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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar como a expressao 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 assim o co-transportador sédio-
cloreto (NCC), aumentando a reabsorcao de sédio, cloreto e agua. A descoberta de
gue mutagcOes no gene de WNK4 geravam um quadro de hipertenséo, hipercalemia
e hipercalcitria, denominado de “pseudohipoaldosteronismo tipo II” (PHAII) ou
Sidrome de Gordon, foi crucial para a descoberta da importancia das WNKs. Este
guadro é revertido quando se utiliza diuréticos tiazidicos, mostrando a relagdo com o
NCC. Interessantemente, um quadro similar ocorre quando pacientes transplantados
recebem tratamento com CsA. Estudos comprovam que Angll é capaz de aumentar
a atividade do NFAT, porém ainda ndo se sabe qual o papel do NFAT sobre a
regulacdo de WNK4 e como Angll e CsA podem modular a transcricdo génica de
WNK4. Através dos métodos de western blotting verificamos que CsA aumenta o
contetdo de WNK4. Por RT-PCR observamos que Angll e CsA sdo capazes de
aumentar significativamente o0 mMRNA-WNK4 ap6s 24h de incubacado. Utilizando um
vetor com promotor de luciferase contendo elementos consensuais para NFAT,
observamos que Angll aumenta a 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 repoérter). Neste
constructo, vimos que tanto Angll como CsA sao capazes de estimular o promotor
do gene de WNK4. Apds mutagBes 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 inibitorios na atividade promotora do gene
de WNK4. Assim, concluimos que Angll e CsA séo capazes de modular a atividade
promotora do gene WNK4, porém o efeito de Angll parece ser independente de
NFAT.

Palavras chave: promotor de WNK4, NFAT, Angiotensina I, ciclosporina A.



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
hypercalciuria condition, called Pseudohypoaldosteronism type 1l (PAH II) 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 is able to increases NFAT activity, but 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 no significant
effect. After 24h, Angll and CsA increased mMRNA-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 NFAT binding elements. 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 modulate the WNK4 promotor gene activity and this effect is
probably independent of NFAT.

Key words: WNK4 promoter gene, NFAT, angiotensin Il, cyclosporine A.



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 aminoacido lisina
invariante no subdominio Il, mas sim no subdominio |. Essa caracteristica & bastante
peculiar, tendo em vista que a lisina no subdominio catalitico aparece em todas as
proteinas cinases serina/treonina ja descritas e é crucial para a ligagcdo com o ATP e
consequente atividade da enzima. Dessa forma, a equipe nomeou essa nova familia
de cinases de WNKs — With no lysine(K) kinases — em tradugao 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),
Xpl11l.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 tubulo convoluto distal do rim, dai o nome “KS” de “kidney

specific” (Delaloy et al., 2003).

Devido ao fato das WNKs serem expressas em diversos 6rgados, elas
estdo ligadas a regulacdo de varias funcdes fisiologicas, muitas delas ainda
desconhecidas. WNK1 é amplamente expressa, sendo descrita nos testiculos,
coracao, rim, musculatura esquelética, vasos sanguineos, coélon, 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,
pulmao, rim, figado, pancreas e em tecidos fetais incluindo placenta, cérebro,
pulméo, rim, coracéo, 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 destagque por estarem
relacionadas com doencas genéticas. Apos 1 ano da descobertas das WNKs,
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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, inumeros
grupos de pesquisa vém se dedicando ao estudo da regulacdo, funcdo e demais
mecanismos envolvidos com estas proteinas. A fim de otimizar a compreensao deste

trabalho, focaremos nossa revisao de literatura na WNK1 e na WNKA4.

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



REVISAO DE LITERATURA
1.1Estrutura geral das WNKs

Do ponto de vista estrutural, as 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 esta o subdominio |, que consiste em
duas cadeias B que sdo separadas por uma alga contendo residuos conservados de
glicina. Essa alca rica em glicina age como uma alca flexivel cobrindo e ancorando
os grupos fosfatos nao 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 B 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 I. E facil observar essa

permutacdo ao comparar o dominio cinase da WNK1 com o da PKA. (Figura 01)

Sub-domain I Il
PKA 50 GTGS WVKHEATEQYY. LDKQKVVELKQIEHTLNEKRILQAVNE 100
WNK1 218 GRGS KGLDTETTVE VA LODRKLTKSER-QRFKEEAEMLKGLQH 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 (K223) esta presente no subdominio |, ambos estao indicados na figura (Huang et
al., 2007).

