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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar como a expressdao de WNK4 (With No Lysine Kinase
4) é modulada por NFAT através da modulacdo por Angll (Angiotensina Il) e
Ciclosporina A (CsA). WNK4 é uma cinase que tem papel fundamental na regulagéo
do transporte ibnico ao longo do néfron distal, pois fosforila outras cinases (SPAK —
Proline Alanine-Rich Kinase e OSR1 - Oxidative Stress Responsive 1) que
fosforilam, e assim ativam, o co-transportador sodio-cloreto sensivel aos tiazidicos
(NCC), o que acarreta no aumento da reabsorcdo de sodio, cloreto e agua,
transporte esse sabidamente regulado pelo horménio Angiotensina Il. O estudo
genético que revelou que mutacdes no gene de WNK geravam um quadro de
hipertenséo, hipercalemia e hipercalcemia, denominado de
“pseudohipoaldosteronismo tipo II” (PHAII) ou Sidrome de Gordon, foi crucial para a
descoberta da importancia das WNKs. Este quadro € revertido quando se utiliza
diuréticos tiazidicos, mostrando a relacdo com o NCC. Interessantemente, um
quadro similar ocorre quando pacientes transplantados recebem tratamento com
CsA. Estudos comprovam que Angll interfere agudamente no contetdo da proteina
de WNK4, por ativagdo da PKC e fosforilacdo da Kelchl3 (Kelh-like 3), culminando
com inibicdo do complexo Ubiquitina-Ligase-E3, importante no processo de
degradacédo da WNK4. Ainda ndo se sabe qual o papel do NFAT sobre a regulacdo
de WNK4 e como Angll e CsA modulacao a transcricdo génica de WNK4. Através
dos métodos de westernblotting verificamos que CsA aumenta o conteldo de
WNK4. Por RT-PCR observamos também que Angll e CsA sdo capazes de
aumentar significativamente o mRNA-WNK4 ap6és 24h de incubacgéo. Por ensaio da
atividade da luciferase utilizando um vetor que apresenta o gene da luciferase sob o
controle de promotor contendo elementos para ligacdo com NFAT, observamos que
Angll parece aumentar atividade de NFAT. Observamos que CsA inibe
significativamente a atividade da calcineurina através de ensaio enzimatico e Angll
nao teve efeito significativo. Além disso, amplificamos o promotor do gene de WNK4
por PCR do DNA gendmico e seguimos com a clonagem deste fragmento no vetor
pGL4.10 (que apresenta o gene de luciferase como gene repérter). Neste
constructo, vimos que tanto Angll como CsA sao capazes de estimular o promotor
do gene de WNK4. Ap6s mutacBes pontuais para elementos NFAT no promotor de
WNK4, observamos que o NFAT pode se ligar em diferentes elementos e essa
diversidade gera efeitos estimulatérios e inibitérios na sintese proteica de WNK4,
pois 0s elementos apresentam comportamentos diferentes na regulacdo da
transcricdo do gene repérter regulado pelo promotor do gene de WNK4. Assim,
concluimos que Angll é capaz de estimular a sintese proteica de WNK4 por via
dependente de NFAT.



ABSTRACT

This work aimed to understand how WNK4 expression is modulated by NFAT
through Angll and CsA. Wnk4 is a kinase which plays a significant role in ionic
transport regulation in distal nephron by inducing phosphorylation of other kinases
such SPAK and OSR1, which ultimately lead to NCC phosphorylation. WNK4
activation increases sodium, water and chloride reabsorption in this segment and it’'s
already know that Angll can modulate this pathway. Genetic mapping studies
showed that mutations in WNK gene lead to a hypertension, hyperkalemia and
hypercalcemia condition, called Pseudohypoaldosteronism type II (PAH 1I) or
Gordon’s Syndrome. This finding was crucial for WNK’s discovery. Interestingly, this
disease is controlled with thiazide diuretics treatment, showing that NCC participates
in its pathogenesis. Curiously, a similar condition occurs when transplant recipient
are treated with cyclosporine A. Angll changes the WNK4 protein content, thought
PKC activation and KLHL3 phosphorylation, leading to an inhibition of ubiquitin-ligase
E3 complex, which is important to WNK4 degradation. It is still unclear how NFAT
may modulate WNK4 gene expression. We show, by western blotting technique, that
CsA increased WNK4 expression, but Angll had not significant effect. After 24h,
Angll and CsA increased mRNA-WNK4 by RT-PCR. Using luciferase assay, we
observed that Angll increases NFAT activity and CsA decreases NFAT activity, both
significantly. Angll did not show effect on calcineurin activity but CsA was able to
decrease it, after incubation during 4h. WNK4 gene promoter was amplified by PCR
using genomic DNA as a template, and the sequence obtained was cloned in a
recombinant vector which has a luciferase gene reporter. Using this recombinant
vector cloned with WNK4 gene promoter, we observed that both Angll and CsA
increase WNK4 expression. We made a mapping of genome sites for NFAT binding
at WNK4 promoter and we identified four elements for NFAT binding. Point mutations
in these sites were engineered in order to evaluate the NFAT action in WNK4
promoter activity. We could see that NFAT had an ambiguous behavior and this
effect is dependent on which element NFAT is bounded. In summary, we conclude
that Angll may increase WNK4 expression through activation of NFAT.
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1 INTRODUCAO

No ano 2000, Melanie Cobb e seus colaboradores!, buscando novas
proteinas da familia MEK (MAP/ERK) cinases no sistema nervoso central,
descobriram uma nova familia de cinases que ndo apresentam o aminoécido lisina
invariante no subdominio Il, mas sim no subdominio I. Essa caracteristica é bastante
peculiar, tendo em vista que a lisina no subdominio catalitico aparece em todas as
proteinas cinases serinal/treonina ja descritas e € crucial para a ligacdo com o ATP e
consequente atividade da enzima. Dessa forma, a equipe nomeou essa nova familia
de quinases de WNKs — With no lysine(K) kinases — em tradugéo livre “cinases sem
lisina” (Xu et al., 2000).

Em mamiferos, sdo descritas 5 isoformas de WNKs (WNK1, WNK2,
WNK3, WNK 4 e KS-WNK1). Em humanos, os 4 genes que codificam as WNKs (1 —
4) foram localizados nos cromossomos 12p13.33 (WNK1), 9922.31 (WNK2),
Xp11.22 (WNK3) e 17921.31 (WNK4) (NCBI database). Vale ressaltar que a KS-
WNK1 é uma isoforma truncada da WNK1, que parece ser expressa
especificamente do tdbulo convoluto distal do rim, dai o nome “KS” de “kidney
specific” (Delaloy et al., 2003).

Devido ao fato das WNKs serem expressas em diversos tecidos, elas
estdo ligadas a regulacdo de varias funcdes fisioldgicas, muitas delas ainda
desconhecidas. WNK1 é amplamente expressa, sendo descrita nos testiculos,
coracgao, rim, musculatura esquelética, vasos sanguineos, colon, figado, pancreas e
cérebro (O’'Reilly et al., 2003); WNK2 é expressa principalmente no coracao, cérebro
e colon (Verissimo & Jordan, 2001); WNK3 é expressa em baixos niveis no cérebro,
pulméo, rim, figado, pancreas e em tecidos fetais incluindo placenta, cérebro,
pulm&o, rim, coracdo, timo e baco fetais (Holden; Cox; Raymond, 2004); WNK4 é
expressa em tecidos que contém epitélios secretores como rim, pancreas, ductos
biliares, colon, barreira hematoencefalica, epididimo e pele (Kahle et al., 2004).

WNK1 e WNK4 vém apresentando maior destaque por estarem
relacionadas com doencas genéticas. Apés 1 ano da descobertas das WNKs,
Richard P. Lifton e seus colaboradores? demonstraram que mutacdes nos genes que
codificam WNK1 e WNK4 estdo associadas ao desenvolvimento de um tipo de
hipertensdo sensivel a sal associada a hipercalemia, condicdo denominada de
“Pseudohipoaldosteronismo Tipo II” (PAHII), “Hipertensdo Hipercalemica Familiar”
(FHHt) ou ainda “Sindrome de Gordon” (Wilson et al., 2001). A partir dai, inimeros
grupos de pesquisa vém se dedicando ao estudo da regulacédo, funcdo e demais
mecanismos envolvidos com estas proteinas. A fim de otimizar a compreensao deste
trabalho, focaremos na WNK1 e na WNKA4.

! The University of Texas Southwesten Medical Center, Dallas, Texas

2 Howard Hughes Medical Institute, Yale University, New Haven, Connecticut



REVISAO DE LITERATURA
1.1Estrutura geral das WNKs

Do ponto de vista estrutural, as proteinas cinases fazem parte de uma
familia de proteinas extremamente heterogéneas, mas que apresentam grande
similaridade no dominio catalitico. Este dominio é divido em 12 subdominios que
compreendem cerca de 250-300 aminoacidos, dentre eles estd o subdominio I, que
consiste em duas cadeias [ que sao separadas por uma alga contendo residuos
conservados de glicina. Essa alga rica em glicina age como uma alga flexivel
cobrindo e ancorando os grupos fosfatos ndo transferiveis do ATP. Ja o subdominio
Il apresenta um residuo de lisina conservado no sitio catalitico, o qual ancora e
orienta os fosfatos a e p do ATP (Bossemeyer, 1994).

As WNKs, como ja citado, apresentam um dominio catalitico peculiar no
qual ndo ha uma lisina no dominio Il e sim no dominio |. E facil observar essa
permutacdo ao comparar o dominio cinase da WNK1 com o da PKA. (Figura 01)

Sub-domain | i
PKA 50 CT*ISFIFVM‘v\HKATEQ‘z":'Nq;k LOKQKVVKLEKQIENTLNEKRILOQAVNF 100

WNK1 218 'm.;srr:r-"m;wrzm’t'.',\w",__tu.)okxur:sm-anazl:,\nc,wn_ou 268

Figura 01 — Sequéncia parcial de aminoacidos da PKA e da WNK1. Em WNK1, o aminoacido
correspondente a lisina da PKA é uma cisteina (C250) no dominio Il. Em contrapartida, a lisina
catalitica de WNK1 (K233) esta presente no subdominio I, ambos estdo indicados na figura (Huang et
al., 2007).

A cadeia de aminoacidos das quatro WNKs (1 — 4) é bastante divergente,
por exemplo, WNK4 apresenta 1243 aminoacidos, enquanto WNK1 aparece com
mais de 2382. Mesmo assim, elas apresentam diversas regides similares (Figura
02), dentre elas est4 o dominio catalitico, no qual as WNKs compartilham cerca 85-
90% de similaridade (Xu et al., 2005).

As proteinas cinases podem ser reguladas pela presenca de um dominio
autoinibitorio. Este dominio age mantendo a atividade cinase inibida até que algum
estimulo “libere” a enzima deste estado de inibicdo e possibilite a ativagdo dela.
Esse dominio estd localizado imediatamente adjacente ao dominio cinase e
apresenta uma sequéncia de aproximadamente 70 aminoacidos com similaridade de
46% entre as WNKs (Xu et al., 2002).



Outro mecanismo de controle da atividade das WNKs é através da
autofosforilagdo de residuos na alca de ativacdo. Esses parecem ser os dois
principais mecanismos de controle da atividade destas cinases; muito embora elas
apresentem diversos sitios de interagdo com outras proteinas, como por exemplo,
dominios “coiled-coil” e varios residuos ricos em prolina (Huang et al., 2007).
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Figura 02 — Estrutura geral dos dominios das WNKs (Richardson & Alessi, 2008).

Dominios “coiled-coil” sdo caracterizados por um padrao de repeticao do
tipo “hepta”, no qual os residuos da primeira e da quarta posicdo sdo hidrofdbicos,
enquanto que os da quinta e sétima posi¢cao sdo carregados com cargas positivas.
Devido ao padréao de interacdo entre eles, esses dominios tém um papel importante
na dindmica de interacdo proteina-proteina (Mason et al., 2004).

Figura 03 — Estrutura cristalina do dominio catalitico de WNK1.
Os aminoacidos cisteina-250 estdo representados em azul, bem
como lisina-233 e aspartato-368 em vermelho. A fenda catalitica
estad representada como o “cleft” entre a cauda N-terminal (em
verde) e a C-terminal (em roxo) (Huang et al., 2007).




1.2Estrutura do gene e regulacdo da expressao das WNKs
1.2.1 WNK1

O gene da WNK1 de humanos tem aproximadamente 160kb contendo 28
exons e apresenta uma regulacdo transcricional bastante complexa, com a geracao
de isoformas decorrentes tanto de regibes promotoras quanto de splicing
alternativos. Wilson et al. (2001), em seus experimentos de Northen blot,
demonstraram a presenca de diversos transcritos com cadeias de tamanhos
diferentes, sugerindo a presenca de formas variantes de WNK1. Nesse contexto,
podemos ressaltar principalmente a KS-WNK1 como uma dessas isoformas ja
descobertas. O transcrito que codifica essa isoforma € gerado a partir de uma regiao
promotora alternativa a montante do exon 4, gerando um primeiro “exon 4a",
diferente do “exon 4” da isoforma WNK1 completa. Dessa forma, a KS-WNK1 perde
0s primeiros 437 aminoacidos (incluindo praticamente todo o dominio cinase) (Xu et
al., 2000).

O promotor de WNK1 contém ilhas CpG que vao desde a regido -1453
até +166 em referéncia ao sitio de inicio de transcri¢cdo (SIT) e, assim como outros
promotores do tipo CpG, ndo apresentam o elemento regulador TATA-box; além
disso, € um promotor que pode usar varios pontos para inicio de transcricdo, como é
tipico dos promotores ricos em CpG (Verissimo & Jordan, 2001). Adicionalmente,
uma complexidade maior surge pela presenca de dois sitios de poliadenilacdo, os
quais podem alterar a estabilidade e eficiéncia de traducdo do mRNA (Delaloy et al.,
2003).

1.2.2 WNK4

O gene da WNK4 é bastante pequeno quando comparado ao gene das
outras WNKs, pois contém cerca de 16kb com 19 exons. Os estudos sobre o
promotor de WNK4 ainda sdo bastante escassos, alguns trabalhos mostram que a
regido promotora do gene de WNK4 humano (hWNK4) é do mesmo tipo que o de
WNK1 humano (hWNK1), contendo ilhas CpG desde a posicdo -380 até a +425
relativas ao SIT.

Li e colaboradores (2008) mapearam o STI de hWNK4 através da técnica
de RACE (“Rapid amplification of cDNA ends”) e identificaram um possivel elemento
consensual iniciador usualmente presente em promotores sem TATA-box na posicéo
-27, além disso eles encontraram também elementos consensuais para ligagdo de
receptores para glicocorticoides (GR1 e GR2) e para os fatores de transcricdo SP-1
(tipicamente presentes nos promotores do tipo GC-box), AP-1, AP-2a e C/EBP
(Figura 04). Vale ressaltar que eles observaram que os sitios de ligacédo para GR1 e
GR2 apresentam efeito inibitério sobre a atividade do promotor.



Figura 04 — Sequéncia de nucleotideos da regido flanqueadora 5 e do promotor do gene hWNKA4.
Potenciais sitios de ligacao para fatores de transcricdo estdo delimitados por retangulos. O sitio de
inicio de transcricdo da proteina esta indicado pela seta preta (Li et al. 2008).

Um uanico variante de WNK4 foi descrito, oriundo de um splicing
alternativo no exon 22, levando a substituicdo de 46 aminoacidos terminais por 37
aminoéacidos diferentes. Curiosamente, essa substituicdo elimina a serina que sofre
fosforilacdo pela SGK1 (“serum- and glucocorticoid-induced kinase 1”) (Rozansky,
2009). SGK1 é uma cinase, cujo promotor do gene € precocemente ativado por
aldosterona, que estimula a secrecdo de K* por aumentar a atividade da Na'/K'—
ATPase, além de aumentar a expressio e a atividade dos canais para Na® — ENaC —
na membrana apical de células principais.

