabilidade através dos canais, no caso de haver um numero elevado destes na membrana
(Figura IV.16iv)). Este argumento ja foi detalhadamente discutido numa publica¢do anterior do
nosso grupo [68].

Tendo em conta as simulagdes anteriormente descritas, € possivel concluir que os
resultados obtidos na caracterizagdo do transporte de agua indicam que, de facto, as aquaporinas
expressas estdo funcionais no entanto, o seu nivel de expressdo ¢ baixo. Resultado que também

¢ corroborado pelas imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia.

CARACTERIZACAO DO TRANSPORTE DE GLICEROL

Quando se caracteriza o transporte de glicerol é importante ter em conta que a estirpe de
S. cerevisiae YSH 1770 ndo esta silenciada nos canais de glicerol endogenos; contudo, ao
caracterizar a estirpe controlo (YSH 1770/pUG35) a contribuigdo desse transporte ja vem
contabilizada e dessa forma considera-se que as diferengas obtidas para as estirpes que sobre-

expressam aquaporinas sao apenas devidas aos canais expressos.

A Figura IV.17compara as variagdes de v, obtidas ap6és um choque osmotico com
glicerol a 23°C para as trés estirpes. Pode observar-se que na estirpe controlo ha uma pequena
entrada de glicerol devido a existéncia dos canais de glicerol enddgenos e observa-se também
que a presenca de AQP3 ou AQP7, no entanto, aumenta drasticamente essa entrada. Os valores
estimados de permeabilidade ao glicerol (Ps) para o PUG vazio (controlo), AQP3 e AQP7 foram

de 2,24x107 cm s, 9,70x107 cm s, 1,06x10° cm s™, respectivamente.
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Figura IV.17 - Comparagdo da variagdo de v, das trés estirpes, quando sujeitas a um choque osmético
com glicerol (A=1.25)a23°CecapH74.

De facto, quando se comparam os valores de E, do transporte de glicerol das estirpes
transformadas com a AQP3 e AQP7 (Ea, 15.75 kcal mol™ e 13.09 kcal mol”, respectivamente)

com a estirpe controlo (Ea, 22.19 kcal mol™), observa-se uma diferenca acentuada (Figura
IV.18).

AQP3
13 1 E,=15.75 kcal mol™
15 - A
(7]
o
£ e AQP7
47 E,=13.09 kcal mol™
Controlo o)
E,=22.19 kcal mol™
-19 T : \
0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036

T (K1)

Figura IV.18 - Representacdo grafica de Arrhenius dos ensaios de permeabilidade ao glicerol para cada
estirpe, quando sujeitas a um choque osmético com glicerol de tonicidade A=1,25 a pH 7,4. A escala de

temperaturas varia de 12 °C (285 K) a 36 °C (309 K). As energias de activacdo (E,) para cada estirpe
foram calculadas a partir dos declives das linhas de tendéncia.
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Estes resultados mostram que as aquagliceroporinas conferem uma grande
permeabilidade membranar ao glicerol relativamente ao controlo o que demonstra que, embora
em pequenos niveis de expressdo, estdo funcionais. Estas diferengas no transporte de glicerol
sdo mais acentuadas que no transporte de dgua porque a membrana celular da estirpe controlo ¢
muito menos permeével ao glicerol (E, = 22.19 kcal mol™) que a 4gua, ainda que existam canais
enddgenos especificos para este soluto. Mesmo em baixo niimero, as poucas aquagliceroporinas
funcionais conseguem aumentar acentuadamente a permeabilidade membranar ao glicerol
enquanto que, como a membrana ja ¢ muito permedvel a dgua, as diferengas tornam-se pouco

notdrias no transporte de agua.