A cadeia de aminoéacidos 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 esta 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. A modulagédo deste dominio age mantendo a atividade cinase inibida



até que algum estimulo “libere” a enzima deste estado de inibicdo e possibilite a
ativacdo dela. Esse dominio esta localizado imediatamente adjacente ao dominio
cinase e apresenta uma sequéncia de aproximadamente 70 aminoacidos com
similaridade de 46% entre as WNKSs (Xu et al., 2002).

Outro mecanismo de controle da atividade das WNKs é através da
autofosforilacdo 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 interacdo 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 repeticdo do
tipo “hepta”, no qual os residuos da primeira e da quarta posicdo sao hidrofébicos,
enquanto que os da quinta e sétima posicdo sao carregados com cargas positivas.
Devido ao padrédo de interacé@o entre eles, esses dominios tém um papel importante
na dindmica de interacdo proteina-proteina (Mason et al., 2004).
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Figura 03 — Estrutura cristalina do dominio catalitico de WNK1. Os aminoacidos cisteina-250 estéo
representados em azul, bem como lisina-233 e aspartato-368 em vermelho. A fenda catalitica esta

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 regulacéo da expressao das WNKs

1.2.1 WNK1

O gene da WNK1 de humanos tem aproximadamente 160kb contendo 28
exons e apresenta uma regulagao transcricional bastante complexa, com a geragao
de isoformas decorrentes tanto de regibes promotoras quanto de splicing

alternativos. Wilson et al. (2001), em seus experimentos de Northen blot,



demonstraram a presengca 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 é gerado a partir de uma regido
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 transcricdo (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 poliadenilagdo, os
guais 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 s&o 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 STl 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 posi¢céo
-27, além disso eles encontraram também elementos consensuais para ligacdo de
receptores para glicocorticéides (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 ligacdo para GR1 e

GR2 apresentam efeito inibitorio sobre a atividade do promotor.
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Figura 04 — Sequéncia de nucleotideos da regido flanqueadora 5’ e do promotor do gene hWNK4.

Potenciais sitios de ligacdo para fatores de transcricdo estdo delimitados por retédngulos. O sitio de

inicio de transcricao da proteina esta indicado pela seta preta (Li et al. 2008).

Um danico variante de WNK4 foi descrito, oriundo de um splicing

alternativo no exon 22, levando a substituicdo de 46 aminoé&cidos terminais por 37

aminoacidos diferentes. Curiosamente, essa substituicdo elimina a serina que sofre

fosforilagdo pela SGK1 (“serum- and glucocorticoid-induced kinase 1”) (Rozansky,

2009). SGK1 é uma cinase, cujo promotor do gene é precocemente ativado por

aldosterona, que estimula a secrecdo de K* por aumentar a atividade da Na'/K'—

ATPase, além de aumentar a expressao e a atividade dos canais para Na* — ENaC —

na membrana apical de células principais.



1.3Importancia das WNKs no manejo do potassio em néfron distal
1.3.1 Manejo dos eletrélitos em néfron distal

Fisiologicamente, o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) age
aumentando a reabsorcdo de sodio durante situacdes de hipovolemia e secrecao de
potassio durante situacbes de hipercalemia. Assim, tem sido estabelecido que
angiotensina 1l (Angll) primariamente aumenta a reabsorcdo de sodio no tubulo
proximal, enquanto que a aldosterona estimula a reabsor¢cdo de sddio e secregéo
de potassio nas porcoes distais do néfron. Essa regido é também conhecida como
“néfron sensivel a aldosterona” e compreende o tubulo convoluto distal (TCD) tubulo

de conexao e ducto coletor (DC). (Meneton P, et al. 2004)