1.3Papel das WNKs no organismo

Como comentado acima, a descoberta das WNKs esteve estreitamente
relacionada ao PHAII, uma doencga autossdmica dominante na qual os pacientes
exibem hipertensdo arterial, hipercalemia, acidose metabdlica e hipercalciuria, além
disso, € marcada por uma alta sensibilidade a baixas doses de tiazidicos (Mayan et
al., 2002). Analogamente, a Sindrome de Gilteman, uma doenca autossémica
recessiva causada por mutacdes no gene do NCC (Na-Cl cotransporter) que geram
inibicdo deste transportador, causa hipotenséo (revertida por aumento da ingesta de
sal), hipocalemia, alcalose metabdlica e hipocalcitria. Esses achados clinicos
sugerem fortemente que o fendétipo do PAHII ocorra devido a um aumento da
atividade do NCC decorrente de mutactes nas WNKs (San Cristobal et al., 2008). A
partir de entdo, inGmeros grupos de pesquisa buscam identificar as acdes das WNKs
e como elas regulam o NCC.



A atividade do NCC é regulada principalmente pelos mecanismos que
modulam o conteudo da proteina na célula (Abdallah e al., 2001) e o tréfico e
expressao dela na membrana apical (Sandberg ; Maunsbach; McDonough, 2006).
Esses mecanismos séo controlados por diversos fatores, incluindo o conteudo de sal
na dieta, concentracdo de sal no lumen tubular, além de fatores hormonais como
angiotensina (Sandberg; Maunsbach; McDonough, 2006) e aldosterona (Velazquez
et al., 1996).

O papel exato das WNKs sobre os transportadores de ions € bastante
complexo, com diversos trabalhos controversos na literatura (Argaiz & Gamba,
2016). Muitos autores sugerem que a WNK4 reduza a atividade, a fosforilacéo e a
meia-vida do NCC in vivo e in vitro (Wilson et al., 2003; Yang et al., 2003; Cai et al.,
2006; Ko et al., 2012; Lalioti et al., 2006).

Por outro lado, também tem sido descrito que WNK4 ativa o NCC
(Castafieda-Bueno et al., 2012; Wakabayashi et al., 2013). A equipe do Dr. Elisson
(Yang et al., 2005; Yang; Zhu; Ellison, 2007; Subramanya et al., 2006) em estudos
com odcitos de Xenopus laevis, sugerem que WNK1 néo tenha efeito direto sobre a
atividade intrinseca do NCC. Pois quando ha expressdo de WNK4 em odcito, ha
inibicdo do NCC, entretanto, quando h& cotransfeccdo de WNK1 e WNK4, a
atividade do NCC nédo é alterada, mostrando que WNK1 pode prevenir o efeito
inibitério de WNK4 sobre o NCC (Lifton; Gharavi; Geller, 2001).

Sabe-se que as WNKs ativam duas cinases intermediarias pertencentes a
familia de cinases STE20 (Figura 05), chamadas de SPAK (STE20/SPS1-related
Proline/Alanine Rich Kinase) e OSR1 (Oxidative Stress-Responsive Kinase 1)
(Richardson & Alessi, 2008) e que estas fosforilam e ativam o NCC. WNK1 e WNK4
fosforilam SPAK e OSR1 em dois residuos: treonina (T233 em SPAK e T185 em
OSR1) e serina (S373 em SPAK e S325 em OSR1). Este seria 0 mecanismo pelo
qual as WNKs ativam o NCC sendo, portanto, um efeito indireto.
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Figura 05 — Esquema da estrutura de SPAK e OSR1 demonstrando os principais sitios de fosforilacao
por WNK1/WNK4 (Richardson & Alessi, 2008).



Recentemente, utilizando modelos de mutagdes pontuais e substituicdo
de aminoacidos, foram descritas trés observacfes importantes sobre os mecanismos
de ativagdo do NCC por WNK1. Primeiro, a ativagdo de NCC depende do sitio
catalitico de WNK1, j& que o mutante WNK1-D321A né&o é capaz de ativar NCC;
segundo, o efeito de WNK1 é dependente da interacdo com SPAK/OSR1, ja que o
mutante WNK1-F316A (que perde a capacidade de fosforilar estas cinases) nao
ativa NCC e a terceira observacdo € que o efeito de WNK1 sobre NCC requer a
interacdo de um dominio “HQ” presente na cadeia de WNK1. (Bazua-Valenti et al.,
2014).

O dominio HQ tem os aminodacidos histidina e glutamina conservados ao
longo da alca C-terminal de todas WNKs, esse dominio & necessario para a
interacdo WNK-WNK e é provavel que esta interacdo seja um mecanismo crucial
para a regulacédo da funcdo destas enzimas. Nesse contexto, foi descrito inclusive
que a dimerizacdo das WNKs € necesséaria para a ativacao delas (Yang; Zhu;
Ellison, 2007).

Do ponto de vista da inibicdo da atividade do NCC, em ensaios usando
oocitos de Xenopus, WNK4 diminui o conteddo da proteina NCC na célula e, mais
ainda, diminui a abundéancia dele na membrana apical, obviamente esses efeitos
culminam com a diminuicdo da atividade do transportador. WNK4 diminui o trafico do
NCC para a membrana apical e desvia as vesiculas para o0s lisossomos, num
processo que ndo parece depender de clatrinas (Cai et al., 2006).

Subramanya et al. (2009) mostram evidéncias que WNK4 diminui o trafico
do NCC em preparagdes usando o “brefeldin A”, um inibidor da inser¢cao de
vesiculas na membrana apical. Nestes experimentos, quando as células eram
incubadas com brefeldin A, ocorria uma diminuicdo da densidade de NCC na
membrana apical. Apos a lavagem das células e remocdo do brefeldin A, a
densidade do NCC na membrana apical retornava aos niveis normais. Entretanto,
quando WNK4 estava superexpressa, a densidade do NCC diminuia com a
incubacdo do brefeldin A, mas ap6s a remocdo dele, os niveis de NCC na
membrana apical ndo voltavam a normalidade. Neste mesmo trabalho, os autores
mostram colocalizacdo do NCC com AP-3, uma proteina adaptadora presente nas
vesiculas lisossomais. Esses achados sugerem fortemente que WNK4 desvia o
trafico de vesiculas contendo NCC (que seriam inseridas na membrana apical
oriundas do reticulo endoplasmatico) em direcédo aos lisossomos.

Recentemente, Argaiz et al (2018) demonstraram que a KS-WNK1 é um
potente ativador de WNK4 e NCC. Além disso, KS-WNKZ1 interage com WNK4 e,
enquanto estdo interagindo, WNK4 permanece na forma autofosforilada na serina
335 (S335). Este efeito é dependente da concentracdo constante de cloreto no meio.

Outro achado interessante é o de que a sinalizagédo pelo receptor sensivel
a célcio (CaSR) é capaz de ativar o NCC atraves da via WNK4-SPAK (Bazua-Valenti
et al., 2018). E possivel que a ativacdo do CaSR pelo calcio na membrana apical



das células do tubulo distal aumente a reabsorcdo de NaCl pelo NCC e, como
consequéncia, acontece a (bem estabelecida) diminuicdo da reabsorcdo de Ca**,
levando assim a calcidria.

Além do NCC, ja foi relatado que as WNKs também tem relacdo com
varios outros alvos, incluindo o ENaC (Epithelial Sodium Channel), ROMK (Renal
Outer Medullary K* Channel), SGK, TRPV4/5 (Transient Receptor Potential Vanilloid-
4/5 Ca**-Channel), CFTR (Cistic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator),
claudinas, dentre outros (Huang et al., 2007). Embora ja se saiba muito sobre as
WNKs, ainda estamos longe de compreender totalmente o papel delas no
organismo.

1.4Regulagéo das WNKs

A descoberta da cascata de fosforilacdo WNK-SPAK/OSR1-NCC teve
implicacdes importantes no entendimento ndo s6 de doencgas genéticas raras, mas
também de mecanismos que regulam a pressao arterial e a homeostase hidrossalina
do organismo. Por essa razdo, a regulacao fisiolégica dessa cascata tem sido
amplamente estudada e ja foram descritos varios agentes capazes de regular as
WNKs. Como ja comentado, a concentracdo de sal na dieta € um deles; onde a
baixa ingestdo de sal aumenta a fosforilacdo e atividade do NCC, contrariamente, a
alta ingestédo diminui tanto fosforilacdo como a atividade (Chiga et al., 2008).

Existem situacdes fisioldgicas nas quais a reabsor¢do de Na* em néfron
distal pode estar dissociada da secrec¢éo de K*, como em situacbes de contracéo de
volume extracelular, tanto em condicbes de normo ou de hipocalemia. Nestas
situacdes, a reabsorcdo de Na* estara desviada para tbulo convoluto distal (TCD),
onde a reabsorcdo de Na* ndo € eletrogénica e ndo esta associada a secrecio de
K*. Paralelamente, a secrecdo de K* (via ROMK) devera estar diminuida. Uma
segunda situagdo é observada em condices de sobrecarga de K* (o que estimula
fortemente a secrecao de aldosterona) sem alteracdo do volume extracelular, onde a
reabsorcdo de Na* deve ocorrer principalmente em segmento de conex&o e ducto
coletor cortical (DCC), onde agora ela é eletrogénica (via ENaC). A reabsorcéo de
Na® por este receptor despolariza a membrana apical das células principais,
afastando o potencial de membrana do potencial de equilibrio do K*, o que favorece
0 movimento deste jon da célula em direcdo a luz tubular, com maior efluxo de K*
pelos canais ROMK, culminando com o aumento da secrecéo de K.

Na primeira situacdo, usualmente observa-se niveis plasméticos de Angll
elevados e de aldosterona apenas levemente aumentados. Ja na segunda situagao,
0s niveis de plasmaticos de aldosterona estdo muito aumentados e 0s niveis de
Angll estédo baixos (Vallon et al., 2009).

A comutacdo da reabsorcdo de Na® de TCD para DCC depende de
WNKs, de SGK e também de PPl (phosphatase protein 1). Foi demonstrada a
participacdo de SGK1 (ativada por aldosterona) na sinalizacdo WNK4-ROMK



(Rozansky et al., 2009). Lin et al. (2012) sugerem ainda a possibilidade da tirosina
cinase Src (c-Src) regular a interacao entre WNK4 e SGK1. Neste trabalho, eles
mostram que a ligacdo da proteina PP1 (através do aminoacido 695-9) reverte a
ativacdo de WNK4 por SGK1, pois PP1 desfosforila WNK4, mantendo os efeitos
inibitorios dela sobre 0 ROMK (Figura 06).
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Figura 06 — Modulacéo da fosforilacdo de WNK4 por PP1 e SGK1 proposto por Lin et al., 2012.

Ja foi demonstrada também a participacdo das MAP/ERK (Mitogen-
Activated Protein/ Extracelular Signal-Regulated Protein Kinase) (Vitari et al., 2004;
Vitari et al., 2005). Lai et al (2012) observaram que mudang¢as na ingestdo de sal
afeta a quantidade da proteina NCC e do mRNA-NCC e que este mecanismo €&
dependente de WNK4, pois animais submetidos a dieta com alta concentracédo de
sal apresentaram diminuicdo da expressao de NCC e do mRNA-NCC e aumento do
MRNA-WNK4, além disso a fosforilacdo de ERK1/2 também estava aumentada;
contrariamente, a baixa ingestdo de sal, aumentou o conteddo da proteina e do
MRNA de NCC e diminuiu o0 mRNA-WNK4, bem como os niveis de ERK1/2
fosforilada. Além disso, estes autores encontraram aumento de ERK1/2 fosforilada
em células com superexpressdo de WNK4 e diminuicdo em células knockdown de
WNKA4.

Mu et al (2011), mostraram num belissimo trabalho, que a estimulacdo
dos receptores 32 adrenérgicos (2-AR) no rim diminui a transcricdo do gene de
WNK4 através da inibicio da HDACS8 (Histone Deacetylase-8) e esta inibicdo é
dependente de cAMP-PKA. A inibicdo de HDACS8, mantém aumentados os niveis de
acetilacdo de histonas no DNA, possibilitando a ligagdo do receptor para
glicocorticéide (GR) — estimulado pela ligacdo com glicocorticide — em elementos
regulatorios negativos (nGRE — negative glucocorticoid-responsive elements) no
promotor do gene de WNK4, logo esta interacdo GR-nGRE promove diminuicao da
transcricdo génica de WNK4 (Figura 07).
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Figura 07 — Esquema hipotético explicando um dos mecanismos envolvidos com a génese da
hipertenséo sensivel a sal. O aumento estimulagdo adrenérgica no rim induz a fosforilagao da HDACS8
através da via cCAMP-PKA, aumentando a acetilacdo de histonas no promotor do gene de WNK4,
possibilitando a ligacdo do GR em nGRE desta regido e diminui¢do da transcricdo génica de WNK4,
afetando o controle da atividade do NCC, aumentando a reabsor¢éo de sédio e 4gua, culminando
com a instalacdo do quadro de hipertensdo sensivel a sal. (Mu et al., 2011).

Além das vias ja citadas de regulacdo do NCC, destaca-se também a
participacdo da PP4 (protein phosphatase 4), a qual inibe o NCC através da
desfosforilacdo da tirosina 58 (T58) — T60 em humanos (Glover et al., 2010) e a y-
aducina, uma proteina que se co-localiza com o NCC e parece auxiliar a interacao
da porcdo N-terminal do NCC (um dominio que apresenta diversos sitios de
fosforilacdo) com as cinases (Dimke et al., 2011)

Embora tenha sido observado que mutagbes em WNK1 e WNK4
causavam o PHAIl, mais de 70% dos casos de hipertensdo familiar néo
apresentavam mutagfes nestes genes. Isso levou ao screening de outros genes que
pudessem estar associados a essa condicdo genética. Assim, observou-se que
mutacBes em duas outras proteinas também causavam o PHAII, sdo elas KLHL3
(Kelch-like 3) e CUL3 (Cullin 3). Isso levou a associacdo destas proteinas com as
WNKSs (Boyden et al., 2008).

KLHL3 e CUL3 sao proteinas pertencentes ao grupo ubiqutina-ligase E3
(Figura 08), ou seja, elas fazem parte do complexo de ubiquitinacdo das WNKs,
processo no qual resulta no direcionamento destas para o sistema de degradacao
da célula (Ji & Prive, 2013). CUL3 é expressa de forma ubiqua ao longo do néfron,
apresentando alta densidade no tubulo proximal, enquanto a KLHL3 & expressa
principalmente no segmento espesso da al¢a de Henle, no tubulo convoluto distal e
no ducto coletor (Bertram et al., 2011).
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Figura 08 — Esquema do modelo de intera¢édo entre o complexo ubiquitina ligase-KLHL3/CUL3 E3 e o
substrato a ser ubiquitinado (A). Estrutura tridimensional do dominio B-propeler do dominio KLHLS3,
local de interacdo com o substrato (B) (Boyden et al. 2008).

Ohta e colaboradores (2013) mostraram que tanto a WNK1 quanto a
WNK4 sdo alvos do complexo ubiquitina-ligase KLHL3-CUL3 E3, esses
pesquisadores demonstraram também que a perda da capacidade de interacéo
entre KLHL3 e WNK4 ocasiona diminuicdo da degradacao de WNK4 e consequente
aumento do conteudo da proteina na célula.

Susa e colaboradores (2014) criaram modelos de camundongo knock-in
KLHL3™28H* "3 mesma mutacdo apresentada nos pacientes com PAHII (Figura 09),
nesta mutacdo, KLHL3 perde a capacidade de interagir com as WNKs. Eles
observaram que estes camundongos apresentavam aumento do contetddo basal de
WNK1 e WNK4, indicando que ambas s&o reguladas por esse complexo
KLHL3/CULS.

<Normal> <PHAII>

Mutant WNK4 Mutant KLML3
at acidic motit at keich repeats

Figura 09 — Esquema das alteragbes no PAHII. A primeira imagem mostra uma situacdo de um
individuo normal. Na segunda imagem € possivel observar as alteracdes no conteddo de WNK4 e
consequente aumento da atividade do NCC na membrana apical da célula (Boyden et al. 2008).
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Shibata et al (2013) demonstraram que a fosforilagdo da KLHL3 na serina
433 (S433) também é capaz de diminuir a capacidade de interacdo com as WNKSs,
curiosamente, este sitio € o mesmo alvo da PKC (Protein Kinase C). Portanto,
agentes estimuladores da PKC sao potenciais inibidores da KLHL3, diminuindo a
degradacao das WNKs (Figura 11).