2.4. Estudos de inibicdo com o composto organometalico Auphen

Sao varias as patologias que tém sido associadas a disfun¢@o de aquaporinas, sendo pois
importante a descoberta de moléculas capazes de modular a sua actividade. Neste trabalho
estudou-se em particular o efeito do Auphen, um composto organometalico de Au (III), que de
acordo com resultados anteriores mostrou ndo afectar significativamente o transporte de agua
através da AQP3 mas demonstrou uma elevada inibi¢ao do transporte de glicerol, o que o torna
um potente e selectivo inibidor desta [44]. A observagdo do efeito deste inibidor serve também
para validar o modelo celular de expressdo heterologa de AQP3 e AQP7, tornando-o viavel para
o rastreio de outras moléculas com possivel ac¢do farmacologica.

De forma a avaliar o efeito inibitério do Auphen no transporte de agua e glicerol das
estirpes, as células inicialmente equilibradas em solugdo isotdnica de sorbitol 1,4 M e incubadas
com o inibidor durante 30 min a temperatura ambiente, foram sujeitas ao mesmo tipo de
choques hiperosmoticos (A=1,25). Uma vez que toda a estratégia de tratamento e calibragdo de
sinais de fluorescéncia ja foi discutida anteriormente ndo se ira apresentar graficamente a
variagdo de v,.,; a0 longo do tempo mas apenas, de forma comparativa, os valores de P; e Pg
determinados para as células incubadas com Auphen e as células controlo (sem incubagdo com
Auphen).

Na Figura IV.19 (Painel A) observa-se o efeito do Auphen no transporte de agua e no
transporte de glicerol (Painel B).
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Figura IV.19 — Efeito do Auphen 100 pM, a 23 °C e a pH 7,4, na permeabilidade a adgua (A) e na
permeabilidade ao glicerol (B) das varias estirpes.

TRANSPORTE DE AGUA

Para determinar o efeito do Auphen no transporte de agua, foram primeiramente
determinados os valores de Py para as células das trés estirpes, sem incubagdo com Auphen. A
ordem de grandeza destes valores ja foi anteriormente discutida e relacionada com a presenga de
um namero pequeno de canais membranares devido a baixos niveis de expressdo genética.

Quando observamos o efeito da incuba¢do com Auphen na estirpe controlo (YSH
1770/pUG35, sem sobre-expressdo de aquagliceroporinas) verifica-se que o inibidor ndo possui
um efeito inibidor na permeabilidade & 4gua, visto os valores calculados de Py ndo serem
significativamente diferentes. Este resultado estd de acordo com o facto da estirpe de S.
cerevisiae utilizada (YSH 1770) estar silenciada em todas as aquaporinas ortodoxas endogenas e
a permeabilidade a dgua ser apenas conferida pela camada bilipidica; desta forma, ndo existe
nenhum canal de 4gua para o qual o Auphen possa ter afinidade e os valores de P¢ndo variam.

No entanto, quando se analisa os valores de P; das células que sobre-expressam as
aquagliceroporinas em estudo (AQP3 e AQP7), quando incubadas com Auphen, observa-se uma
inibi¢do do transporte de agua (27 e 34% de inibigdo). Os valores de P; estimados para as
células inibidas sdo semelhantes aos valores de Py da estirpe controlo, o que sugere que o

Auphen inibe totalmente o transporte de agua através das aquagliceroporinas.

TRANSPORTE DE GLICEROL

O efeito inibitério do Auphen foi também avaliado no transporte de glicerol e comparado
entre as trés estirpes. Os valores de Pg para as células das trés estirpes, sem incubac¢do com

Auphen, foram determinados ¢ a sua diferen¢a discutida anteriormente.
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Quando observamos o efeito da incuba¢do com Auphen na estirpe controlo (YSH
1770/pUG35, sem sobre-expressdo de aquagliceroporinas) verifica-se que o inibidor ndo possui
qualquer efeito na permeabilidade ao glicerol. Apesar da estirpe de S. cerevisiae utilizada (YSH
1770) estar silenciada em todas as aquaporinas ortodoxas endogenas, ndo o esta nos canais de
glicerol intrinsecos. Desta forma, verifica-se que o Auphen nio possui afinidade para estes
canais.