No tubulo proximal, Angll modula a reabsorcdo de sodio através do
cotransportador sodio-hidrogénio do tipo 3 (NHE3) (Saccomani G, et al. 1990),
enquanto que no néfron distal, foi demonstrado que o cotransportador sddio cloreto
(NCC) — localizado principalmente no primeiro segmento do TCD; o canal epitelial
de sddio (ENaC) — expresso principalmente no segmento mais distal do TCD, tubulo
de conexdo e DC — e o0 canal para potassio (ROMK — Renal Outer Medullary
Potassium Channel) — expresso ao longo de todo o néfron distal — séo sensiveis a
aldosterona. (Kim GH, et al. 1998; Masilamani S, et al. 1999; Beesley AH, et al.
1998; Wald H, et al 1998)

Por outro lado, o aumento da ingesta de K* também aumenta a secrecéo
de aldosterona pela glandula adrenal. (Miller J. 1998). Embora o processamento de
eletrolitos seja significativamente diferente na situacdo de contracdo de volume
(hipovolemia) — com ou sem alteracdo da concentracdo plasmatica de potassio —
quando comparado com a situacdo de hipercalemia, os niveis circulantes de
aldosterona nédo séo expressivamente diferentes nestas situacdes. Assim, este
‘contrassenso” recebeu o nome de “paradoxo da aldosterona” e, embora tenham
tido grandes avancos, ainda ndo é completamente compreendido. (Arroyo et al.,
2011)

7

Em resumo, durante a hipovolemia, a reabsorcdo de Na' é
particularmente aumentada no tubulo convoluto distal (TCD), onde a reabsorcédo de

Na’ néo é eletrogénica e ndo esta associada a secrecdo de K*. Em contraste, na
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hipercalemia a reabsorcdo de Na® é eletrogénica e ocorre principalmente no
segmento de conexdo e ducto coletor cortical (DCC) e observa-se aumento da
secrecdo de K* sem afetar a excrecdo urinaria de Na*. (Vallon et al., 2009) Tem
sido demonstrado que Angll parece ser responsavel pelas adaptacdes finais nos
segmentos distais do néfron, possibilitando a retencdo de Na“ e de volume
necessarias em estados hipovolémicos, sem a perda de K*, o que seria inevitavel se
a aldosterona fosse o Unico modulador do balanco de eletrélitos em néfron distal
(Arroyo et al.,, 2011). A figura 05 mostra um esquema resumindo os efeitos da

aldosterona durante a hipovolemia e hipercalemia.

Hipercalemia

Renina Renina Aldosterona
Aldosterona Angiotensina Il Baixa Angll
ou alto K*
(- R | A / i
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Figura 05 — Efeitos antagOnicos da aldosterona durante a hipovolemia e hipercalemia (o “paradoxo da
aldosterona”). Durante a hipovolemia (figura a esquerda) angiotensina Il (Angll) e a aldosterona agem
sinergicamente para aumentar a atividade do cotranportador NCC e do canal epitelial de s6dio ENaC,
enquanto que a Angll inibe o canal para potassio ROMK. O resultado é uma reabsor¢gdo maxima de
sédio para a correcdo da hipovolemia, com conservagcdo do potédssio. Ja na figura da direita, a
hipercalemia aumenta diretamente a secrecdo de aldosterona independente de renina e de Angll.
Devido a auséncia de efeitos diretos da Angll associados aos efeitos da hipercalemia, o NCC esta
menos ativo e 0 ROMK menos inibido. Em adicdo, ROMK e ENaC estdo maximamente ativos pelo

efeito direto da aldosterona. Estes efeitos combinados resultam em um transporte de s6dio maior
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pelos canais ENaC e consequente facilitacdo da secrecéo de potassio através dos canais ROMK. As
setas indicam os efeitos estimulatorios, enquanto que duas retas perpendiculares indicam efeitos
inibitérios. (Adaptado de Van der Lubbe et al., 2013).