Na continuacao deste trabalho, Shibata et al (2014) demonstraram que a
Angll é capaz de fosforilar KLHL3 na S433, via PKC, e levar ao aumento do
conteudo de WNK4 em células em culturas e em rim de ratos. Estes achados
revelam mais um importante mecanismo pelo qual a atividade das WNKs é regulada.
Corroborando com esses achados, Wang & Peng 2017, demonstraram num estudo
de dinamismo molecular, que a fosforilagdo de KLHL3 na S433 impede a interacao
com a WNKA4. Ishizawa e colaboradores (2016) demonstraram que a deplecédo de
potéssio estimula o NCC através da fosforilacéo e inativacdo da KLHL3.
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Figura 10 — Mapa de sitios de fosforilagdo da KLHL3. Em vermelho est& destacada a mutacao sofrida
na S433 no PAHII (Shibata et al., 2014).
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Figura 11 — Esquema proposto por Shibata et al. (2014) exemplificando a atua¢cdo do complexo
ubiquitina-liga E3 sobre a WNK4 na situacao basal (esquerda) e apés a ativagdo do AT1R por Angll
(direita).

Adicionalmente aos estudos do Dr. Shibata, Kasagi et al. (2017)
demonstraram que ratos knockout para KLHL2, a qual compartilha alta similaridade
com KLHL3, apresentavam uma maior concentracdo de WNK4 na medula renal,
sugerindo que a KLHL2 também atue na degradacdo de WNK4.

Ja foi demonstrado também que a insulina € capaz de modular a atividade
de WNK4 através da via PI3K (phosphatidylinosiltol 3-kinase)/Akt (Chavez-Canales
et al., 2013). Este efeito pode explicar o aumento da sensibilidade ao sal observado
em pacientes que apresentam hiperinsulinemia, inclusive naqueles com sindrome
metabdlica (Uchida et al., 2014). Yoshizaki et al., 2015 demonstrou que as vias Akt e
PKA modulam a atividade de WNK4 similarmente devido a capacidade dessas
cinases fosforilarem KLHL3 na S433. Estes autores sugerem que a participacao da
via PKA pode explicar o mecanismo pelo qual o horménio antidiurético (ADH) ou
vasopressina atue sobre a atividade de WNK4.

Buscando ainda esclarecer os mecanismos envolvidos no controle da
sinalizacdo WNK-SPAK/OSR1, Naguro et al.,, 2012 demonstraram que WNK1 é
regulada negativamente por ASK3 (apoptosis signal-regulating kinase 3) membro da
familia ASK, proteinas que respondem a varios estimulos de estresse e ativam as
vias JNK (c-Jun N-terminal kinases) e p38MAPK (p38- Mitogen Activated Protein
Kinases). Além disso, eles demonstraram que camundongos knockout
apresentavam hipertensdo moderada quando submetidos a dieta com alta ingestédo
de sal.

Um pouco mais tarde, 0 mesmo grupo mostrou que 0 estresse osmotico
induz a fosforilagdo da S575 (Serina 575) e este constitui um novo sitio de regulagcéo
da atividade de WNK4 (Figura 12). Este estimulo, ativa a cinase ASK3 e outras
MAP3Ks e em ambas as situacdes, ocorre a ativacao da via p38MAPK, culminando
com a fosforilagdo de WNK4 na S575 (Maruyama et al., 2016). Embora n&o se saiba
qual o efeito da fosforilagdo de WNK4 na S575, estes achados demonstram mais um
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alvo de modulagéo da atividade das WNKs. Além disso, esse trabalho complementa
0 de Bazua-Valenti et al. (2004) no qual foi demonstrado que os efeitos de WNK4
sobre o transportador NCC sé@o dependentes da concentragdo de cloreto na célula,
assim WNK4 funcionaria como um importante sensor de estresse osmotico,
regulando a atividade do transporte de sodio, cloreto e também do potassio.

Hypertonic/
Hypotonic stress Hypotonic low-Cl stress

~ >

ASK3 Oy

P X e X s

v (B

E S575

Figura 12 — Modelo esquemético da cascata de sinalizacdo de fosforilagdo de WNK4 na S575
(Maruyama et al., 2016).

Outro mecanismo que parece estar envolvido com a sinalizacdo das
WNKs é a via calcineurina/NFAT (Nuclear fator of ativated T cells), essa evidéncia
provém do fato de pacientes transplantados tratados com inibidores da Calcineurina
(ICN), como a ciclosporina-A (CsA) ou Tacrolimus, desenvolverem um quadro clinico
similar ao PHAII, também atenuado pelo uso de diuréticos tiazidicos. Este é um
efeito colateral importante dos inibidores da calcineurina e apresenta relevancia
clinica bastante significativa uma vez que os ICN sdao amplamente utilizados na
prevencdo da rejeicdo dos o6rgdos transplantados (rim, figado, coracdo e medula
Ossea) a despeito dos efeitos toxicos importantes (Mihatsch et al., 1985).
Adicionalmente, Shoda et al. (2017) observaram que os ICN bloqueiam a

hY

desfosforilacdo do NCC em resposta a alta ingestdo de potassio. Ou seja, a
hipercalidria induzida pela alta ingesta de potassio € inibida por tacrolimus,
sugerindo assim, que a calcineurina é ativada em situacfes agudas de alta ingesta

de potassio, o que resulta na desfosforilacéo e inibicdo do NCC.

A CsA é um peptideo ciclico com 11 aminoacidos, que se liga a ciclofilina
D, que apresenta a capacidade de inibir a atividade da calcineurina (CN), uma
fosfatase do tipo serina-treonina ativada por Ca-CMK (Ca?*-calmodulina cinase).
Quando ativada, CN interage com a por¢cdo N-terminal (regulatéria) do NFAT e o
desfosforila, possibilitando a translocacédo deste para o nucleo da célula. NFAT faz
parte da familia Rel, que apresenta alta capacidade de interagir com elementos
regulatorios na cadeia do DNA e, por isso, NFAT modula a transcricdo de diversos
genes, incluindo genes de citocinas, fatores de crescimento celular, fatores de
diferenciagcdo muscular, dentre outros (Rao; Luo; Hogan, 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rao%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hogan%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143705
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Na literatura, existem evidéncias que os ICN modulam a expressdo de
WNK4. Melnicov e colaboradores (2011) observaram aumento no conteudo das
proteinas: WNK4, NCC total e fosforilado, bem como no mRNA-WNK4, em células
mDCT incubadas com CsA por 16h. Além disso, observaram aumento de 4 vezes na
quantidade da proteina WNK4 em rins de animais tratados com CsA por 14 dias.
Similarmente, Hoorn e colaboradores (2011) demonstraram que ratos tratados com
tacrolimus apresentaram reducdo drastica na quantidade do canal para Ca®* TRPV5
(Transient Receptor Potential Vanilloid) em néfron distal e aumento da quantidade
das proteinas WNK3, WNK4 e SPAK.

Como WNK4 é uma enzima chave na regulacdo de transporte de Na*, CI°
e K no néfron distal é possivel que os efeitos colaterais renais dos inibidores da
calcineurina estejam relacionados a hiperexpressédo de WNKA4.

Ja foi descrita a ativacdo da via calcineurina/NFAT por Angll (Abraham et
al., 2012) e sabe-se que Angll aumenta o conteddo de mRNA- e pronteina-WNK4
contrariamente, CsA é um inibidor da via calcineurina/NFAT e desencadeia um
quadro semelhante de aumento do conteddo de mMRNA- e pronteina-WNK4.
Ademais, tanto Angll como CsA causam hipertenséo, portanto, chama a atencéo
como esses dois agentes atuam contrariamente numa mesma via e culminam com
um efeito semelhante no organismo e na célula.

Na Figura 13, foi proposto um esquema reunindo, de forma resumida, 0s
mecanismos regulatérios do NCC na célula que foram abordados neste texto.



16

c-Src ) .
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Figura 13 — Esquema resumindo as vias de sinalizagao envolvidas com as WNKs.

Onde: Na' — sédio, CI" — cloreto; PP4 — protein phosphatase 4, WNK — with no lysine kinase, Angll —
angiotensina Il, NFAT — nuclear factor of activated T-cells, CN — calcineurina, CiclD - ciclofilina D, CsA
— ciclosporina, CUL3 — culina 3, KLHL3 — Kelch like 3, PKA — protein kinase A, PKC — protein kinase
C, KS-WNK - kidney specific WNK, MO25a — mouse protein 25a, y-ADD — y-aducina, OSR1 —
oxidative stress responsive 1, SPAK — proline alanine-rich kinase; SGK1 — serum- and glucocorticoid-
induced kinase 1; MAPK — mitogen activated protein kinases.
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2 OBJETIVOS

Elucidar como Angll e CsA modulam a expressdao de WNK4 através em

células de tubulo convoluto distal.

2.10bjetivos especificos

Utilizando uma linhagem de células de c&do nas quais observamos

caracteristicas de tabulo convoluto distal e de ducto coletor (MDCK — Madin Darby
Canine Kidney), pretendemos:

Avaliar a atividade da calcineurina em células MDCK tratadas com Angll 10~
e 10 e CsA 1uM por 4h. Para isso usaremos um kit para dosagem
colorimétrica da atividade de calcineurina (Enzo Life Sciences).

Avaliar a atividade de fatores de transcricdo NFATs em células MDCK por
meio da transfeccdo das células com o vetor pGL4.30 [luc2/NAFAT-
RE/Hygro], no qual o gene da luciferase esta sob o controle de um promotor
contendo varios elementos consensuais para a ligacdo de fatores de
transcricdo NFAT. A dosagem da luciferase sera feita apos os estimulos com
Angll 107 e 10™°M, bem como CsA 1uM.

Avaliar se ha aumento do contetdo de WNK4 em células MDCK (através da
técnica de western-immunoblotting) ap6s o estimulo com Angl0”’ e 10™"°M,
bem como com CsA 1uM.

Avaliar se ha aumento do contetdo de mRNA de WNK4 em células MDCK
(através da técnica de RT-PCR) apds 24h de estimulo com Ang10” e 107°M,
bem como com CsA 1uM.

Identificar e isolar o promotor do gene de WNK4 de caes.
Amplificar e sequenciar o promotor do gene de WNK4 de caes.

Clonar o promotor de WNK4 de cdes no vetor pGL4.10, com gene repérter
Firefly luciferase.

Avaliar o efeito da Ang Il sobre a atividade do promotor do gene WNK4,
clonado no vetor pGL4.10. O controle de transfeccdo sera sempre feito por
meio da cotransfeccdo com vetor pGL4.74, com o gene reporter Renilla
luciferase.

Avaliar o efeito da Angll sobre a atividade do promotor do gene WNK4 na
presenca de CsA, para esclarecer se o efeito da Angll sobre o promotor esta
relacionado com a calcineurina/NFAT e avaliar também o efeito isolado da
CsA.

Avaliar a resposta a Ang Il e CsA do promotor mutado nos elementos NFATS.
As mutacdes serdo feitas com o kit QuikChange, a partir do construto inicial
em pGL4.10-promotor WNK4 wild type.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Anélise da modulagcédo do contetudo da proteina WNK4 através da técnica
de Western-immunoblotting

Células MDCK cultivadas em meio DMEM high glucose em placa de 24
wells, foram incubadas com Angll 107 ou 10 M e CsA 1uM, para avaliacdo da
expressado de WNK4. Apds 6 e 10 horas, as células foram lisadas e misturadas ao
tampao de lise (0,05% SDS, 2% glicerol, B-mercaptoetanol 2%, Tris-HCL 5mM).
Essa mistura foi aquecida a 95°C durante 5 minutos e, em seguida, aplicada em gel
de acrilamida (8%) e submetido a uma corrente elétrica, seguindo o meétodo
convencional de eletroforese de proteinas.

ApOs a corrida do gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF por meio de eletrodufisdo, através de um equipamento de
transferéncia, a 400mA durante 3 horas. Para o estudo de imunoblotting, esta
membrana foi hidratada em metanol e incubada durante 1 hora com solucdo de
bloqueio composta por 5% de leite em pé de baixo teor de gordura e 0,1% de tween
20 diluidos em PBS (phosphate saline buffer) sob agitacdo leve. Apds este periodo,
essa membrana foi incubada com o anticorpo primério diluido nas concentracdes
desejadas na mesma solucdo de bloqueio, durante um periodo de 16h ou overnight,
a 4°C também sob agitacédo leve.

No dia seguinte, foi feita a devida incubacdo com anticorpo secundario
(1h a temperatura ambiente) e a membrana foi entdo banhada com reagente ECL
(GE Healthcare®) e o processamento da imagem era feito através do aparelho
fotodocumentador (Amersham Imager 600 GE Healthcare®) com o tempo de
exposicao variavel. Estas imagens foram processada através de desintometria das
bandas usando o programa ImageJ. A tabela 01 relaciona os anticorpos que foram
utilizados nesta etapa.

Tabela 01 — Descricao dos anticorpos utilizados no westernblotting.

Descricao Fabricante Concentracgao Espécie Host
Primario Anti-WNK4 Cell Signaling 1:1000 Rabbit
Primério Anti-GAPDH 1:10000 Goat
Secundario Anti-Rabbit Santa Cruz 1:2000 Goat

Biotechnology

Secundario Anti-Goat 1:2000 Mouse

4.2Polymerase Chain Reaction (PCR)

Para avaliar se Angll e CsA modificam os niveis de mRNA-WNK4,
fizemos a quantificacado relativa deste por meio de transcricdo reversa do RNA
(Reverse transcription — RT) e PCR cinética (RT-PCR em tempo real) com a
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utilizacao do corante fluorescente Syber Green (Thermo Scientific®). Antes de iniciar
estes experimentos, foi feita a padronizacdo das reacdes por meio de PCR
convencional com iniciadores correspondentes ao cDNA de WNK4 e de GAPDH
(como controle interno), ambos da espécie canina.

4.3Extracao de RNA

Células MDCK em cultura, com cerca de 80% de confluéncia, mantidas
em meio DMEM high glicose enriquecido com 10% de soro bovino fetal (SBF) foram
submetidas ao protocolo de extracdo de RNA total. As células foram tripsinizadas e
removidas da garrafa de cultura com o auxilio de uma pipeta e transferidas a um
tubo esterilizado. Foram feitas centrifugacdes, por 5000g a 4°C, sempre descartando
0 sobrenadante e adicionando PBS. Ao final, o pellet celular foi ressuspenso com
reagente Trizol, submetido ao vortex e incubado a temperatura ambiente por 5
minutos, para a dissociacdo completa dos complexos proteicos.

As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo esterilizado e
adicionado igual volume de isopropanol 100%. Em seguida, incubado novamente
por 10 minutos e centrifugado a 12.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet dissolvido em H,O tratada com DEPC, apo6s lavagem do
mesmo com etanol 70%.

ApoOs a visualizagdo da viabilidade da extracdo de RNA por eletroforese
em gel de agarose 1%, o RNA foi submetido ao processo de purificagcdo e
tratamento com DNase. Para tal, utilizamos um kit (Quiagem® RNaesy Mini Kit —
250) e seguimos as recomendagOes do fabricante. A amostra foi submetida
novamente a eletroforese em gel de agarose 1% para verificacdo da eficiéncia da
purificacdo. Ao final, foi feita a quantificacdo através de espectrofotometria
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer — Thermo Scientific®).

4.4Sintese de cDNA

Aproximadamente 5ug do RNA total extraido foram utilizados para a
sintese de cDNA. A enzima que utilizamos foi Super Script IV (Invitrogen®) e as
reagcbes de amplificacdo foram feitas em Termociclador 96 wells (Applied
Biosystems®).

4.5Amplificacdo dos fragmentos

Foram testados 3 pares de primers (Tabela 02) para o gene de WNK4 e
para o de GAPDH, bem como diferentes temperaturas de anelamento dos primeirs
(Tm). Neste processo, o DNA ¢é desnaturado (94-96°C), os primers sao
emparelhados com os alvos (60°C) e, posteriormente, a extensao das fitas de DNA é
feita utilizando uma enzima DNA-polimerase termoestavel (Taq polymerase —
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Invitrogen®) e desoxirribonucleosideos trifosfatos (ANTPs) (72°C), ciclos repetidos
de 20 a 35 vezes.