Por outro lado, verificou-se uma grande alteracdo nos valores de Ps obtidos devido a
presenga das aquagliceroporinas AQP3 e AQP7, incubadas com Auphen. Estes valores ficaram
semelhantes aos valores obtidos para a estirpe controlo (YSH 1770/pUG35) na presenga de
Auphen, indicando que o inibidor é um inibidor especifico destas duas aquaporinas, reduzindo
praticamente o comportamento destas duas construgdes ao comportamento da estirpe sem sobre-
expressdo. Assim, nestas estirpes que sobre-expressam as aquagliceroporinas AQP3 ¢ AQP7
oefeito inibitorio do Auphen é bastante acentuado no transporte de glicerol com inibigdes de 93
e 84%, respectivamente. Em particular, na estirpe que sobre-expressa a AQP3 essa inibicdo
(93%) demonstra ser total, uma vez que o correspondente valor de Pg assemelha-se aos valores
obtidos para a estirpe controlo.

O facto de o Auphen ndo apresentar afinidade para qualquer transportador de glicerol
intrinseco da estirpe de S. cerevisiae YSH 1770 mas inibir fortemente o transporte de glicerol
das aquagliceroporinas sobre-expressas demonstra que este composto possui um alto poder
inibidor e selectivo, como descrito anteriormente, ndo s6 para a AQP3 [44] mas também para a

AQP7.
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Este trabalho experimental dividiu-se em trés partes importantes: i) a construgdo de um
sistema de expressdo heterdloga que permitisse a expressao de aquaporinas, de forma individual
e, tirar vantagem desse sistema Unico para ij) caracterizar o transporte de agua e glicerol das
aquaporinas em estudo e iii) rastrear moléculas com potencial farmacoldgico.

Na primeira parte do trabalho foram aplicadas varias técnicas de biologia molecular que
envolveram a amplificacdo e clonagem das sequéncias-alvo num vector de expressdo adequado,
o pUG35 e a transformagdo da estirpe de Saccharomyces cerevisiae YSH 1770 com os
plasmideos construidos. Devido a fusdo AQP-GFP foi possivel observar a sua localizagdo
subcelular, por microscopia de fluorescéncia. Observou-se que ambas as aquagliceroporinas
encontravam-se maioritariamente expressas na membrana de um organito celular — o reticulo
endoplasmatico. No entanto, era também possivel observar a sua presen¢a na membrana
plasmatica.

A segunda parte do trabalho consistiu na caracterizagdo funcional da AQP3 ¢ da AQP7
e para isso foi utilizada a técnica de interrup¢do brusca do fluxo que permite seguir a variagdo
de volume celular por fluorescéncia, quando se introduz uma perturbacdo no meio extracelular.
Os fluxos de agua através da membrana celular causados por gradientes de pressdo osmotica (de
solutos impermeantes ou permeantes) provocam alteragdes transitorias de volume, até se atingir
um novo volume final de equilibrio osmoético. A velocidade com que as alteragdes de volume
ocorrem e o tempo que a célula leva a re-estabelecer o seu novo equilibrio osmoético dependem
directamente das caracteristicas intrinsecas de transporte da membrana, em particular, da
quantidade de canais especificos para a agua e para o soluto em questdo. De forma a caracterizar
o transporte de agua e glicerol da AQP3 e AQP7 foram realizadas experi€ncias hiperosmoticas
que provocaram alteracdo de volume celular, a diferentes temperaturas. A constru¢do de um
modelo matematico que permite simular o comportamento celular quando sujeitas a este tipo de
experiéncias foi o ponto fulcral na analise dos resultados. Pelo assentamento de curvas teéricas
aos dados experimentais, os coeficientes de permeabilidade a agua (Py) e ao soluto (Ps) foram
estimados e foram calculadas energias de activacdo (E,) associadas ao transporte. Os valores
obtidos destes parametros indicam que existe um baixo nivel de expressdo destas
aquagliceroporinas na membrana, resultado que corrobora as observagdes feitas no microscopio
de fluorescéncia. Ainda assim, foi possivel observar que as proteinas se encontram funcionais e
que este sistema de expressdo heterologa ¢ um sistema excelente para a caracterizagdo funcional
¢ ainda, para o rastreio de moléculas farmacologicas.