Grandes evidéncias apontam a WNK4 como a molécula responséavel pela
comutacdo do néfron distal entre poupador e secretor de potassio, sendo
denominada por alguns autores de “molecular switch”, ou “interruptor molecular’ na
traducao livre. Os mecanismos relacionados a regulacdo das WNKs e como a WNK4
pode agir como ‘“interruptor molecular” na comutacdo entre o néfron poupador e

secretor de potassio serdo explanados no texto abaixo.

1.3.2 Evidéncias que as WNKs modulem o transporte de eletrdlitos

no néfron distal

Esta claro que ha uma relagdo entre a reabsorcdo de Na* e a secregéo de
K" no néfron distal, onde a secrecdo de K* é favorecida pela reabsorcdo de Na'.
Além disso, a presenca de canais para potassio de alta condutancia ativados por
célcio (canais BK ou maxi K) no tibulo de conexdo também favorece uma elevada
secrecdo de K quando o fluido intratubular esta aumentado. (Pluznick JL & Sansom
SC; 2006). Assim, a alta disponibilidade de Na* no TD favorece a reabsorcéo de Na+
via ENaC com subsequente secrecdo de K* via canais para potassio (ROMK e/ou
BK).

Clinicamente, a relacdo entre o fluido tubular e a presenca de sodio em
associacdo com a secrecdo de potassio em néfron distal é claramente evidenciada
guando se observa os fenoétipos apresentados por pacientes que apresentam
mutacdes que podem levar a perda ou ao aumento da fungdo de transportadores de
sédio. Por exemplo, a sindrome de Bartter do tipo 1 é causada por mutacdes que
levam a perda da funcdo do NKCC2 (Simon DB, et al.,, 1996a) enquanto que a
sindrome de Gilteman e causada por mutacbes que levam a perda da funcdo no
NCC (Simon DB, et al., 1996b); ambas culminam com um quadro de hipotenséo e
alcalose metabdlica. Por outro lado, mutacées que levam a perda da funcédo do

ENaC - denominadas de Pseudohipoaldosteronismo do tipo | (PAHI) — estédo
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associadas com hipotens&o e hipercalemia, devido a diminui¢&o da troca de Na™* por
K" (Schafer JA, 2002).

Em contraste, nas mutacdes levando ao aumento da atividade do NCC —
sindrome de Gordon ou Pseudohipoaldosteronismo do tipo 1l (PAHII) — € observado
um fenétipo de hipertensdo e como héa diminuicdo da disponibilidade de Na® em
néfron distal, a reabsorcdo de Na® e consequentemente a secrecdo de K* estardo
diminuidas, levando a hipercalemia (Mayan H, et al., 2002). Finalmente, na sindrome
de Liddle, onde ocorrem muta¢gbes com aumento da atividade do ENaC, observa-se
hipertensdo e hipocalemia (Hansson JH et al., 1995). A Tabela 01 resume as
caracteristicas destas sindromes no tocante ao status da funcdo dos principais
transportadores de sédio, a concentracdo plasmatica de potassio e a pressao arterial
dos pacientes.

Tabela 01 - Resumo das caracteristicas observadas em pacientes com mutacBes nos
transportadores de sodio do néfron distal.
Alvo Efeito da Potéssio Status Presséao
mutacao mutacéao plasmético acido- arterial
bésico
Sindrome de Bartter NKCC2 Perda da Baixo Alcalose Hipotenséo
(tipo 1) funcéo metabdlica
Sindrome de Gilteman NCC Perda da Baixo Alcalose Hipotenséo
funcéo metabdlica
PAHI ENaC Perda da Alto Acidose Hipotenséo
funcao metabdlica
Sindrome de Gordon ou NCC Aumento da Alto Acidose Hipertensao
PAHII funcao metabdlica
Sindrome de Liddle ENaC Aumento da Baixo Alcalose Hipertensao
funcéo metabolica

Como comentado acima, a descoberta das WNKs esteve estreitamente
relacionada ao PHAII, uma doenca autossémica dominante na qual os pacientes
exibem hipertensédo arterial, hipercalemia, acidose metabdlica e hipercalciaria, além
disso, € marcada por uma alta sensibilidade a baixas doses de tiazidicos (Mayan et
al., 2002). Esses achados clinicos sugerem fortemente que o fenétipo do PAHII

ocorra devido a um aumento da atividade do NCC decorrente de mutacfes nas
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WNKs (San Cristobal et al., 2008). A partir de entdo, inUmeros grupos de pesquisa

buscam identificar as acfes das WNKs e como elas regulam o NCC.