Apoés a reacdo de PCR as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de acrilamida (devido os fragmentos serem de tamanho pequeno (~150bp) e
este gel permite melhor resolucdo do tamanho da banda), foram corados com BrEt
(Brometo de Etidio) e avaliados através de um transiluminador com luz ultravioleta.

Tabela 02 — Lista dos primers utilizados para a padronizacédo do PCR.

Gene Alvo Orientacéo Sequencia de nucleotideos 5-3’ Produto (bp)
WNK4 Sense CGGAAACTGTCTCGAACCGA 151
Antisense TCATGAGTTCGGTGACCAGC

Sense GCGAGACTGATGGCTACCTC 175
Antisense CTGTCTCCCGGGGAAAAGTC
Sense GCCAGACTAGCACCCATCTC 197
Antisense CTGGCCCAATTCCAGCACTA

GAPDH Sense GGCAAATTCCACGGCACAGTC 152
Antisense GTGGTGAAGACCCCAGTGGACT
Sense GCCTCCTGCACCACCAACTG 184
Antisense CATCTTCCCAGAGGGGCCGT
Sense GACCAGGTGGTCTCCTGTGAC 172

Antisense CTTGGAGGCCATGTGGACCAT

4.6 PCR em tempo Real (RT-PCR)

Células MDCK em meio DMEM high glucose 10% SBF em placas de 24
wells foram incubadas com Angll 107, 10'°M ou CsA 1puM durante 24h antes de
serem submetidas a extracdo de RNA como descrito acima. As fitas Unicas de cDNA
foram sintetizadas a partir de 2ug do RNA extraido, utilizando primers randémicos
(Invitrogen®) e a enzima SuperScript IV seguindo as recomendac¢des do fabricante.

Para os experimentos de RT-PCR, a amplificacdo dos fragmentos foi feita
no sistema de decteccdo ABI Prism 7300 (Applied Biosystems®). Foram utilizados
2ul deste cDNA, primers gene especificos para WNK4 e GAPDH (Tabela 03),
juntamente com o0s outros reagentes do kit Syber-Green PCR Core Reagents
(Applied Biosystems®). As amostras foram submetidas, sempre em duplicatas, a
ciclos de replicagcédo seguindo a ordem de: 1) desnaturacao inicial a 95°C por 10 min;
2) 30 ciclos a 95°C por 15seg e 60°C por 1min. Ao final de cada experimento, era
realizada uma curva de dissociacao para verificar a especificidade da reacao.

Os niveis de expressao relativa do gene foram calculados de acordo com

a formula 2, onde ACt é a diferenca entre o threshold cycle de WNK4 (Ctwnka) €
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o threshold cycle do GAPDH (Ctgappn) da amostra correspondente. A normalizacao
era feita subtraindo o ACt de cada amostra pela média dos ACt dos controles, esse
valor € o AACt.

Tabela 03 — Primers especificos utilizados no RT-PCR.

Gene Alvo Orientacéo Sequencia de nucleotideos 5’-3’ Produto (bp)

WNK4 Sense CGGAAACTGTCTCGAACCGA 151
Antisense TCATGAGTTCGGTGACCAGC

GAPDH Sense GGCAAATTCCACGGCACAGTC 152

Antisense GTGGTGAAGACCCCAGTGGACT

4.7 Analise da atividade da calcineurina intracelular (PP2B)

Células MDCK cultivadas em meio DMEM high glucose em placa de 24
wells, foram incubadas com Angll 107 e 10"° M e CsA 1pM, para avaliacdo da
atividade da PP2B intracelular com o auxilio do kit Calcineurin Cellular Acticity Assay
Kit (BML-AK816-0001 — Enzo Life Sciences®). Apdés 4h de incubacao, as células
foram lisadas com tampao para lise celular fornecido pelo kit adicionado de inibidor
de proteases (100 uL/well). Apds a completa lise mecanica com o auxilio da pipeta, a
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm sob refrigeracdo (4°C) durante 10 min.
Esta etapa € necesséria para remocdo dos extratos nucleares (rico em calcineurina
nuclear) e debris celulares. O sobrenadante foi coletado para quantificacdo da
concentracdo de proteinas pelo método convencional de Lowry. Devido a cultura
celular em placas ser bastante homogénea, as amostras estavam com
concentracfes proteicas semelhantes e dentro da faixa requerida para analise (~5
pg/uL), assim néo foi necesséario nenhum ajuste de concentracao.

Apos teste inicial com o reagente BIOMOL GREEN - o qual reage com o
fosfato livre e torna a solucdo com cor verde diretamente proporcional a
concentracéo de fosfato — constatou-se que néo havia necessidade de submeter as
amostras a remocao de fosfato livre por meio de coluna de resina de dessalinizacéo.
Esta etapa € sugerida pelo kit quando as amostras apresentam alta concentracédo de
fosfato livre, o que pode diminuir a acuidade do teste. Sendo assim, iniciou-se o
ensaio de acordo com as instru¢cdes do kit: descongelar os componentes do Kkit; diluir
a calmodulina; reconstituir o substrato; preparar a curva padrdo e pipetar na placa;
preparar solucdo visando medir a atividade total menos a atividade da PP1 e PP2A
(portanto, medicao da atividade da PP2B) e aplicar na placa; adicionar o substrato
aos pocos e aguardar 10 min; adicionar as amostras e aguardar 30 min (sob
agitacao leve); adicionar o BIOMOL GREEN reagent (parar reacéo e colore fosfato
gerado) em todos os pocos e aguardar 30 min (sob agitacao leve) e fazer a leitura
da placa em 620 nm.
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4.8 Caracterizacdo do promotor do gene de WNK4 de caes por PCR
convencional

Nos bancos de dados, a sequéncia do gene de WNK4 de céo ainda nao
esta devidamente mapeada, por isso primeiramente foi necessario fazer o
mapeamento e a caracterizagéo correta desta.

O promotor do gene de WNK4 foi amplificado através do PCR
convencional utilizando o DNA genbmico como template, tendo como base a
sequéncia  obtida no BLAT (ucsc Genomic Bioinformatocs -
https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQDblat.html). Abaixo segue a sequéncia usada como
guia para a reacdo de PCR convencional do promotor do gene de WNK4. Em verde
minusculo esta representada a regido a montante do primeiro exon, que deve conter
o promotor do gene. Em azul mailsculo estdo os exons presentes na sequéncia de
MRNA, em preto mindsculo sé&o os introns e em colorido os primers desenhados.

Com base na sequéncia obtida no BLAT, plataforma na qual podemos
definir quantos pares de bases desejamos da sequéncia 5 flanqueadora e todos os
exons e introns, fizemos uma cuidadosa verificacdo de todas as juncbes exon-
intron/intron-exon, com finalidade de confirmar que todas as juncbes exon-exon
estavam na sequéncia de mRNA obtida no NCBI. A partir desta analise,
desenhamos os primers para a amplificacdo da regido 5 flanqueadora e de parte dos
primeiros exons.

(...)attaagacattcgaatgcttggcctcaagttcacaaaatagaaagggcattctgce
agagaaaagatgaas - - cooaaacatttgaagagttaget
agagggatatgacagggagtccataaaagacagtgctgggctgcactgagagtccagcag
tgaggttagggaatctggggctcagccagcatgatccatgcattttattatttattttta
ttttttattttttgatccatgcattttttttttccagtaatacaactgggcccaggagtt

gggggggagagaacagaggcaggggcagggagcaactaccctggtttgggaagtgaccag
caggtagacaagcaaggggacagaactgggtagtBooootootaasoaoed-a taag
accaaaatgggtctggagacttgtgatgtgggaagtgaggacatgagagatggatggctg
tagtcagaggaagcaactctgaatcatagaagctgaagtttttccagecgctgaaagctac
aagcgtgctcccatgggtactgcaggagaacagggaatggtgaggtcgaaagacttagea
attgagaagactggggaatgatgaggtgtttgttaaatgcaactgacaacgaacgttagt
attaaaaagctgagcagagtggaaacaagcctcagcagttctgccaaagtgtgececgettt
ggggaagtcactgcccttctctagagctgcacgagaagacttttcggggttctacacggt
aaggatttttaggataatggcaaacgactggcagaccagcaagatccctcacgtcgttgg
gcctcccectcecteccgaggaggcatccggaacctttectgetgtgetttttgeccggacgtge

1 AGAAGCGGAGGCCGGAAGTCCTTTGCCCGGAGGTTCCGAGTTTCCTGGGCTACTACAATG

61 cCHEEEEEN G T GGCAGTATCGCTTCCCGCCCTTCTTTAC

gtgaggctcagaccccgagaagCCCe « v v v v v v o gcgccccaccccecttcaccecggeag

111 GTTGCAGCCGAACGTGGACACCCGGCAGAAGCAGCTGGCCGCCTGGTGCTCGCTGGTCCT
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171 GTCCTTCTGCCGCCTGCACAAACAGTCCAGCATGACGGTGATGGAAGCTCAGGAGAGCCC
231 GCTCTTCAACAACGTGAAGCTACAGCGTA

tcctccecctcaggectettccacagCCe e v v v v o tgcccttcceccttaactttaaaccag
260 GGAAGCTCCCTGTGGAATCAATCCAGGTTGTATTAGAGGAACTGAGGAAGAAAG

tgggttcaggtcctcagatttecect. .. ... ... ttcttagcataagatgttttcal(..)

Figura 14 — Sequéncia de nucleotideos dos primeiros exons, 5’'UTR, promotor e regido upstream ao
promotor do gene de WNK4 disponivel nos bancos de dados (NCBI).

Tabela 04 — Primers utilizados no PCR do promotor de WNKA4.
Alvo Orientagao Sequencia de nucleotideos 5’-3’

Antisense ACAGGTGGAATGACTTGATG
Antisense  AGAGGGATATGACAGGGAGT

Promotor do

gene de Sense TGACTCCTTACCCAGCCTAG
WNK4 Sense GGCCACTCGAAACTCATC
Sense GCTGGACTGTTTGTGCAG
Sense ATTGATTCCACAGGGAGCT
Sense ACAGGTGGAATGACTTGATG

4.9Extragcdo do DNA Gendmico

Células MDCK em cultura foram lisadas usando uma solugdo contendo
27% sacarose, 1 X SSC, 1 mM EDTA pH 8,0, 1% SDS e 200 mg/mL Proteinase K.
Apos a lise, a solucdo resultante foi tratada com RNAse A a 37° por 30 minutos e
seguida com extracdo do DNA gendmico utilizando fenol/cloroférmio.

4.10 PCR do DNA Genbmico

A reagdo de PCR foi realizada como descrito acima, 0s primers
identificados na sequéncia foram utilizados em diferentes combinagdes, o Tm
utilizado foi de 60° e a template foi o DNA gendmico. O produto deste PCR foi
submetido a eletroforese com gel de agarose 1% para identificacdo das bandas.

4.11 Transformacgdo de bactérias competentes

Bactérias E.coli TOP10 competentes foram transformadas por heat-shock
e submetidas ao ensaio de B-galactosidase para selecdo de colonias brancas
(quando apresentavam o gene da B-lactamase), as quais apos 24h foram semeadas
em meio LB (Luria Bertani) liquido por 18h contendo antibiotico. Os clones foram
extraidos atraves de um kit (QIAprep Miniprep — Quiagen®).
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4.12 Digestdao de DNA com enzimas de restricao

Em alguns experimentos foi necessaria a digestdo de moléculas de DNA
com enzimas de restricdo. Estes experimentos foram necessarios para identificacéo
das cadeias de DNA, para linearizacdo dos vetores ou para a geragdo de
extremidades compativeis entre vetor e DNA a ser inserido. As reacdes foram feitas
de acordo com as especificagbes do fabricando, geralmente com até 16h de
incubacdo a 37°C, variando o tampao da reacdo de acordo com a(s) enzima(s)
utilizada(s). Vale ressaltar que no caso de reacgdes utilizando concomitantemente
duas enzimas de restricdo, foi utilizado o tampao universal Tango Buffer® e foi
respeitada a propor¢cdo das enzimas, bem como as estratégias de incubacéo
fornecidas pela plataforma online “DoubleDigest Calculator” (ThermoFischer
Scientific®).

4.13 Transfeccdo em células MDCK

Para definir o melhor protocolo de transfeccéo das células MDCK, foram
feitos testes com células em diferentes confluéncias, com diferentes concentracdes
de Lipofectamina (LIPO) 2000 e 3000 (Invitrogen®), com diferentes concentracdes
de DNA plasmidial a ser transfectado, com restricdo ou privacao de soro; bem como
com a troca ou ndo do meio de transfeccado apos 5 ou 24 horas. O vetor de GFP
(green flourescence protein) foi utilizado e a taxa de transfeccédo foi observada em
microscopio de fluorescéncia (Laica — DM IRB®) em aumento de 300x.

4.14 Avaliacéo do efeito de Angiotensina e Ciclosporina sob a atividade NFAT

Para a avaliacdo da atividade da via NFAT, as células foram
transfectadas em meio DMEM high glucose com 5% de SBF contendo 0,4% LIPO
2000 e o 500ng do vetor pGL4.30 [luc2P/NFAT-RE/Hygro] (Promega®), o qual
contém o gene da luciferase sob o controle de um promotor que apresenta
elementos de ligagéo para NFAT. O controle interno foi feito com a cotransfeccéo do
vetor pRL-CMV (Promega®), o qual contém o gene da Renilla luciferase sob
controle de um promotor bastante ativo CMV (Cytomegalovirus).

Apoés 24h de transfeccdo, as células foram incubadas com DMEM high
glucose com 10% de SBF contendo 1pM de lonomicina e 100nM de PMA (phorbol
12-myristate 13-acetate), a qual chamamos de “solugédo de indugao”. Juntamente a
solucdo de inducao, as células foram tratadas com Angll 107, 10*°M ou CsA 1pM. A
leitura foi feita apdés 17h da inducéo, utilizando o kit Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (Promega®) seguindo as recomendacdes do fabricante.

Para os vetores pGL4.10 e pGL4.74, as células foram cotransfectadas em
meio DMEM high glucose com 5% de SBF, numa solugéo contendo 0,4% LIPO2000,
500ng pGL4.10 e 12,5ng pGL4.74. ApoOs 24h de transfeccdo, as ceélulas foram
incubadas com Angll 107, 10°M ou CsA 1uM por 24h. Apds este periodo, as
células foram submetidas ao ensaio de luciferase.
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4.15 Obtencao dos constructos mutados

O constructo obtido a partir da insercdo do promotor de WNK4 no vetor
pGL4.10 foi submetido a mutacbes com o auxilio do kit QuickChange Il XL Site
Direct Mutagenesis Kit (Agilent Technologies®). A insercdo da mutacao foi feita
seguindo as instru¢des do kit, no qual se baseia na amplificagdo de 10ng do DNA
plasmidial oriundo de bactérias E.coli dam+ (apresentam DNA metilado) em uma
reacdo contendo 125ng de primers que apresentam a orientacdo das mutacdes
pontuais.

O DNA plasmidial é entdo amplificado utilizando uma DNA polimerase de
alta fidelidade (PfuUltra) e apds a reacao de amplificacdo, a amostra € submetida a
digestdo pela endonuclease Dpn |, a qual tem como alvo a sequéncia 5~-Gm°ATC-3’
presente no DNA metilado da E.coli. Esta etapa digere o DNA plasmidial template, o
qual ndo apresenta mutacdo. A transformacdo é feita em bactérias XL10-Gold
ultracompetentes em meio NZY+, as quais apresentam alta eficiéncia de
transformacao. Os clones sdo amplificados e extraidos através de Maxiprep como ja
descrito. A confirmacao da mutacao é feita através de sequenciamento do DNA.

4.16 Sequenciamento do DNA

As amostras foram sequenciadas no servico de sequenciamento de DNA
do Instituto de Quimica (IQ)-USP.