Em particular, na terceira parte do trabalho foi estudado o efeito do composto
organometalico (Auphen) na actividade das aquagliceroporinas em estudo. Anteriormente, foi

demonstrado a alta selectividade do Auphen para o transporte de glicerol da AQP3. De facto,
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neste trabalho foi observada uma drastica inibi¢do no transporte de glicerol ¢ uma redugdo
menos acentuada no transporte de agua das duas estirpes contendo a AQP3 e AQP7, reduzindo
no entanto, os valores das permeabilidades quer do glicerol quer da agua aos valores obtidos
para a estirpe sem aquaporinas. Este facto demonstrou que o Auphen inibiu totalmente estas
aquaporinas, reduzindo a zero a sua contribui¢do para o transporte de agua e glicerol. Mostrou-
se também que o Auphen possui uma alta selectividade para as aquagliceroporinas, ndo tendo
qualquer afinidade para os transportadores de glicerol endogenos da estirpe de S. cerevisiae
utilizada. O efeito deste inibidor especifico mostra que o modelo celular de expressdo
heter6loga construido neste trabalho ¢ valido e podera ser utilizado para o rastreio da actividade

inibitoria de outras moléculas.

Em suma, todos os objectivos deste trabalho foram concretizados com sucesso e

existem perspectivas futuras para continuagao:

i) Construir uma estirpe de S. cerevisiae, que para além de estar silenciada nos genes
que codificam para as aquaporinas ortodoxas (aqyl e aqy2), estar silenciada também
nos genes que codificam para os canais de glicerol (fpsl e yfl054c). Desta forma nao
existira qualquer transporte de background de agua e glicerol e todos os resultados
obtidos serdo devido a expressdo das aquaporinas;

ii) Isolar o organelo celular onde se verificou uma elevada expressdo de aquaporina na
membrana (reticulo endoplasmatico), ou tentar optimizar condi¢des que resultem no
aumento substancial dos niveis de expressdo das sequéncias codificantes das
aquaporinas;

iii) Investigar o efeito inibitorio do Auphen nas restantes aquagliceroporinas, de forma a
optimizar o desenho de moléculas altamente selectivas para o tratamento das

diferentes patologias associadas a estas proteinas.
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Anexos

Anexo 1 — Mapa circular do vector de expressiao

Pstl

‘ CEN6/ARSH4

pUG35
6231 bps

“"Nael
"'Kpnl
2 EcoRl
£ Smal
£ BamHI
i Spel
“Xbal
Spel Smal EcoRI
Xbal BamHI Pstl EcoRV

MET25-Prom.| TCT &GA ACT AGT GGA TCC CCC GGG CTG CAG GAA TTC GAT ATC

Clal
HindITI Sall vYEGFF3 coding region

AAG CTT ATC GAT ACC GTC GAC CTC GAC (ATG TCT ABA GGT ... ...

Figura VII.I — Mapa circular do vector de expressao pUG35 e sequéncia nucleotidica do sitio de
clonagem multipla sob a regula¢do do promotor MET25. (Giildener & Hegenmann)

Anexo 2 — Composicao dos meios de cultura utilizados no crescimento celular,
solucdes e tampoes

Tabela VII.1 — Composi¢do do meio de cultura LB.

Meio LB
Composto Concentracao final
Triptona 1 % (p/v)
Extracto de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Agar 1,5 % (p/v)
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Tabela VII.2 — Composi¢do do meio de cultura YNB.