1.3.3 WNKs modulam os transportadores de eletrolitos no néfron
distal

A atividade do NCC é regulada principalmente pelos mecanismos que
modulam o contetdo da proteina na célula (Abdallah e al., 2001) e o trafego e
expressao dela na membrana apical (Sandberg ; Maunsbach; McDonough, 2006).
Esses mecanismos séo controlados por diversos fatores, incluindo o contetdo 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 é bastante
complexo, com diversos trabalhos controversos na literatura (Argaiz & Gamba,
2016). Muitos autores sugerem que a WNK4 reduza a atividade, a fosforilagéo 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 nao tenha efeito direto sobre a
atividade intrinseca do NCC. Pois quando ha expressdo de WNK4 em odcito, ha
inibicio do NCC, entretanto, quando ha cotransfeccdo de WNK1 e WNK4, a
atividade do NCC néo 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 intermedidrias 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
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gual as WNKs ativam o NCC sendo, portanto, um efeito indireto. A figura 06 € um
esquema da estrutura molecular de SPAK e OSR1, a qual evidencia, dentre outros

detalhes, os sitios de fosforilagdo por WNK1 e WNK4, tanto ativadores como

inibidores.
Activation site  Non-activation site
WNK1/WNK4 WNK1/WNK4
AATYK(?)
(T-loop) S8311* 8373 Sas7”
T233* 8325 \, S Ydas
Pro/Ala - P CCT
SPAK [ ich '“md“"+“ - domain
16 53 65 339 362 412 456 547
Activation site  Non-activation site
WNK1/WNK4 WNK1/WNK4
(T-loop) 8325 S339"
T185" N S S427"
OSR1 Kinase domai o
domain
1 17 201 314 364 435 527

. = Phospho-acceptor residue * = Activating phosphorylation site
* = For further site information use PhosphoSitePlus website (hitp://www.phosphosite.org)

Figura 06 — Esquema da estrutura de SPAK e OSR1 demonstrando os principais sitios de fosforilacédo
por WNK1/WNK4 (Richardson & Alessi, 2008).

Recentemente, utilizando modelos de mutacdes pontuais e substituicdo
de aminoacidos, foram descritas trés observacfes importantes sobre os mecanismos
de ativacdo do NCC por WNK1. Primeiro, a ativacdo de NCC depende do sitio
catalitico de WNK1, ja que o mutante WNK1-D321A nédo 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 observacédo € que o efeito de WNK1 sobre NCC requer a
interagdo de um dominio “HQ” presente na cadeia de WNK1. (Bazua-Valenti et al.,
2014).

O dominio HQ tem os aminoécidos histidina e glutamina conservados ao

longo da alga C-terminal de todas WNKs, esse dominio € necessério para a



14

interacdo WNK-WNK e é provavel que esta interacdo seja um mecanismo crucial
para a regulacdo da funcdo destas enzimas. Nesse contexto, foi descrito inclusive
gue a dimerizacdo das WNKs € necessaria para a ativacdo delas (Yang; Zhu;
Ellison, 2007).

Do ponto de vista da inibicdo da atividade do NCC, em ensaios usando
oocitos de Xenopus, WNK4 diminui o conteido da proteina NCC na célula e, mais
ainda, diminui a abundancia dele na membrana apical, obviamente esses efeitos
culminam com a diminuicdo da atividade do transportador. WNK4 diminui o trafego
do NCC para a membrana apical e desvia as vesiculas para os lisossomos, num

processo que néo parece depender de clatrinas (Cai et al., 2006).

Subramanya et al. (2009) mostram evidéncias que WNK4 diminui o
trafego do NCC em preparacgdes usando o “brefeldin A”, um inibidor da insercéo 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,
guando WNK4 estava superexpressa, a densidade do NCC diminuia com a
incubacdo do brefeldin A, mas ap0s 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
trafego de vesiculas contendo NCC (que seriam inseridas na membrana apical
oriundas do reticulo endoplasmatico) em dire¢éo aos lisossomos.