4.17 Ensaio da atividade da luciferase

Para o ensaio da atividade da luciferase, foi utilizado o kit Dual-
Luciferase® Reporter Assay System (Promega®) seguindo as recomendacdes do
fabricante. Este método se baseia na emissao de luz emitida da reacéo de hidrélise
da luciferina (presente no reagente do kit — LARII®) catalisada pela luciferase
(enzima expressa em células transfectadas com o vetor que apresenta o gene
reporter Firefly luciferase), assim como pela hidrélise da coelenterazina (também
presente no reagente do kit — Stop&Glo®) catalisada pela enzima Renilla luciferase
(enzima expressa em células transfectadas com o vetor que apresenta o gene
reporter Renilla luciferase) — Figura 15.

As células foram lisadas num tampdo especifico fornecido pelo kit, em
seguida, as amostras eram distribuidas em triplicata numa placa branca nao
translicida e a leitura era feita no leitor de quimioluminescéncia Clarity (BIO-
TECK®). Os resultados sdo expressos em Unidades Relativas de Luz (RLU —
Relative Luciferase Units) onde a leitura € dada pela divisdo entre a emissao da
Firefly luciferase pela emisséao da Renilla luciferase da mesma amostra.
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Figura 15 — Reac¢bes de bioluminescéncia catalisadas pela Firefly e Renilla luciferases (Datasheet
Dual-Luciferase® Reporter Assay System - Promega®).

4.18 Anélise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o software Graph Pad Prism
Inc., (San Diego, Ca, USA). Os dados foram apresentados como média e erro
padrdo e a analise estatistica foi feita utilizando o teste one-way ANOVA, seguido
por teste de Bonferroni. Quando apropriado, foi utilizado o teste “t” de Student. A
diferenca entre os grupos foi considerada quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1Anélise da expressao de proteinas de interesse nas células MDCK

As células MDCK pertecem a uma linhagem celular de néfron distal de
cdo (Dukes; Whitley; Chalmers, 2011). A figura 16 mostra que elas expressam
proteinas presentes em tubulo distal (NCC) e em ducto coletor (ENaC e AQP2),
demonstrando a heterogeneidade da linhagem. Além disso, expressam WNK4,
proteina alvo deste trabalho.

240 -~ 260 ~
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Figura 16 — Westernblotting para as principais proteinas envolvidas no estudo e para caracterizacdo
das células MDCK.

5.2Anélise do conteudo da proteina WNK4 por westernblotting

Como podemos observar na figura 17, CsA € capaz de aumentar o
conteudo de WNK4 em periodos de tempo mais agudos, no caso apés 6 horas de
incubacdo. A literatura mostra que Angll é capaz de aumentar o contetdo da
proteina WNK4, entretanto, esse resultado foi bastante dificil de ser reproduzido

(Figura 18).
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Figura 17 — CsA 1uM aumenta significativamente o contetdo de WNK4 apos 6h de incubagao. n=4,
Teste “t” de Student. *p<0,05.
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Controle Angll 10'M  Angil 10°M CsA 1uM

WNK" —— - - - - — - ———

GAPDH

Figura 18 — Ap6s 10h de incubacéo, Angll parece diminuir o conteddo de WNK4, enquanto CsA 1uM
parece aumentar. Esses valores ndo foram estatisticamente significantes. n=3.

5.3Padronizacéao das reacdes de PCR convencional

As figuras 19 e 20 mostram os produtos de PCR de WNK4 e GAPDH de
cdo, respectivamente, submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida. A
presenca de banda Unica, no tamanho esperado permitiu a escolha dos pares de
primers (sense e antisense) dos genes de WNK4 e GAPDH a serem utilizados nos
experimentos de RT-PCR.

A WNK4 - MDCK WNK4 - MDCK
56° 58* 60° s2* ) no* 62"

Figura 19 — PCR para cDNA-WNK4 em células MDCK com duas combinagdes de primers. Os
nameros acima indicam as diferentes temperaturas de anelamento dos primers. Os tamanhos dos
fragmentos esperados eram de 151 (A) de 175bp (B). Note a amplificacdo de bandas Unicas e de
tamanhos esperados.

Par 01 Par 02 Par 03
58° 60° 62° 58° 60° 62° 58° 60° 62°

125bp

Figura 20 — PCR para cDNA-GAPDH em células MDCK. Os ndmeros acima indicam a temperatura de
anelamento dos primers. O tamanho dos fragmentos esperado era de 150bp para o Par 01, 136bp
para o Par 02 e 168 para o Par 03. Note a amplificacdo de bandas Unicas e de tamanhos esperados.
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5.4Efeito da Angll e CsA sobre a quantidade de mRNA de WNK4

A quantificacédo relativa do mRNA-WNK4 foi feita através da técnica de
RT-PCR ap6s 24h de incubacdo com Angll 10°M, 10-'°M e CsA 1uM. A figura 21
mostra a curva de dissociacdo das reacOes, demonstrando a especificidade dos
fragmentos amplificados. Como pode ser visto no gréfico da figura 22, tanto Angll
como CsA sao capazes de aumentar a quantidade de mRNA-WNK4, vale ressaltar
gue CsA, mesmo na presenca de Angll, foi capaz de aumentar 150% o conteudo de
MRNA em relacéo ao controle (médias: Controle 1,0000 e CsA 2,4622).

Figura 21 — Curvas de dissociagdo realizadas ao final das rea¢cfes de RT-PCR de WNK4 (esquerda)
e GAPDH (direita). As curvas apresentam picos Unicos e homogéneos, demonstrando a
especificidade dos fragmentos amplificados.

24h
3+
# &
——T
g 24 %
= 5 -
$ -
~ »
<
~N 14 e
'?I - \
Qo
0- & l.:. T
A '.S *
S \J \\Q v.\\\
& ® <®
A o X
N
Q
N
N
7‘°
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Figura 22 — Efeito da Angll e CsA sobre a quantidade de mRNA de WNK4 apds 24h de incubagéo.
Angll em ambas as concentracdes de 10'M e 10'°M, aumenta significativamente o contetdo de
MRNA-WNK4 na célula. Similarmente, CsA 1uM também aumenta significativamente o0 mRNA-
WNKA4, porém em maior magnitude, mesmo na presenca de Angll. (ANOVA seguido por Bonferroni)
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5.50btencdo do constructo contendo a sequéncia do promotor do gene de

WNK4

ApoOs a extracdo do DNA gendmico, este foi utilizado como template para
a reagdo de PCR utilizando primers do promotor foram utilizados em diferentes
combinacdes e o Tm utilizado foi de 60°. O produto deste PCR foi submetido a
eletroforese com gel de agarose 1% para identificagdo das bandas (Figura 23).

13/80 13/201 13/282 14/80 147201 14/282

1036bp
1018bp

Figura 23 — Reacgdo de PCR do promotor do gene de WNK4. A combinag&o de primers 13/80, mostra

uma unica banda no tamanho esperado (~842pb).

A banda de interesse oriunda da
combinacdo 13/80 foi removida e purificada do gel
com o auxilio de um kit (Gel extraction kit -
Quiagen®). Esse fragmento foi quantificado utilizando
o Nanodrop® e submetido a digestdo com enzima de
restricio (a 37° overnight) para confirmar a
especificidade da sequéncia. O mapa de restricdo da
sequencia foi desenhado com o auxilio da plataforma
online NEBCutter. A figura 24 mostra a lista de
enzimas Single Cutters, ou seja, aquelas que
apresentam um unico sitio de restricdo na sequéncia
(gerando apenas dois fragmentos). De acordo com
essa lista, foi selecionada a enzima Ncol que gera
dois produtos de tamanhos parecidos (431 e 425bp),
portanto, é provavel o aparecimento de apenas uma
Gnica banda como resultado da digestdo na altura de
~430bp.

Figura 24 — Mapa de restricdo da sequéncia amplificada por
PCR. Em destaque a enzima Ncol que foi utilizada para digestdo
do fragmento na tentativa de confirmar a especificidade da
sequéncia.
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Figura 25 — Eletroforese em gel de agarose da reacdo de digestao com
enzima Ncol do fragmento amplificado por PCR. Note a presenca de
uma Unica banda de aproximadamente 430bp, confirmando a
especificidade da sequéncia.

1018b

506bp

O préximo passo foi a ligagdo deste fragmento no vetor pJET1.2/blunt
(Thermo Scientific®), ja que os primers utilizados nesta rea¢do ndo foram adaptados
com sequéncias de restricdo. Bactérias E.coli TOP10 competentes foram
transformadas por heat-shock e inoculadas em meio de cultura sélido (Luria Bertani
e agar agar) contendo 50ug/ml de ampicilina. Apds 24h, as colbnias brancas foram
selecionadas e semeadas em meio LB liquido contendo 50mg/ml de ampicilina
durante 18h. Os clones foram extraidos através de um kit (QIAprep Miniprep —
Quiagen®) e submetidos a digestdo com enzima de restri¢ao.

Este vetor apresenta as extremidades cegas, por isso foi necessario
certificar quais vetores haviam recebido o inserto na orientacao correta, para tal, foi
procedido o PCR das col6nias selecionadas usando um primer sense do vetor e um
primer antisense do fragmento. O produto deste PCR deve ter aproximadamente
350bp, caso tenha sido inserido na posicdo contraria ele terd aproximadamente
620bp (Figura 26).

Clonel Clonell Clone lll Clone IV Clone V

500bp

Figura 26 — PCR de triagem de cinco coldnias brancas selecionadas ap6s a transformac¢do usando
vetor pJET1.2/blunt. Note a presenca de uma banda de aproximadamente 350bp em 4 das 5
coldnias, confirmando a especificidade da sequéncia.
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7

Nesse momento é importante explicar como foi feita a digestdo dos
vetores. A ideia final era clonar o promotor que foi amplificado por PCR e clonado
inicialmente no vetor pJET1.2 no vetor pGL4.10 (Promega®), no qual ndo ha
promotor para a transcricdo do gene da luciferase, dessa forma, podemos inserir a
sequéncia a ser estudada e medir sua atividade como promotor do gene da
luciferase, que é o gene reporter. Portanto, é extremamente importante que a
sequéncia seja inserida corretamente no vetor, e para isso, usamos a digestdo com
duas enzimas de restricdo para gerar extremidades coesivas diferentes para que a
insergéo ocorra de forma orientada.

sl
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PELL 10 e pJET1.2/blunt '
Vectar = | | t X
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Figura 27 — Backbone dos vetores pGL4.10 e pJET1.2/blunt. Em destaque os sitios de restricdo de
interesse.

Ao comparar a sequéncia do vetor pGL4.10 com o vetor pJET1.2,
verificamos que eles apresentam os sitios de reconhecimento para as enzimas Xhol
a montante e Bglll a jusante, por isso, essas enzimas foram utilizadas para a
geracdo de extremidades no vetor pGL4.10. Dessa forma, apds PCR dos minipreps
dos clones Il e IV, usando primers do fragmento — par 13/80 — e confirmando a
especificidade da sequéncia (figura 29),foi feita a digestdo de ambos os clones e do
vetor pGL4.10 com a enzima Xhol (a 37° overnight). O resultado € a linearizacao de
ambos, como mostra a figura 30.

Essas reacfes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,5%
(Figura 28), as bandas correspondentes aos vetores foram extraidas e purificadas
do gel usando um kit (Gel extraction kit - Quiagen®).
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Clone lll Clone IV

58 60° 62° 58° 60° 62°

Figura 28 — PCR de triagem do vetores pJET1.2 clonados com o promotor do gene de WNK, para
confirmagédo da especificidade da sequéncia. A temperatura de anelamento dos primers esta descrita
acima. Note a presenc¢a de banda Unica e no tamanho esperado (~890bp) em todas as reacdes.

Clone Il Clone IV pGL4.10

Figura 29 — Eletroforese em gel de agarose 0,5% da reacéo de digestdo com enzima Xhol dos Clones
Il e IV, bem como do vetor pGL4.10. Note a presenca de uma Unica banda no tamanho esperado,
confirmando a linearizag&o dos vetores.

O proéximo passo é remover o fragmento contendo o promotor do gene de
WNK4 de aproximadamente 890bp do vetor pJET, bem como tornar as
extremidades do vetor pGL4.10 compativeis com o fragmento a ser inserido. Para
tal, as bandas foram extraidas do gel e foi feita a segunda digestdo dos vetores
utilizando a enzima Bglll (a 37° overnight). O resultado esperado é a separacao do
fragmento do promotor do gene de WNK4 dos clones Ill e IV e a geracdo de
extremidades compativeis com as extremidades do pGL4.10. Essas reacdes foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,5% (Figura 30) e os fragmentos de
~890bp e o vetor pGL4.10 (linearizado) foram novamente extraidos e purificados do
gel com o auxilio do kit (Gel extraction kit - Quiagen®).
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A pGLA.10 B Clonell Clone IV

Figura 30 — Eletroforese em gel de agarose 0,5% da reacédo de digestdo com enzima Bglll do vetor
pGL4.10 (A) e dos Clones Ill e | (B). Note a presenga de uma Unica banda no tamanho esperado,
confirmando a linearizacdo do vetor pGL4.10 e em destaque a seta indica a separacéo do fragmento
do promotor de WNK4 de ~890bp apés a digestédo dos Clones lll e IV.

ApoOs a extracdo do gel, o vetor pGL4.10 e os fragmentos do promotor do
gene de WNK4 apresentam extremidades coesivas para que a ligagado ocorra de
maneira orientada. A ligacdo foi feita utilizando a enzima T4 DNA ligase, numa
reacao overnight a 4°C. A férmula abaixo indica a proporcéo de vetor e fragmento a
ser calculada na reacdo. Para estes experimentos, foi utilizada a proporgéo padréo
de 3:1 e a de 10:1 a fim de garantir a ligac&o.

P/ 50ng do vetor, temos:

X ng do inserto = 50ng (vetor) x tamanho do inserto (bp) x 3 (proporcdo 3:1)
tamanho do vetor (bp)

X ng do inserto = 50ng (vetor) x tamanho do inserto (bp) x 3 (proporcao 10:1)
tamanho do vetor (bp)

Figura 31 — Calculo das quantidades dos fragmentos em ng de DNA a serem utilizados na reacéo de
ligagéo.

No dia seguinte, as reacOes de ligacao foram utilizadas na transformacao
de bactérias TOP10 competentes, como ja descrito anteriormente, na expectativa de
formarem clones apds a selecdo em meio de cultura contendo ampicilina.

Apds 18h, observou-se a presenca de duas colbnias brancas, uma em
cada placa oriunda da transformacéo dos clones Ill, denominados REC A e B
(Recombinante A e B). Para triagem dessas col6nias, foi realizada uma a reacéo de
PCR utilizando primers do promotor (fragmento que foi inserido) — Figura 32.
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RECA RECB

45° 55° 60° 45° 55° 60°

600bp

Figura 32 — Eletroforese em gel de agarose 1% da reacdo de PCR para triagem das colbnias. Note a
presenca de uma banda no tamanho esperado (~890bp) na reac¢éo referente ao REC B nas trés
temperaturas testadas, demonstrando a presenca do fragmento do promotor nas bactérias desta
colénia.

A colénia REC B foi semeadas em meio LB liquido contendo 50uM de
ampicilina e mantida a 37°C overnight, sob agitacdo de 225 rpm. No dia seguinte,
esse meio foi submetido ao protocolo de miniprep seguindo as instru¢des do kit
como ja descrito anteriormente. As amostras obtidas foram quantificadas utilizando o
equipamento Sinergy HI® Bioteck.

Para prosseguir os experimentos, € necessario confirmar a perfeita
insercao e orientacdo do fragmento no o vetor pGL4.10, caracterizando assim que o
vetor é recombinante com fragmento do promotor do gene de WNK4, para tal, foi
realizada a digestéo utilizando as enzimas Kpnl e Hindlll, onde o resultado deve ser
a remocao do fragmento clonado no vetor (Figura 33); bem como o PCR com primer
sense que se anela no vetor a montante do sitio de insercdo do fragmento,
denominado de primer RV3 (Reporter vector primer 3) -
5'CTAGCAAAATAGGCTGTCCC3’ — Figura 34.

ND DD

Figura 33 — Eletroforese em gel de agarose 1% da reacéo de
digestdo utilizando as enzimas Kpnl e Hindlll. Note a
presenca de duas bandas na reacdo ND (vetor N&do Digerido),
compativel com o padrao “supercolied”, bem como a
presenca de banda Unica na reacdao DD (Double-Digest —
vetor digerido com Kpnl e Hindlll) de aproximadamente
4000bp. Este resultado sugere apenas a linearizacdo do vetor
sem a remocéo do fragmento de ~900bp correspondente ao
fragmento do promotor.