Composto Concentracio final
Yeast Nitrogen Base 0,67 % (p/v)
Glucose 2 % (p/v)
Histidina 20 mg/mL
Leucina 40 mg/mL
Triptofano 30 mg/ml
Uracilo 20 mg/mL
Agar 2 % (p/v)

Tabela VII.3 — Composi¢do do meio de cultura YPD.

Composto Concentracao final
Extracto de levedura 0,5 % (p/v)
Peptona 1 % (p/v)
Glucose 2 % (p/v)
Agar 2 % (p/v)

Tabela VIL.4 - Composi¢do do meio de regeneragdo SOC.

Meio de regeneragio SOC

Composto

Concentracao final

Triptona
Glucose

Extracto de levedura

NaCl
KCl
MgCl,
MgSO,

2 % (piv)
2 % (piv)

0,5 % (p/v)

10 mM
2,5 mM
10 mM
10 mM

Anexos

pH 6,8-7 (com KOH)

Tabela VIL5 - Composicdo da solugdo 2x TSS.

Solucao 2x TSS

Composto Concentracao final
PEG 3350 20 % (p/v)
DMSO 10 % (p/v)
MgCl, 50 mM
Meio LB 0,5x
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Tabela VII.6 — Composigdo das solugdes usadas no protocolo de extrac¢do de DNA por lise alcalina.

Solucio I
Composto Concentracao final
Glucose 50 mM
Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTA 10 mM
Solugao II
Composto Concentracao final
NaOH 200 mM
SDS 1% (p/v)
Solucao IIT
Composto Concentracao final
NaAc 3M
HAc Até pH 4,8
Solucéo IV
Composto Concentragdo final
NaAc 100 mM
Tris pH 8,0 50 mM

Tabela VII.7 — Composi¢ao do tampao H, utilizado na reacc¢do de digestdo com as enzimas Spel e Clal.

Tampio H 1x
Composto Concentracao final
Tris-HCl 50 mM
NaCl 10 mM
MgCl, 100 mM
Ditioeritritol (DTE) 1 mM
pH7,5a37°C

Tabela VII.8 — Composi¢do do tampao utilizado na reacgdo de ligagdo entre plasmideo e fragmento.

Tampaio de ligacio 5x

Composto Concentracao final
Tris-HCI 250 mM
MgCl, 50 mM
ATP 5 mM
Ditiotreitol (DTT) 5 mM
PEG 8000 25 % (p/v)
pH 7,6
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Tabela VII.9 — Composi¢do do tampao acido citrico/fosfato dipotassico utilizado na preparagdo das
solugdes para os choques osmoticos.

Tampio acido citrico/fosfato dipotassico

Composto Concentracao final
Acido citrico
monohidratado >0 mM
KzHPO4 50 mM

Acertar o pH a 7,4 com KOH

Anexo 3 — Kits comerciais

GenElute™ HP Plasmid Midiprep (Sigma-Aldrich)