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

A figura 07 traz a representacdo deste mecanismo de forma mais detalhada.

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

das células do tabulo distal aumente a reabsorcdo de NaCl pelo NCC e, como
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consequéncia, acontece a (bem estabelecida) diminuicdo da reabsorcdo de Ca?",

levando assim a calciuria.

+
Chon Lo o g Crog e

Figura 07 — Esquema ilustrando o papel da KS-WNK1 (kidney-specific with no lysine kinase 1) na
ativacdo de WNK4. A esquerda: na auséncia de KS-WNK1, dimeros de WNK4-WNK4 apresentam
alta sensibilidade ao cloreto, o qual se liga na WNK4 em um sitio para cloreto no dominio catalitico,
assim prevenindo a autofosforilagdo e consequente ativacdo de WNK4. A direita: na presenca de KS-
WNK1, WNK4 é capaz de formar dimeros com a KS-WNK1, esta ultima obviamente ndo se liga ao
cloreto devido a auséncia de dominio kinase. O resultado ¢é a formac¢do de um heterodimero KS-
WNK1-WNK4 insensivel ao cloreto, possibilitando a fosforilagdo de WNK4 e assim aumento da
atividade sobre as cinases da familia STE20 e finalmente, modulacdo da atividade dos
cotransportadores de Na+ e Cl- (SPAK-NCC). (Argaiz et al., 2018)

1.3.4 WNKs séo reguladas por diversos mecanismos

A descoberta da cascata de fosforilacggo WNK-SPAK/OSR1-NCC teve
implicagbes importantes no entendimento ndo s6 de doencas genéticas raras, mas
também de mecanismos que regulam a presséao arterial e a homeostase hidrossalina
do organismo. Por essa razdo, a regulacdo 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 fosforilagdo e atividade do NCC, contrariamente, a
alta ingestéao diminui tanto fosforilagcdo como a atividade (Chiga et al., 2008).
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Como comentado, a comutagéo da reabsorcdo de Na* de TCD para DCC
depende de WNKs, de SGK e também de PP1 (phosphatase protein 1). Foi também
demonstrada a participacdo de SGK1 (ativada por aldosterona) na sinalizacao
WNK4-ROMK (Rozansky et al., 2009). Lin et al. (2012) sugerem ainda a
possibilidade da tirosina cinase Src (c-Src) regular a interacédo 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 PPl desfosforila WNK4,

mantendo os efeitos inibitorios dela sobre 0 ROMK (Figura 08).

Volume depletion

l _l_ » Hyperkalemia

c¢Src PTP1D eSre

T WNK4-Tyr-Phosphorylation IWN K4-Tyr-Phosphorylation

$PP1 (22695-9) A
.-. .\_ﬂ/
ROMK ROMK

Figura 08 — Esquema ilustrando o papel da fosfatase serine/treonina PP1 atuando sobre WNK4 no
residuo de aminoacidos 695-699, mediando os efeitos da c-Src na interacdo WNK4-SGK1. Seta
continua e pontilhada representam ativacéo e inibicdo, respectivamente. Em cinza, representa que a
via esta inbida. (Lin et al., 2012).

Ja foi demonstrada também a participagdo 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 mudancas na ingestdo de sal
afeta a quantidade da proteina NCC e do mRNA-NCC e gque este mecanismo €&
dependente de WNK4, pois animais submetidos a dieta com alta concentracéo de

sal apresentaram diminui¢cdo da expressédo de NCC e do mRNA-NCC e aumento do
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MRNA-WNK4, além disso a fosforilagdo de ERK1/2 também estava aumentada;
contrariamente, a baixa ingestdo de sal, aumentou o contetdo da proteina e do
MRNA de NCC e diminuiu o 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
WNK4.