4072 bp

1636 bp
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04/80 S09/04 13/09 RV3/09

o8 BR: «B8Y 160" 58" 607 98" 60"

600bp

Figura 34 — Eletroforese em gel de agarose 1% da reacédo de PCR do vetor REC B utilizando primers
internos da sequencia do promotor. O tamanho esperado dos produtos era de 300bp para a reacdo
04/80; 351bp para a S09/04; 294bp para 13/09 e 379bp para RV3/09. Note que apenas a reacao
utilizando o primer RV3 apresentou banda no tamanho diferente do esperado (seta vermelha).

7

A reacdo de PCR utilizando o RV3 primer € essencial para obter a
orientagdo da inser¢cao do fragmento, ou seja, se ela foi clonada da orientagao 5’-3’
ou 3’-5'. Neste caso, o tamanho esperado do produto de PCR utilizando o primer
RV3 e primer 09 (especifico da sequencia do promotor clonado) era de ~379bp no
caso da orientacdo correta 5’-3’, entretanto observamos uma banda em ~900bp,
tamanho compativel com a orientagéo 3’-5’. Dessa forma, a ligagdo do fragmento se
deu de maneira invertida, impossibilitando a utilizagdo deste vetor, uma vez que é
estritamente necessario que a orientacdo seja correta, pois a atividade do promotor
essencial (core promoter) requer orientacao correta para a montagem do complexo
transcricional.

Na tentativa de melhorar a estratégia de clonagem, foram desenhados
primers contendo sequéncias especificas para as enzimas Kpnl e Hindlll nas
extremidades 5 do primer sense e antisense, respectivamente, chamados de
primers com adaptadores. Foram utilizados os mesmos primers (13/80), aos quais
foram adicionadas as sequéncias adaptadoras e retomados os experimentos de
PCR do DNA genémico como ja descrito (Figura 35).
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Tabela 05 — Sequéncia de nucleotideos dos primers com e sem adaptadores. Em vermelho esta
indicada a sequéncia de restricdo reconhecida pela enzima correspondente.

Alvo Orientacdo Denominacéo Sequencia de nucleotideos 5’-3’
Sense 13 AGAGGGATATGACAGGGAGT

Promotor . 80

do gene Antisense GGCCACTCGAAACTCATC

de WNK4 Sense 13Kpnl ACACGGTAC'CAGAGGGATATGACAGGGAGT

Antisense 80HindlIl CACAA'AGCTTGGCCACTCGAAACTCATC

13Kpnl/
80Hindlll 13/80

58° 60° 58" 60°

Figura 35 — Eletroforese em gel de agarose 1% da
reacdo de PCR do promotor de WNK4 utilizando o
DNA gendmico como template. Note bandas no
tamanho esperado (~900bp) em todas as reacdes.
Foi repetido o PCR com os primers sem adaptadores

1636 bp apenas como controle da reacéo.

1018bp

As bandas referentes a reacdo de PCR com os primers com adaptadores
foram extraidas do gel e submetidas a digestdo com as enzimas Kpnl e Hindlll,
assim como o vetor pGL4.10, numa reagéo overnight a 4°C (Figura 36).

ND DD FRAGMENTO

4072 bp

1018bp

Figura 36 — Eletroforese em gel de agarose 1% da reagéo de digestdo com as enzimas Kpnl e Hindlll
do vetor pGL4.10 (DD) e do fragmento de PCR obtido com os primers com adaptadores
(FRAGMENTO) — ver seta vermelha. Note bandas no tamanho esperado (~900bp) na reacdo do
fragmento de PCR, bem como linearizagdo do vetor (banda Unica) na reagdo DD. O poco ND refere-
se ao pGL4.10 nao digerido, compativel com o padrdo de migracao do tipo supercoiled.
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Posteriormente, foram seguidas as reacdes de ligacdo, transformacéo e
clonagem como ja descrito anteriormente. Ao final deste processo, foram obtidas
dezenas de colbnias brancas, sugerindo alta eficiéncia de ligagdo. A reacdo de PCR
das colbnias utilizando o primer sense RV3 (especifico do vetor pGL) e o primer
antisense 09 (especifico da sequéncia do promotor) foi feita para a identificacdo de
colénias recombinantes — Figura 37).

600 bp

Figura 37 — Eletroforese em gel de agarose 1% da reacdo de PCR para triagem das coldnias
recombinantes. Note a presen¢ca de uma banda de ~360bp em todas as amostras. A partir dessa
reacdo, foram escolhidas as colbnias J e K.

Diversas colOnias apresentaram a sequéncia no tamanho esperado (cerca
de 20), foram selecionadas duas (colonia J e K) para prosseguir com o Miniprep e a
partir dai foram denominadas de CLONE J e CLONE K. Estes vetores foram
submetidos a digestdo com enzimas de restricdo Kpnl e Hindlll para confirmar a
insercéo do fragmento.

CLONEJ CLONEK
ND DD ND DD

Figura 38 — Eletroforese em gel de agarose 1% da reacéo de digestdo com as enzimas Kpnl e Hindlll
dos clones J e K. Note bandas no tamanho esperado (~900bp) nas reacdes DD (double digest)
mostrando a remocdo completa do fragmento do promotor clonado (setas vermelhas). O poco ND
refere-se aos vetores ndo digeridos, compativel com o padréo de migracéo do tipo supercoiled.
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O clone J foi selecionado para prosseguir com o0 Maxiprep para a
obtencdo de produtos em quantidade necesséria para a realizacdo dos
experimentos seguintes. Apds a extracdo e purificacdo, o clone J foi submetido a
uma reacdo de PCR com primers internos da sequéncia, bem como utilizando o
primer RV3 para confirmacao da insergéo na orientagéo 5’-3’.

04/80 $09/04 RV3/09

58 &0 58" &0 58* 60"

Figura 39 — Eletroforese em gel de agarose 1% da reacdo de PCR do vetor CLONE J utilizando
primers internos da sequencia do promotor. Os ndmeros acima indicam as combinac¢fes de primers
utilizadas, bem como as diferentes temperaturas de anelamento. O tamanho esperado dos produtos
era de 300bp para a reacdo 04/80; 351bp para a S09/04; 294bp para 13/09 e 379bp para RV3/09.
Note a presenca de bandas especificas nos tamanhos esperados em todas as reagfes, confirmando
a especificidade da sequéncia, bem como a insergdo adequada do fragmento na orientagédo 5’-3’.

5.6Eficiéncia de transfeccao de células MCDK

Antes de iniciarmos a transfeccdo com o0s vetores reporteres, foi
necessaria a padronizacao das condi¢des de transfec¢do das células MDCK. A partir
da transfeccdo com vetor GFP em diferentes condicbes de confluéncia celular,
concentracdo de reagentes e Lipo2000 ou 3000, como mostra a figura 40, numa
analise subjetiva, pode-se observar que 500ng de DNA, bem como 2ul de Lipo2000
(0,4% Lipo2000) séo suficientes para uma taxa de transfeccdo razoavel. Além disso,
€ possivel observar que as células transfectadas com Lipo3000 apresentaram baixa
eficiéncia de transfeccao.

LIPOFECTAMINA 2000 — PLACA 2 — 30h LIPOFECTAMINA 3000 - PLACA 2 - 30h

0.75ulpoco 1.50ulpego

0.5ug
1ulipogo 2ulpoco Julipoco

2ulpoco Julipoco

Figura 40 — Andlise subjetiva da eficiéncia de transfeccao de células MDCK em diferentes condicdes
experimentais. As amostras foram observadas em microscopio de fluorescéncia em aumento de
300x.
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5.7Avaliacéo dos efeitos de Angll sobre a modulacao da via calcineurina/NFAT

Como podemos ver na figura 41, Angll aumenta a atividade de NFAT na
concentracdo de 10°M e CsA inibe a atividade NFAT mesmo na presenca de Angll.
As referéncias 1:40 e 1:100 se referem a proporcdo entre pGL4.30 e pRL-CMV,
onde 1:40 (2ug pGL4.30 para 50ng pRL-CMV/poco) e 1:100 (2ug pGL4.30 para
20ng pRL-CMV/poco).

NFAT activity

4-
g
5 3 :
[
g il
€ 2 "
3
3
£ ) #
3 * :
= 0- ‘ls T ' T %

n=6, P<0,05, ** versus Nao Induzido, * versus CNT, # versus Angll 10™°
Figura 41 — Efeito da Angll e CsA sob a atividade de NFAT em células MDCK co-transfectadas com
pGL4.30 e pRL-CMV. Teste (ANOVA seguido por Bonferroni; RLU = Relative Luciferase Units.)
5.8 Avaliacdo da atividade da PP2B intracelular

A figura 42 mostra o efeito de Angll e CsA sobre a atividade da
calcineurina intracelular (PP2B). Como esperado, CsA inibiu significativamente a
atividade da PP2B; entretanto, Angll n&do teve efeito.
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Figura 42 — Efeito da Angll e CsA sobre a atividade da calcineurina intracelular em células MDCK
tratadas por 4h. (***vs. CTRL; P<0,001 — ANOVA seguido por Bonferroni; RLU = Relative Luciferase

Units.)
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5.9 Avaliacdo da especificidade do constructo CLONE J através do
sequenciamento génico

Embora tenhamos feito a avaliacdo da especificidade da sequéncia do
promotor de WNK4 (através de PCR convencional) e também a confirmacéo de que
a ligagdo do fragmento ocorreu de maneira orientada, realizamos também o
sequenciamento génico do constructo.

O sequenciamento foi necessario tanto para obtermos a sequéncia de
nucleotideos curada, como para realizar o mapeamento dos elementos regulatérios
dentro do promotor do gene de WNK4 de cdo. Abaixo estid o alinhamento entre a
sequéncia obtida pelo sequenciamento do CLONE J (linha de cima - Fragm) e da
sequencia dos bancos de dados (pROM - linha de baixo). O alinhamento foi feito
com a ajuda da plataforma online CLUSTALW, onde “*” corresponde a 100% de
identidade.

Fragm GCGCAGACATTTCTCTGGCCTAACTGGCCGGTACCAGAGGGATATGACAGGGAGTCCATA
PROM === mmmmm oo AGAGGGATATGACAGGGAGTCCATA

kkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkk A krkhkkhkrhkkhhkkx%k

Fragm AAAGACAGTGCTGGGCTGCACTGAGAGTCCAGCCGTGAGGTTAGGGAATCTGGGGCTCAG
PROM AAAGACAGTGCTGGGCTGCACTGAGAGTCCAGCAGTGAGGTTAGGGAATCTGGGGCTCAG

R R I S b a4 I a2 i db SR S S SR S S S S R S S R S I b S 2 S b S dh A dh b B A SR S b R S S R S I R S S R S g R 4

Fragm CCAGCATGATCCATGCATTTTATTATTTATTTTTATTTTTTATTTTTTATTTTTTGATCC

PROM CCAGCATGATCCATGCATTTTATTATTTA--—-———— TTTTTATTTTTTATTTTTTGATCC
Kk ok ok k Kok Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk ok ok Kk Kk Kk Kk ok kk ok k ok k k ok ok k ok k k ok k ok k ok k ok x

Fragm ATGCA-TTTTTTTTTCCAGTAATACAACTGGGCCCAGGAGTTGTGGGGGAGAGAACAGAG
PROM ATGCATTTTTTTTTTCCAGTAATACAACTGGGCCCAGGAGTTGGGGGGGAGAGAACAGAG

hhkkhkhkk hhkkhkhkkhAhkhkkhAhkhkhhhkhAhhdhhbdkhhhkhhAhkhhAhkhkhkhkhkkhhkhkk, AAhAdhkkdAhhhkh b ki h A khhk

Fragm GCAGGGGCAGGGAGCAACTACCCTGGTTTGGGAAGTGACCAGCAGGTAGACAAGCAAGGG
PROM GCAGGGGCAGGGAGCAACTACCCTGGTTTGGGAAGTGACCAGCAGGTAGACAAGCAAGGG

Ak khkhkhkhkhkhkkhhAhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhdhrhkhhkhhkkhhrhkhkhkhhkdhrhkhkhhhkhkrhkkhhhrhkkhkrhkhdxxkkx

Fragm GACAGAACTGGGTAGTCTAGGCTGGGTTAAGGAGTCAAACTGGCTAGATCAATAAGACCA
PROM GACAGAACTGGGTAGTCTAGGCTGGG-TAAGGAGTCA---——=——————— AATAAGACCA

khkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhhkkhhxx ,hxkhkkhhxkhkhkx*k * ok kkkkkkk Kk

Fragm AAATGGGTCTGGAGACTTGTGATGTGGGAAGTGAGGACATGAGAGATGGATGGCTGTAGT

PROM AAATGGGTCTGGAGACTTGTGATGTGGGAAGTGAGGACATGAGAGATGGATGGCTGTAGT
]k K ok ok ko k kK ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ks ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k kK k ok ok ok ok ok ok ok ok ok &

Fragm CAGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGAAGCTGAAGTTTTTCCAGCGCTGAAAGCTACAAGC

PROM CAGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGAAGCTGAAGTTTTTCCAGCGCTGAAAGCTACAAGC
K% ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k ok k k k ok k ok k ok k k k ok k ok k k k ok k Xk

Fragm GTGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACAGTGAATGGTGAGGTCGAAAGACTTAGCAATTG
PROM GTGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACAGGGAATGGTGAGGTCGAAAGACTTAGCAATTG

R R e S b I S b S b S SR S I b S S S S S S S b e S b S b A S b B S b S S R S S R S S R S 2 e S i S



Fragm
PROM

Fragm
PROM

Fragm
PROM

Fragm
PROM

Fragm
PROM

Fragm
PROM

Fragm
PROM

AGAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTGTTAAATGCAACTGACAACGAACGTTAGTATTA
AGAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTGTTAAATGCAACTGACAACGAACGTTAGTATTA

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

AAAAGCTGAGCAGAGTGGAAACAAGCCTCAGCAGTTCTGCCAAAGTGTGCCGCTTAAGCG
AAAAGCTGAGCAGAGTGGAAACAAGCCTCAGCAGTTCTGCCAAAGTGTGCCGCT-————-

R R i A R S b i S SR I S SR I S R S S S S S R S S R S A e S A R S SR S R S S R B S S S S SR S S R S 4 R 4

CTTTGGGGAGTCACTGCCCTTCTCTAGAGCTGCACGAGAAGACTTTTCGGGGTTCTACAC
—-TTGGGGAAGTCACTGCCCTTCTCTAGAGCTGCACGAGAAGACTTTTCGGGGTTCTACAC

*hk hkkhkk Ak hk Ak kA kA A h A A hhAhA A hhhAhhhhhhhkhkhhkhkhkhkhhA kb hkhkhbhkh b h b hhkkk

GGTAAGGATTTTTAGGATAATGGCAAACGACTGGCAGACCAGCAAGATCCCTCACGTCGT
GGTAAGGATTTTTAGGATAATGGCAAACGACTGGCAGACCAGCAAGATCCCTCACGTCGT

R R e I b S b S b A S SR I S b i Sb b I S b S b I b S b S b S IR A S b I S b S SR 2 b I 2b R b 2b S 2b S

TGGGCCTCCCCTCTCCGAGGAGGCATCCGGAACCTTTCTGCTGTGCTTTTTGCCCGGACG
TGGGCCTCCCCTCTCCGAGGAGGCATCCGGAACCTTTCTGCTGTGCTTTTTGCCCGGACG

R R e S b S b S b S S I S b Sb b I Sb b S b I b S I e S b S b S b S S b b 2b S 2b S 2b S b S

TGCAGAAGCGGAGGCCGGAAGTCCTTTGCCCGGAGGTTCCGAGTTTCCTGGGCTACTACA
TGCAGAAGCGGAGGCCGGAAGTCCTTTGCCCGGAGGTTCCGAGTTTCCTGGGCTACTACA

R R e S b S b S b S S b S b Sb b I S b Sb b I b S b S b S b S b S b S b S b b 2b b b 2b b S db b3

ATGGCGATGAG-TTCGAGTGGCCAATTGTAGTAGCCCAGGAAACTCGGAACCTCCGGGCA
ATGGCGATGAGTTTCGAGTGGCC——— === === == === === —m— oo

kAhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkk KAk rhk ik A khhxk
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5.10 Avaliagcédo da atividade do promotor de WNK4 clonado no vetor pGL4.10

O promotor de WNK4 clonado no vetor pGL4.10 como descrito acima,
gerando um vetor recombinante chamado “Clone J”, foi transfectado em células
MDCK para a avaliagdo da atividade basal, juntamente com a transfec¢cao do vetor
pGL4.74 (Renilla luciferase) para controle interno de transfeccao. A figura 42 mostra
gue o vetor Clone J apresenta um promotor ativo, pois foi capaz de aumentar a
sintese de luciferase em condi¢cdes basais da célula, guando comparado com o vetor
pGL4.10 vazio, ou seja, sem promotor no gene de luciferase.
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Figura 43 — O vetor recombinante “Clone J” apresenta o promotor de WNK4 ativo mesmo sem
estimulacdo, demonstrando a eficiéncia do constructo. Teste “t” de Student. * p <0,05 vs. CNT. (n=4).
RLU = Relative Luciferase Units.
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5.11 Avaliagcdo dos efeitos de Angll e CsA sobre a atividade do promotor de
WNK4

Para avaliar se Angll e CsA sdo capazes de modular a atividade do
promotor do gene de WNK4, foram procedidos experimentos de transfeccao
transitdria com o vetor Clone J (pGL4.10 recombinante com o fragmento do
promotor de WNK4), bem como o vetor pGL4.74 (Renilla luciferase) como controle
interno de transfeccéo.