As células bacterianas foram recolhidas do meio de cultura por centrifugacdo a 5000 x g
durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado ¢ o pellet ressuspendido completamente com
4 mL da solugdo de Ressuspensdo/RNase A. De seguida, adicionou-se ao tubo 4 mL da solugdo
de Lise e inverteu-se 6-8 vezes de modo a misturar as solugdes. Deixou-se ocorrer a lise celular
durante 3-5 minutos, até que a solucdo se tornasse transparente e viscosa. As células lisadas
foram neutralizadas com a adicdo de 4 mL da solucdo de Neutralizacdo fria e inversdo do
contetido 4-6 vezes de forma a observar o aparecimento de um agregado branco. Adicionou-se 3
mL da solucdo de Ligacao, inverteu-se 1-2 vezes, transferiu-se toda a solugdo imediatamente
para a seringa, sem o émbolo e deixou-se a solug@o repousar assim durante 5 minutos. Durante
o tempo de espera, uma das colunas fornecidas no kit foi colocada num tubo colector e
adicionou-se a esta 4 mL da solug@o de Preparagdo da Coluna e centrifugou-se a 3000 xg por 2
minutos num rotor basculante. Apds descartar a solucdo de preparacdo, a seringa foi colocada
sobre a coluna e com a ajuda do émbolo, o lisado celular foi expelido da seringa para a coluna.
O filtro da seringa ird reter os restos celulares, bem como proteinas, lipidos ¢ DNA
cromossomal. O conteudo da coluna foi novamente centrifugado a 3000 x g por 2 minutos € o
eluido descartado. Este processo € repetido enquanto houver lisado na seringa. Posteriormente,
foi adicionado 4 mL da solucdo de Lavagem 1 a coluna e esta centrifugada a 3000 x g por 2
minutos. Apés descartar o eluido, adicionou-se 4 mL da solugdo de Lavagem 2 e repetiu-se o
passo de centrifugagdo. A coluna foi transferida para um novo tubo, adicionou-se 1 mL de H,O

mili-Q estéril e centrifugou-se a 3000 x g por 5 minutos, de forma a eluir o DNA plasmidico.
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Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

O kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) ¢ apropriado para extrair
e purificar fragmentos de DNA (100bp a 10 kb) a partir de géis de agarose (1.A) ou purificar
produtos da reac¢@o de amplificacdo por PCR (1.B), removendo o excesso de nucleotidos e

primers.

1. Preparacio da amostra

(A) Banda excisada do gel
Apds a electroforese em gel de agarose para separar os fragmentos de DNA, a
banda de interesse foi excisada, colocada num microtubo de 1.5 mL e o seu peso foi
apontado. Adicionou-se 10 plL de tiocianato de guanidina (Membrane Binding
Solution) por cada 10 mg de banda excisada. A mistura foi agitada no vortex e
incubada a 50-65 °C até que a banda se dissolvesse por completo.

(B) Reacgdo de PCR
Apds amplificacdo, adicionou-se um volume igual de Membrane Binding Solution a

reaccdo de PCR.

Foi utilizado o método por centrifugacdo para a purificagdo de DNA. Para isso, uma
mini-coluna € colocada num tubo colector e a amostra preparada (banda dissolvida ou produto
de PCR) ¢ transferida para a mini-coluna. Aguardou-se 1 minuto & temperatura ambiente e
centrifugou-se a 16 000 x g por 1 minuto. O eluido presente no tubo colector ¢ descartado pela
remog¢do momentanea da mini-coluna. A mini-coluna inserida novamente no tubo colector foi
adicionado 700 plL de Membrane Wash Solution e procedeu-se a nova centrifuga¢do nas
mesmas condicdes e o eluido foi novamente descartado. Este passo de lavagem foi repetido com
a adi¢do de 500 uL de Membrane Wash Solution e centrifugagdo a 16 000 x g por 5 minutos. O
eluido foi novamente descartado e voltou-se a centrifugar por 2 minutos para permitir a
evaporagdo de etanol residual. A mini-coluna foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL
e foi adicionado 50 uL de Nuclease-Free Water. Aguardou-se 1 minuto a temperatura ambiente

e centrifugou-se a 16 000 x g por 1 minuto. O microtubo com o DNA eluido foi guardado.
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Anexo 4 — Marcadores de peso molecular
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Anexo 5 — Alinhamento dos resultados de sequenciacio
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Figura VIIL.2 — Alinhamento da sequéncia codificante da AQP3 de Rafttus norvegicus com os resultados da
sequenciacdo do plasmideo extraido das colonias 3.5 (equivalente 2.2) e e 3.7 (equivalente a 3.2). O
multiplo alinhamento das sequéncias foi realizado com a ferramenta ClustalW do sofiware BioEdit versdo