Mu et al (2011), mostraram que a estimulacdo dos receptores (2
adrenérgicos (B2-AR) no rim diminui a transcricdo do gene de WNK4 através da
inibicdo da HDACS8 (Histone Deacetylase-8) e esta inibicdo é dependente de cCAMP-
PKA. A inibicdo de HDACS8, mantém aumentados os niveis de acetilacdo de histonas
no DNA, possibilitando a ligacdo do receptor para glicocorticéide (GR) — estimulado
pela ligacdo com glicocorticide — em elementos regulatérios negativos (nGRE —
negative glucocorticoid-responsive elements) no promotor do gene de WNK4, logo
esta interacdo GR-nGRE promove diminuicdo da transcricdo génica de WNK4
(Figura 09).

Figura 09 — Esquema hipotético explicando um dos mecanismos envolvidos com a génese da
hipertenséo sensivel a sal. O aumento estimula¢do adrenérgica no rim induz a fosforilacdo da HDACS8
através da via CAMP-PKA, aumentando a acetilacdo de histonas no promotor do gene de WNK4,
possibilitando a ligagdo do GR em nGRE desta regido e diminuicdo da transcricdo génica de WNKA4,
afetando o controle da atividade do NCC, aumentando a reabsor¢céo de sédio e 4gua, culminando

com a instalacéo do quadro de hipertenséo sensivel a sal. (Mu et al., 2011).
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Além das vias ja citadas de regulagdo 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 interacdo
da porcdo N-terminal do NCC (um dominio que apresenta diversos sitios de

fosforilagdo) com as cinases (Dimke et al., 2011)

Embora tenha sido observado que mutacbes em WNK1 e WNK4
causavam o PHAIl, mais de 70% dos casos de hipertensdo familiar né&o
apresentavam mutacdes nestes genes. Isso levou ao screening de outros genes que
pudessem estar associados a essa condicdo genética. Assim, observou-se que
mutacdes 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
WNKs (Boyden et al., 2008).

KLHL3 e CUL3 séo proteinas pertencentes ao grupo ubiqutina-ligase E3
(Figura 10), ou seja, elas fazem parte do complexo de ubiquitinacdo das WNKs,
processo no qual resulta no direcionamento destas para o sistema de degradacéo
da célula (Ji & Prive, 2013). CUL3 é expressa de forma ubiqua ao longo do néfron,
apresentando alta densidade no tubulo proximal, enquanto a KLHL3 é expressa
principalmente no segmento espesso da alga de Henle, no tubulo convoluto distal e

no ducto coletor (Bertram et al., 2011).

Figura 10 — Esquema do modelo de interacdo entre o complexo ubiquitina ligase-KLHL3/CUL3 E3 e 0
substrato a ser ubiquitinado (A). Estrutura tridimensional do dominio B-propeler do dominio KLHL3,

local de interacdo com o substrato (B) (Boyden et al. 2008).
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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 interacdo
entre KLHL3 e WNK4 ocasiona diminuicdo da degradagcdo de WNK4 e consequente

aumento do conteudo da proteina na célula.

Susa e colaboradores (2014) criaram modelos de camundongo knock-in
KLHL3™%"* "3 mesma mutacdo apresentada nos pacientes com PAHII (Figura 11),
nesta mutacdo, KLHL3 perde a capacidade de interagir com as WNKSs. Eles
observaram que estes camundongos apresentavam aumento do contetdo basal de

WNK1 e WNK4, indicando que ambas s&o reguladas por esse complexo

KLHL3/CUL3.
<Normal> <PHAII>
Mutant WNK4 : Mutant KLHL3
at acidic motif : at kelch repeats
. O@
cu @ .

cu C @
B | B 4
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I | =S
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& & » O @ oo
L WNKT g ", 12 Impaired Impaired degradation
P s an

degradation of WNK4

Increased protein
level of WNK4

of WNK1 and WNK4

Increased protein levels
of WNK1 and WNK4

Figura 11 — Esquema das alteragbes no PAHII. A primeira imagem mostra uma situa¢cdo de um
individuo normal. Na segunda imagem € possivel observar as altera¢cdes 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 WNKs,
curiosamente, este sitio € o mesmo alvo da PKC (Protein Kinase C). Portanto,
agentes estimuladores da PKC sao potenciais inibidores da KLHL3, diminuindo a
degradacéo das WNKs (Figura 12).