Apos 24h de tempo de transfeccdo as células foram incubadas com Angll
nas concentracbes 10'°M, CsA 1uM e ambas em combinacdo. Apdés 24h de
incubacao, foram submetidas ao ensaio de luciferase como descrito acima. O gréafico
abaixo mostra que tanto Angll como CsA sao capazes de aumentar a atividade da
luciferase de forma significativa, ou seja, ambas sdo capazes de estimular o
promotor de WNK4.
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Figura 44 — Efeito da Angll e CsA sobre o promotor de WNK4. Tanto Angll quanto CsA sédo capazes
de estimular significativamente a atividade do promotor. Teste ANOVA seguido por Bonferroni. *** p
<0,05 vs. CNT. (n=5). (RLU = Relative Luciferase Units.)

5.12 Mapeamento dos elementos de regulacdo génica do promotor de WNK4
e mutacéo dos elementos regulados por NFAT

Com o intuito de identificar elementos de regulacdo responsivos a NFAT
no promotor do gene de WNK4, foi feita a analise da sequéncia completa utilizando
a plataforma Matlnspector Release Professional (Genomatix®) com corte de
similaridade de 0,75. A busca de sequencias consensuais para sitios de ligacao
para fatores de transcricdo no promotor de Canis lupus familiaris foi feita utilizando
as sequéncias correspondentes de Rattus novergicus, Homo sapiens e Mus
musculus. Foram identificados 260 elementos de regulacdo dentro do promotor do
gene de WNK4 de cées, sendo quarto (4) para NFAT. O NFAT se liga em
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elementos no promotor génico na sequéncia consensual do padréo
TIAGGGAANA/T/C (Rothermel B et al, 2.000).

Tabela 06 — Dados extraidos da plataforma Matlnspector demonstrando a localizacéo e a sequencia
de quatro elementos para NFAT no promotor de WNK4.

Mat.
Anchor Matrix ~ sim. -
Detailed Family Information Matrix Opt. Start End pos. Strand  sim. opt. Sequence
65 Nuclear factor of activated T-cells ~V$NFAT5.01 0,83 182 200 191 = 0,911 0,081 tactGGAAaaaaaaatgca
119 Nuclear factor of activated T-cells VSNFAT5.02 0,87 446 464 455 - 0,903 0,033 cgctGGAAaaacttcagct
163 Nuclear factor of activated T-cells ~ VSNFAT.01 0,95 610 628 619 + 0,968 0,018 cagagtGGAAacaagcctc
164 Nuclear factor of activated T-cells  VSNFAT5.01 0,83 612 630 621 + 0,875 0,045 gagtGGAAacaagcctcag

Apds o0 mapeamento dos elementos de ligacdo para NFAT, seguimos com
o desenho dos primers que seréo utilizados nas reagdes do kit. Os primers foram
desenhados manualmente com o auxilio do software AnnHyb®. Seguimos a linha
de substituicdo de duas bases nao consecutivas dentro do elemento, por bases nao
complementares. Abaixo temos a sequencia do promotor do gene amplificado e
clonado WNK4 canis (Wild type) com a sinalizag&o dos primers que serdo utilizados
para promover a mutagcado nos elementos para NFAT:

1 GCGCAGACATTTCTCTGGCCTAACTGGCCGGTACCAGAGGGATATGACAGGGAGTCCATA
61 ARAGACAGTGCTGGGCTGCACTGAGAGTCCAGCCGTGAGGTTAGGGAATCTGGGGCTCAG
121 CCAGCATGATCCATGCATTTTATTATTTATTTTTATTTTTTATTTTTTATTTTTTGATCC
181 AT T T T CCAGTAATACAACTGGGCCCAGGAGTTGTGGGGGAGAGAACAGAG

240 GCAGGGGCAGGGAGCAACTACCCTGGTTTGGGAAGTGACCAGCAGGTAGACAAGCAAGGG
300 GACAGAACTGGGTAGTCTAGGCTGGGTTAAGGAGTCAAACTGGCTAGATCAATAAGACCA
360 AAATGGGTCTGGAGACTTGTGATGTGGGAAGTGAGGACATGAGAGATGGATGGCTGTAGT
420 CAGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGA N HOOAGEEC TGALAAGCTACAAGC
480 GTGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACAGTGAATGGTGAGGTCGAAAGACTTAGCAATTG
540 AGAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTGTTAAATGCAACTGACAACGAACGTTAGTATTA
600 ARAAGCTGAGCAGAGHGGAABMCAAGCCTCAGCAGTTCTGCCARAGTGTGCCGCTTAAGCG
660 CTTTGGGGAGTCACTGCCCTTCTCTAGAGCTGCACGAGAAGACTTTTCGGGGTTCTACAC
720 GGTAAGGATTTTTAGGATAATGGCAAACGACTGGCAGACCAGCAAGATCCCTCACGTCGT
780 TGGGCCTCCCCTCTCCGAGGAGGCATCCGGAACCTTTCTGCTGTGCTTTTTGCCCGGACG
840 TGCAGAAGCGGAGGCCGGAAGTCCTTTGCCCGGAGGTTCCGAGTTTCCTGGGCTACTACA
900 ATGGCGATGAGTTCGAGTGGCCAATTGTAGTAGCCCAGGAAACTCGGAACCTCCGGGCA

959 AAGGACTTCCGGCCTCCGCTTCTGCACGTCCGGGCARAAA

A Tabela 07 mostras os dados das sequéncias dos elementos para
ligacdo dos fatores de transcricdo NFAT encontrados no promotor de WNK4, bem
como os primers utilizados nas reacfes de mutacdo pontual. Os elementos estédo
identificados com as cores correspondentes na sequencia do promotor de WNK4
para facilitar a visualizagao.



Tabela 07 — Sequéncias consensuais para ligacdo dos fatores de transcricdo NFAT no promotor do

gene de WNK4 e primers utilizados nas reacdes de mutacgao.
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Posicéo na

Elemento P
sequéncia

Orientagao da fita

Sequéncias

5’

ELEMENTO 65 182-200 COMPLEMENTAR 5’
5/

5’

5’

TGCATTTTTTTTTCCAGTA 3’
tactGGAAaaaaaaatgca 3’
ATGACCTTTTTTTTTACGT 5’
TGCATTTTTTTTTCCAGTA 3’
TGCATTTTTTTGTACAGTA 3’
TGCATTTTTTTGTACAGTA 3’

SEQUECIA SENSO
SEQUENCIA ANTISENSO
SEQUENCIA SENSO
SEQUENCIA SENSO
SUGESTAO DE PRIMER
SEQUENCIA SENSO MUTADA

57 AGCTGAAGTTTTTCCAGCG 3’
COMPLEMENTAR 5’ cgctGGAAaaacttcagct 37
3" GCGACCTTTTTGAAGTCGA 5’
5’ AGCTGAAGTTTTTCCAGCG 3’
5’ AGCTGAAGTTTGTACACGC 3’
5’ AGCTGAAGTTTGTACACGC 3’

SEQUENCIA SENSO
SEQUENCIA ANTISENSO
SEQUENCIA SENSO
SEQUENCIA SENSO
SUGESTAO DE PRIMER
SEQUENCIA SENSO MUTADA

446-464

5’ cagagtGGAARacaagcctc 3’
SENSO 3’ GTCTCACCTTTGTTCGGAG 5’
5" GAGGCTTGTTCCACCTCTG 3’
5’ GAGGCTTGGTACACCTCTG 3’
5’ CAGAGTGTACACAAGCCTC 3’

SEQUENCIA SENSO
SEQUENCIA ANTISENSO
SEQUENCIA ANTISENSO
SUGESTAO DE PRIMER
SEQUENCIA SENSO MUTADA

ELEMENTO 163  610-628

SEQUENCIA SENSO
SEQUENCIA ANTISENSO
SEQUENCIA ANTISENSO
SUGESTAO DE PRIMER
SEQUENCIA SENSO MUTADA

5’ gagtGGAAacaagcctcag 3’
3’ CTCACCTTTGTTCGGAGTIC 5’
5" CTGAGGCTTGTTTCCACTC 3’
5" CTGAGGCTTGTGTACACTC 3’
5’ GAGTGTACACAAGCCTCAG 3’

ELEMENTO 164

612-630 SENSO

A insercdo da mutacdo foi feita seguindo as instrucdes do kit
QuickChange Il XL Site-Direct Mutagenesis Kit (Agilent Technologies®). A
transformacao foi feita em bactérias XL10-Gold ultracompetentes em meio NZY+.
Apés 18h de incubacdo a 37°C, foram observadas diversas colénias. Foram
selecionadas cinco colonias para cada reacdo de mutacdo, seguimos com o PCR
para triagem, miniprep e posterior sequenciamento dos clones selecionados.

5.13 Mutacéao dos elementos NFAT

Foram sequenciados 5 clones para cada mutacdo a fim de identificar pelo
menos um clone que tivesse sofrido0 a mutacdo corretamente. Porém,
surpreendentemente todos os 20 clones selecionados apresentaram a mutacao
correta na sequencia. Assim, selecionados a “colénia A” de cada elemento para
seguir com 0s experimentos de maxiprep e posteriormente com o0s estudos
funcionais de luciferase. Abaixo 0 sequenciamento na regido correspondente a
mutacdo da “colénia A’ de cada elemento mutado, as quais foram utilizadas nos
experimentos funcionais:



- Mutagéo colénia A - ELEMENTO 65:

CLUSTAL 0O0(1.2.4) multiple sequence alignment

()

sequencia_selvagem
sequencia mutada

sequencia_selvagem
sequencia mutada

sequencia_selvagem
sequencia mutada

()

CCAGCATGATCCATGCATTTTATTATTTATTTTTATTTTTTATTTTTTATTTTTTGATCC

CCAGCATGATCCATGCATTTTATTATTTATTTTTATTTTTTATTTTTTATTTTTTGATCC
dhkkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkkkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkkkk

ATGCATTTTTTTTTCCAGTAATACAACTGGGCCCAGGAGTTGTGGGGGAGAGAACAGAGG

ATGCATTTTTTTGTACAGTAATACAACTGGGCCCAGGAGTTGTGGGGGAGAGAACAGAGG
kkdkkdkkhkkhk Kk hkkkkhkkkhkkhhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkdkkhkkk

CAGGGGCAGGGAGCAACTACCCTGGTTTGGGAAGTGACCAGCAGGTAGACAAGCAAGGGG

CAGGGC-AGGGAGCAACTACCCTGGTTTGGGAAGTGACCAGCAGGTAGACAAGC----—~
kkdkk  kkkkkkkhkkkhkkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkk

- Mutacéo coldénia A— ELEMENTO 119:

CLUSTAL 0O0(1.2.4) multiple sequence alignment

(.r)
coldéniall9Aa
promotor

coldéniall9Aa
promotor

coldéniall9Aa
promotor

coldéniall9Aa
promotor

(.)

AATGGGTCTGGAGACTTGTGATGTGGGAAGTGAGGACATGAGAGATGGATGGCTGTAGTC

AATGGGTCTGGAGACTTGTGATGTGGGAAGTGAGGACATGAGAGATGGATGGCTGTAGTC
LT T T T T2

AGAGGAAGCAACTCTGAATCATA CTGAAAGCTACAAGCG

AGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGAAGCTGAAGTTTTTCCAGCGCTGAAAGCTACAAGCG
LT T L A i 222 T 22 T T T T e

TGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACAGTGAATGGTGAGGTCGAAAGACTTAGCAATTGA

TGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACAGTGAATGGTGAGGTCGAAAGACTTAGCAATTGA
T L T T T T T T T

GAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTGTTAAATGCAACTGACAACGAACGTTAGTATTAA

GAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTGTTAAATGCAACTGACAACGAACGTTAGTATTAA
T L T T 2 T L 2 T T T T T

- Mutacédo colénia A — ELEMENTO 163:

CLUSTAL 0O0(1.2.4) multiple sequence alignment

(-.n)
colonial63A
promotor

colonial63A
promotor

colonial63A
promotor

colonial63A
promotor

colonial63A
promotor

()

GATGGCTGTAGTCAGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGAAGCTGAAGTTTTTCCAGCGCTG

GATGGCTGTAGTCAGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGAAGCTGAAGTTTTTCCAGCGCTG
LT T T 2 T T2 T T g

AAAGCTACAAGCGTGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACAGTGAATGGTGAGGTCGAAAG

AAAGCTACAAGCGTGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACAGTGAATGGTGAGGTCGAAAG
LT L T T T T 2 T T2 T T g

ACTTAGCAATTGAGAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTGTTAAATGCAACTGACAACGA

ACTTAGCAATTGAGAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTGTTAAATGCAACTGACAACGA
LT T T 2 T T2 T T g

ACGTTAGTATTAAAAAGCTGAGCAGAGTGTACACAAGCCTCAGCAGTTCTGCCAAAGTGT

ACGTTAGTATTAAAAAGCTGAGCAGAGTGGAAACAAGCCTCAGCAGTTCTGCCAAAGTGT
LT L A L T T T g T T 2

GCCGCT T A~ === === === = = = = = o

GCCGCTTAAGCGCTTTGGGGAGTCACTGCCCTTCTCTAGAGCTGCACGAGAAGACTTTTC
*hkkkkkk *
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- Mutacédo colénia A — ELEMENTO 164:

CLUSTAL 0O0(1.2.4) multiple sequence alignment

()
colénial64A
promotor

colénial64A
promotor

colénial64A
promotor

colénial64A
promotor

coldénial64A
promotor

()

5.14 Efeito da mutacdo dos elementos para ligacdo de NFAT na transcrigéo

génica

Apoés a obtencéo dos constructos mutados nos elementos para ligacéo de
NFAT, seguimos com 0s experimentos de luciferase como descrito anteriormente,
com o intuito de observar o efeito da mutacdo na regulacdo da sintese proteica no

promotor de WNK4.

Como podemos ver a figura 44, as mutacdes nos diferentes elementos
pra ligacdo de NFAT no promotor do gene de WNK4 alterou o perfil de sintese

AAGTGAGGACATGAGAGATGGATGGCTGTAGTCAGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGAAG

AAGTGAGGACATGAGAGATGGATGGCTGTAGTCAGAGGAAGCAACTCTGAATCATAGAAG
L T s

CTGAAGTTTTTCCAGCGCTGAAAGCTACAAGCGTGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACA

CTGAAGTTTTTCCAGCGCTGAAAGCTACAAGCGTGCTCCCATGGGTACTGCAGGAGAACA
L T s

GTGAATGGTGAGGTCGAAAGACTTAGCAATTGAGAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTG

GTGAATGGTGAGGTCGAAAGACTTAGCAATTGAGAAGACTGGGGAATGATGAGGTGTTTG
L T T T s

TTAAATGCAACTGACAACGAACGTTAGTATTAAAAAGCTGAGCAGAGTGTACACAAGCCT

TTAAATGCAACTGACAACGAACGTTAGTATTAAAAAGCTGAGCAGAGTGGAAACAAGCCT
L L R AR Ty

CAGCAGTTCTGCCAAAGTGTGCCGCTTTAAATAAC-————————————————————————

CAGCAGTTCTGCCAAAGTGTGCCGCTTAAGCGCTTTGGGGAGTCACTGCCCTTCTCTAGA
hkkkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkx *

proteica mesmo em condi¢des basais.