7.2.0.
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ATGGGTCGACAGAAGGAGTTGATGAACCGTTGCGGGGAGATGCTCCACATCCGCTACCGGCTG
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CTTCGCCAGGCTCTGGCGGAGTGCCTGGGGACCCTCATCCTTGTGATGTTCGGCTGTGGTTCCGTGGCTCAAGTGGTGCTCAGCCGAGGG
CTTCGCCAGGCTCTGGCGGAGTGCCTGGGGACCCTCATCCTTGTGATGTTCGGCTGTGGTTCCGTGGCTCAAGTGGTGCTCAGCCGAGGG
CTTCGCCAGGCTCTGGCGGAGTGCCTGGGGACCCTCATCCTTGTGATGTTCGGCTGTGGTTCCGTGGCTCAAGTGGTGCTCAGCCGAGGG
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GGCACAGCTGGTATCTTTGCCACCTATCCCTCTGGACACTTGGATATGGTCAATGGCTTCTTTGATCAGTTCATAGGCACAGCAGCCCTT
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ATTGTGTGTGTGCTGGCCATTGTTGACCCTTATAACAACCCTGTGCCCCGGGGCCTGGAGGCCTTCACTGTGGGCCTTGTGGTCCTGGTC
ATTGTGTGTGTGCTGGCCATTGTTGACCCTTATAACAACCCTGTGCCCCGGGGCCTGGAGGCCTTCACTGTGGGCCTTGTGGTCCTGGTC

640 650 660 670 680 690 700 710 720
T T T (o
ATTGGGACCTCCATGGGCTTCAATTCTGGCTATGCCGTCAACCCAGCTCGTGACTTTGGACCTCGCCTTTTCACTGCCCTGGCTGGCTGG
ATTGGGACCTCCATGGGCTTCAATTCTGGCTATGCCGTCAACCCAGCTCGTGACTTTGGACCTCGCCTTTTCACTGCCCTGGCTGGCTGG
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ATAGCAAAGATCCAGGAAATACTGCAGAGGAAGATGGTGCGAGAGTTCCTGGCCGAGTTCATGAGCACATATGTCATGATGGTATTCGGC
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GTGCACGTGGCAGGCCGCATCTCTGGAGCCCACATGAACGCAGCTGTGACCTTTGCTAACTGTGCGCTGGGCCGCGTGCCCTGGAGGAAG
GTGCACGTGGCAGGCCGCATCTCTGGAGCCCACATGAACGCAGCTGTGACCTTTGCTAACTGTGCGCTGGGCCGCGTGCCCTGGAGGAAG
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TTTCCGGTCTATGTGCTGGGGCAGTTCCTGGGCTCCTTCCTGGCGGCTGCCACCATCTACAGTCTCTTCTACACGGCCATTCTCCACTTT
TTTCCGGTCTATGTGCTGGGGCAGTTCCTGGGCTCCTTCCTGGCGGCTGCCACCATCTACAGTCTCTTCTACACGGCCATTCTCCACTTT
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TCGGGTGGACAGCTGATGGTGACCGGTCCCGTCGCTACAGCTGGCATTTTTGCCACCTACCTTCCTGATCACATGACATTGTGGCGGGGC
TCGGGTGGACAGCTGATGGTGACCGGTCCCGTCGCTACAGCTGGCATTTTTGCCACCTACCTTCCTGATCACATGACATTGTGGCGGGGC
TCGGGTGGACAGCTGATGGTGACCGGTCCCGTCGCTACAGCTGGCATTTTTGCCACCTACCTTCCTGATCACATGACATTGTGGCGGGGC
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TTCCTGAATGAGGCGTGGCTGACCGGGATGCTCCAGCTGTGTCTCTTCGCCATCACGGACCAGGAGAACAACCCAGCACTGCCAGGAACA
TTCCTGAATGAGGCGTGGCTGACCGGGATGCTCCAGCTGTGTCTCTTCGCCATCACGGACCAGGAGAACAACCCAGCACTGCCAGGAACA
TTCCTGAATGAGGCGTGGCTGACCGGGATGCTCCAGCTGTGTCTCTTCGCCATCACGGACCAGGAGAACAACCCAGCACTGCCAGGAACA

640 650 660 670 680 690 700 710 720
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GAGGCGCTGGTGATAGGCATCCTCGTGGTCATCATCGGGGTGTCCCTTGGCATGAACACAGGATATGCCATCAACCCGTCCCGGGACCTG
GAGGCGCTGGTGATAGGCATCCTCGTGGTCATCATCGGGGTGTCCCTTGGCATGAACACAGGATATGCCATCAACCCGTCCCGGGACCTG
GAGGCGCTGGTGATAGGCATCCTCGTGGTCATCATCGGGGTGTCCCTTGGCATGAACACAGGATATGCCATCAACCCGTCCCGGGACCTG
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CCCCCCCGCATCTTCACCTTCATTGCTGGTTGGGGCARACAGGTCTTCAGCAATGGGGAGAACTGGTGGTGGGTGCCAGTGGTGGCACCA
CCCCCCCGCATCTTCACCTTCATTGCTGGTTGGGGCAAACAGGTCTTCAGCAATGGGGAGAACTGGTGGTGGGTGCCAGTGGTGGCACCA
CCCCCCCGCATCTTCACCTTCATTGCTGGTTGGGGCAAACAGGTCTTCAGCAATGGGGAGAACTGGTGGTGGGTGCCAGTGGTGGCACCA

820 830 840 850 860 870 880 890 900
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CTTCTGGGTGCCTATCTAGGTGGCATCATCTACCTGGTCTTCATTGGCTCCACCATCCCACGGGAGCCCCTGAAATTGGAGGATTCTGTG
CTTCTGGGTGCCTATCTAGGTGGCATCATCTACCTGGTCTTCATTGGCTCCACCATCCCACGGGAGCCCCTGAAATTGGAGGATTCTGTG
CTTCTGGGTGCCTATCTAGGTGGCATCATCTACCTGGTCTTCATTGGCTCCACCATCCCACGGGAGCCCCTGAAATTGGAGGATTCTGTG
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GCGTATGAAGACCACGGGATAACCGTATTGCCCAAGATGGGATCTCATGAACCCACGATCTCTCCCCTCACCCCCGTCTCTGTGAGCCCT
GCGTATGAAGACCACGGGATAACCGTATTGCCCAAGATGGGATCTCATGAACCCACGATCTCTCCCCTCACCCCCGTCTCTGTGAGCCCT
GCGTATGAAGACCACGGGATAACCGTATTGCCCAAGATGGGATCTCATGAACCCACGATCTCTCCCCTCACCCCCGTCTCTGTGAGCCCT

GCCAACAGATCTTCAGTCCACCCTGCCCCACCCTTACATGAATCCATGGCCCTAGAGCACTTCCATCGTTTNNN
GCCAACAGATCTTCAGTCCACCCTGCCCCACCCTTACATGAATCCATGGCCCTAGAGCACTTCCATCGNNNNNN
GCCAACAGATCTTCAGTCCACCCTGCCCCACCCTTACATGAATCCATGGCCCTAGAGCACTTCTAA

Figura VIL.3 - Alinhamento da sequéncia codificante da AQP7 de Homo sapiens com os resultados da
sequenciacdo do plasmideo extraido das colonias 7.7 (equivalente a 4.3) e 7.8 (equivalente a 4.4). O
multiplo alinhamento das sequéncias foi realizado com a ferramenta ClustalW do sofiware BioEdit versdo

7.2.0.
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Anexo 6 — Sinais tipicos da variacio de fluorescéncia (ap6s subtraccio da linha de
base) para as varias estirpes a diferentes temperaturas
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