Figura 45 — Efeito da mutacéo de elementos para NFAT no promotor de WNK4 em condi¢cfes basais
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Quando as células sdo submetidas a situacdo em que o aporte de NFAT
no nucleo esta aumentado, como na sinalizacdo por Angll (Figura 45), os clones
mutados apresentam um comportamento bastante diferente daquele da situagao
basal.
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Figura 46 — Efeito da mutacdo de elementos para NFAT no promotor de WNK4 em condi¢des de alta
concentracdo de NFAT no nucleo da célula. Teste ANOVA seguido por Bonferroni. *** p <0,001 vs.
Angll WT. (n=4). (RLU = Relative Luciferase Units.). WT — promotor wild type.
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6 Discusséao

A caracterizacdo das mutacdes genéticas responsaveis pelo
desenvolvimento do PHAII foi um passo importante para um melhor entendimento de
elementos chave na regulacdo da funcdo renal. Neste contexto, as WNKs
apresentam papel importante, pois sdo proteinas que modulam diversos
mecanismos, dentre eles a atividade de varios transportadores de ions ao longo do
néfron. WNK4, além de inibir canais para K* (ROMK), modula a atividade do NCC e
o trafico deste para a membrana apical, processos que requerem regulacéo fina,
pois o correto funcionamento do NCC é extremamente importante para a
manutencao hidrossalina do organismo, tanto é que mutacdes em WNK4 (e WNK1)
culminam com o quadro clinico importante do PHAII; bem como mutacfes no proprio
NCC causam a Sindrome de Gilteman.

A literatura cientifica tras inumeras informacfes sobre as WNKSs, pois
devido a relevancia do tema, dezenas de grupos de pesquisa tém dedicado esforgos
na busca do esclarecimento dos mecanismos que envolvem as WNK. Ja esti
estabelecido, por exemplo, que o controle do conteldo da proteina WNK4 na célula
pode ser mediado pela ubiquitinacdo e que diversos agentes podem regular esta via.
Entretanto, ainda existem inUmeros processos que carecem de esclarecimentos,
dentre eles podemos citar a regulacédo da transcricdo génica.

Neste contexto, o fato da CsA (um inibidor da via calcineurina/NFAT) ser
capaz de aumentar o contetdo da proteina- e do mRNA-WNK4 e porque NFAT atua
na modulacdo da transcricdo de inUmeros genes, nos levou a pensar que a via
NFAT pudesse estar envolvida também com o controle da transcricdo génica de
WNK4. Curiosamente, Angll apresenta efeito semelhante ao de CsA sobre o
conteudo da proteina WNK4 na célula, mas age de maneira antagdnica sobre a
sinalizacdo calcineurina/NFAT, ja que age como estimulador desta via. Esse efeito
antagonico de CsA e Angll nos levou a querer investigar como a via de sinalizacao
calcineurina/NFAT pode estar relacionada com a transcricdo do gene de WNKA4.

No que concerne ao estudo da regulacéo génica, € possivel observar uma
maior densidade de informacdes a cerca de WKN1 em relagdo as demais WNKSs.
Dessa forma, este trabalho objetivou estudar a regulacéo génica de WNK4, de modo
a identificar os elementos regulatérios na sequéncia do promotor do gene e, assim,
proporcionar um entendimento maior a cerca dos fatores que estdo envolvidos na
transcricdo génica de WNKA4.

A linhagem celular utilizada neste trabalho foi a MDCK, uma linhagem
heterogénea de células oriundas de néfron distal de cédo, tendo caracteristicas
mistas de células de tubulo convoluto distal, segmento de conexao e ducto coletor. A
escolha desta linhagem foi oportuna porque WNK4 € amplamente expressa neste
segmento. Entretanto, por se tratar de uma espécie relativamente pouco utilizada em
pesquisa, quando comparado com rato ou camundongo, nos deparamos com
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algumas dificuldades, como a auséncia de mapeamento adequado do gene em
estudo.

Para dar inicio a investigacdo dos efeitos de Angll e CsA sobre a
regulacéo génica de WNK4, a primeira pergunta a ser respondida foi se Angll e CsA
seriam capazes de modular a sintese de mMRNA-WNK4 em células MDCK. Para isso,
realizamos experimentos de RT-PCR e, corroborando com a literatura (Melnicov et
al., 2011), observamos que Angll e CsA aumentam o mMRNA-WNK4 apo6s 24h de
incubacédo, validando a linhagem celular para o estudo. A sequéncia de mRNA-
WNK4 foi obtida dos bancos de dados (NCBI) e, apds analise por alinhamento de
nucleotideos, foi observado grande similaridade com a sequéncia de humano, rato e
camundongo, permitindo a utilizacdo dela neste estudo.

Assim como descrito por Abraham e colaboradores (2012), Angll foi
capaz de aumentar a sinalizacdo via NFAT ap6s 24h de incubacdo de maneira
bastante significativa e como ja esperado, ciclosporina inibiu significativamente a
atividade NFAT, efeito amplamente estabelecido na literatura (Wenger, 1985).
Adicionalmente, observamos que a ciclosporina é capaz de inibir a atividade da
calcineurina (PP2B) intracelular de maneira significativa, mesmo na presenca de
Angll. Porém, neste modelo de incubacao de 4h, Angll ndo alterou a atividade da
calcineurina.

O fato de ndo termos observado efeito da Angll sobre a atividade da
calcineurina, pode ser decorrente de uma questao temporal. Pois em cardiomidcitos,
Ni e colaboradores (2006) propdem que a via pela qual Angll aumenta a atividade da
calcineurina seja decorrente da inibicdo da degradacao desta. Este modelo envolve
a fosforilacao do fator de transcricdo FOXO por Akt (PI13K/Akt). FOXO fosforilado sai
do nucleo e vai para o citoplasma, o que elimina o efeito ativador da transcricdo do
gene atrogina-1, uma proteina da familia E3-ubiquitina ligase, que induz a
degradacédo da calcineurina. Assim, o estimulo com Angll impede a ubiquitinacédo da
calcineurina e, consequentemente, sua degradacdo, com aumento da atividade
dessas fosfatases e ativacdo de genes dependentes de NFAT (Figura 47). Dessa
forma, acreditamos que o efeito estimulador da atividade de Angll sobre a
calcineurina aconteca em um periodo de tempo mais tardio.

Utilizando a sequéncia do mRNA de WNK4 de caes disponivel nos
bancos de dados, fizemos dezenas de alinhamentos com sequencia de rato,
camundongo e humano para a maxima confirmagdo possivel da natureza da
sequéncia. Assim, desenhamos primers especificos e conseguimos amplificar, por
PCR convencional, um fragmento de cerca de 800bp a montante do primeiro exon.
Apos diversos testes de alinhamento, especificidade e inser¢cdo do fragmento na
orientacdo 5’-3’ (orientagdo necessaria para a montagem do complexo
transcricional), obtivemos um constructo contendo o promotor de WNK4 de céo
regulando o gene de luciferase no vetor pGL4.10. Estes experimentos foram
animadores, pois pudemos verificar que Angll e CsA sédo capazes de estimular a
sintese de luciferase, ou seja, apresentam atividade estimuladora sobre o promotor
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de WNK4, corroborando com os resultados de RT-PCR, nos quais observamos
estimulo da sintese de mMRNA de WNK4

Estiramento
EGFR Angll
PI(3 4, s)P3 PI(3, 4 s)P3 PI(4 s)P2 6
000 ECO «— GRKs
PDK1

EL KB arrestina 2

Nucleo P-FOXO1/3 --» P-FOXO E3-ubiquitina TCalcineurina A
NFAT Ligase (Atrogina-1) l
A

Genes ativados
por NFAT

Figura 47 — Mecanismo pelo qual a ativacdo de AT1R por Angll ou por estiramento induz aumento da
atividade da calcineurina. Receptores tirosina cinase ativados por Angll ativam a via PI3K/Akt que, ao
fosforilar FOXO, diminui a degradacao da calcineurina, aumentando sua atividade.

Na literatura existem diversos estudos sobre a regulacdo do contetdo de
proteina WNK4 e da fosforilacdo desta, entretanto, ndo existem muitos estudos
sobre a regulacdo génica desta proteina. Embora Sun e colaboradores (2013)
tenham demonstrado que diversos agentes (dentre eles Angll) sdo capazes de
regular o promotor do gene de WNK4, este trabalho apresenta resultados pobres e
pouco aprofundados. Portanto, o nosso trabalho abre espaco para a discussao
destes processos até entdo pouco abordados, ja que a regulacdo do gene de WNK4
ainda é pouco conhecida.

Ao observar o efeito da mutacdo génica de elementos pontuais regulados
por NFAT no promotor de WNK4, nos deparamos com diversos achados muito
interessantes. E importante analisar estes resultados levando em conta que o
promotor do gene de WNK4 é regulado por diversos elementos além do NFAT e que
estes elementos estdo intactos e atuando simultaneamente ao NFAT, porém
devemos pensar que as mutacdes sdo especificas para sitios NFAT, as quais
causam uma “perturbagao” na regulagao por esta via. Para avaliar o efeito do NFAT
especificamente, seguimos com o estudo das mutacées em situacdes de aumento
do NFAT no nudcleo, como na sinalizagéo por Angll.

Na situacdo basal (Figura 48), onde a sinalizacdo por NFAT est4 sendo
amplamente regulada por diversos mecanismos celulares, observamos que o
constructo que apresenta mutacdo no E65 tem uma atividade de sintese muito
aumentada. Esse achado isoladamente, nos faz pensar que o E65 representa um
elemento de ligacdo para fator de transcricdo (no caso NFAT) repressor da sintese
proteica, pois a nao ligacdo do NFAT (devido a mutacao), torna a sintese proteica
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muito aumentada. Uma suposicéo para este achado ser que o0s outros elementos
regulados por NFAT devam apresentar uma atividade estimuladora importante e
com alta afinidade por NFAT, uma vez que mesmo em baixas concentracdes de
NFAT (basal), a sintese proteica acontece expressivamente.

Ja quando vemos os efeitos da mutacdo no E119, observamos que a taxa
de sintese proteica se assemelha ao controle. Isoladamente, podemos suspeitar que
o NFAT, ao ligar-se no E119, induza um efeito estimulador sobre a sintese proteica,
mas este efeito s6 pode ser discutido em situacdes de estimulo da sinalizacdo por
NFAT. Além disso, 0os outros elementos juntos parecem estar em equilibrio e
mantém a sintese proteica em niveis normais.

Seguindo com as observacbes da mutagcdo no E163, vemos que a
inibicdo da ligacdo do NFAT neste elemento (devido a mutacdo) promove uma
resposta estimuladora sobre a sintese proteica. Assim, podemos pressupor que o
E163 apresenta efeito repressor sobre a sintese, porém em uma magnitude inferior
ao efeito repressor do elemento E65. Além disso, 0os outros elementos devem estar
atuando de forma estimuladora.

Finalmente, ao analisarmos o comportamento do constructo com mutacao
no E164, observamos que a sintese proteica também se mantém em niveis
semelhantes ao controle. Assim, isoladamente, podemos pressupor que o E164
deva ter um efeito estimulador e a sinalizacdo nos demais elementos mantém a
sintese proteica em niveis normais.
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Figura 48 — Esquema do efeito das mutagBes pontuais dos elementos para NFAT no promotor de
WNK4 em condi¢des basais da célula.

Na situacdo em que o aporte de NFAT no nucleo esta aumentado (Figura
49), ou seja, ha estimulo da sinalizagcdo por NFAT, os constructos mutados nos
elementos para NFAT apresentam comportamentos ainda mais complexos, dos
quais podemos tirar informacgdes valiosas.
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O NFAT atuando sobre o constructo com mutacdo no E65 apresenta nao
induz sintese proteica significativa, com taxas semelhantes ao controle. Ou seja, 0
NFAT atuando sobre os outros elementos estimuladores ndo é capaz de induzir
sintese proteica. Assim, o efeito do NFAT ao ligar-se no elemento repressor (E163) é
preponderante ao efeito nos elementos estimuladores (E119 e E164). Este achado
sugere que o E163 (repressor) tenha alta capacidade de repressdo quando em

situacdes de alta concentracdo de NFAT no nucleo.

A mutacdo no E119 torna a sintese proteica aumentada em condi¢des de
alta concentracdo de NFAT no nucleo da célula. Se pressupusermos que o E119 é
um elemento estimulador e que, mesmo com a inibicdo da ligacdo do NFAT neste
elemento devido a mutacdo, a sintese proteica se torna aumentada, podemos
imaginar que este efeito se da pelo estimulo de NFAT no outro elemento
estimulador, no caso o E164. Além disso, nesta situagdo, 0s elementos repressores
E65 e E163 estdo atuando no controle da expressao génica. Se considerarmos que
0 saldo positivo de sintese proteica esta acontecendo por estimulacdo do E164 a
despeito do efeito repressor de E65 e E163, pode-se imaginar que o E164 tenha alta
capacidade de estimular a sintese proteica em resposta ao aumento de
concentracdo de NFAT no nucleo.

Mesmo em situacdes de aumento da sinalizacdo por NFAT, observamos
gue ndo ha a estimulo sobre a transcricdo génica quando o promotor estd mutado
no E164. Ou seja, o NFAT nos outros elementos ndo é capaz de induzir sintese e
esta se mantém em niveis normais, comparaveis aos do controle. De acordo com
todas essas observacoes, Este efeito corrobora com a hipétese do E164 ter alta
capacidade estimulatéria (comparado ao efeito estimulatério do E119) em resposta
ao NFAT, pois a mutacdo deste elemento torna o efeito (repressor) dos demais
elementos repressores preponderante ao efeito estimulatério do E119.
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Figura 49 — Esquema do efeito das muta¢gBes pontuais dos elementos para NFAT no promotor de
WNK4 em condi¢des de estimulo da sinalizacdo por NFAT, como no caso do tratamento com Angll.
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7 Conclusao

Nossos experimentos mostram que a angiotensina é capaz de ativar
significativamente a via de sinalizagdo por NFAT, mesmo n&o apresentando efeito
sobre a atividade da calcineurina. Além disso, Angll foi capaz de aumentar o
conteaddo de mRNA de WNK4 e de estimular a sintese proteica no promotor de
WNKA4. Esses resultados mostram que Angll € capaz de estimular a sintese de
WNK4 através da modulacdo da via de sinalizacdo por NFAT.

Observamos também que a CsA aumenta o conteido de mRNA e de
proteina WNK4. CsA também estimula significativamente o promotor de WNK4.
Entretanto, contrariamente aos efeitos da Angll, CsA inibe a sinalizacao por NFAT e
a atividade da calcineurina. Assim, podemos concluir que o efeito estimulatorio de
CsA sobre a sintese proteica de WNK4 parece ser independente de NFAT.

Os achados deste trabalho trazem perspectivas interessantes de como o
NFAT pode se comportar na regulacdo da transcricdo génica de WNK4.
Observamos que os elementos para ligacdo de fatores de transcricdo NFAT no
nacleo apresentam comportamentos diversos, tendo sido identificados elementos
para ligagdo com fator de transcricAo NFAT tanto estimuladores como repressores
da sintese proteica. Além disso, observamos que esses elementos apresentam grau
de afinidade de ligagdo ao NFAT, além de capacidade estimulatoria e repressora
diferentes, tornando assim, o estudo da regulacdo génica de WNK4 por NFAT
bastante complexo.

Em resumo, Ang é capaz de estimular a sintese de WNK4 através de
ativacdo da via de sinalizacdo por NFAT e que a CsA induz sintese de WNK4
provavelmente por uma via de sinalizacdo independente de NFAT.
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