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 (figura 13). 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 interacdo com a WNK4. Ishizawa e colaboradores (2016) demonstraram que a

deplecao de potéassio estimula o NCC através da fosforilacdo e inativacdo da KLHL3.
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Figura 12 — Mapa de sitios de fosforilacdo da KLHL3. Em vermelho estd destacada a mutacéo sofrida
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na S433 no PAHII (Shibata et al., 2014).
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Figura 13 — Esquema proposto por Shibata et al. (2014) exemplificando a atuacdo 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 degradagcéo de WNKA4.

Ja foi demonstrado também que a insulina é 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
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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 ingestao

de sal.

Um pouco mais tarde, 0 mesmo grupo mostrou que o estresse osmotico
induz a fosforilacdo da S575 (Serina 575) e este constitui um novo sitio de regulacéo
da atividade de WNK4 (Figura 14). Este estimulo, ativa a cinase ASK3 e outras
MAP3Ks e em ambas as situagdes, ocorre a ativagdo da via p38MAPK, culminando
com a fosforilagdo de WNK4 na S575 (Maruyama et al., 2016). Embora ndo se saiba
gual o efeito da fosforilacdo de WNK4 na S575, estes achados demonstram mais um
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 sdo dependentes da concentracdo 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-CF stress
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Figura 14 — Modelo esquematico da cascata de sinalizagdo de fosforilagdo de WNK4 na S575.
Quando as células sdo expostas ao estresse osmético, a fosforilagdo de WNK4 na S575 é
aumentada via p38MAPK-MK. ASK3 é necessaria para a ativacdo de p38MAPK induzida por
estimulagdo hipoténica. J& quando o estimulo é por estresse hipertdnico ou estimulagéo hipoténica
com baixo cloreto, outras MAP3K podem estar envolvidas na ativacdo de p38MAPK. Entretanto, a
funcé@o especifica da fosforilagdo da S575 ainda permanece desconhecida e os resultados deste
trabalho sugerem que a ativacéo da via p38MAPK-MK pode regular WNK4 de forma dependente de
estresse osmético. (Maruyama et al., 2016)
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Todos esses achados mostram como o controle da atividade das WNKs é
bastante complexo e, além disso, as diversas acfes sobre os transportadores de
eletrdlitos ao longo do néfron evidenciam a importancia desta familia de proteinas no
controle da homeostase hidrossalina e da pressao arterial de mamiferos. Ja foi dito
gue Angll parece ser o mediador responsavel pelo ajuste final do manejo dos
eletrélitos no néfron distal em situacfes de hipovolemia e de hipercalemia e que
WNK4 parece ser o “interruptor molecular” capaz de tornar o néfron distal poupador
ou secretor de potassio. Esta hipotese € suportada pelo fato de ter sido observado
gue WNK4 é capaz de inibir o NCC e este efeito € perdido quando ha elimina¢éo do
dominio catalitico ou quando ocorrem mutac6es do PAHIIL. (Yang CL et al., 2003)
Isso sugere que em certas circunstancias, WNK4 seja um inibidor de NCC e em

outras, um ativador.

Por outro lado, WNK4 inibe a atividade de ROMK, porém o este efeito
inibitério é aumentado quando WNK4 sofre mutacdo no PHAIIL. (Kahle KT et al.,
2003) Fato semelhante acontece com as claudinas, WNK4 aumenta a atividade e a
fosforilacdo das claudinas, porém em situacbes de mutacdo de WNK4 (como no
PHAII) este efeito é aumentado. (Kahle KT et al., 2004) Em resumo, enquanto as
consequéncias de mutacdes em WNK4 vistas no PHAII culminam com a perda da
funcéo sobre o NCC e ENAC, efeito contrario é visto em relagéo as claudinas e ao
ROMK, onde ocorre aumento da funcédo. Sabe-se que os sintomas do PHAII sao
controlados quando ha reducdo da atividade do NCC: tanto quando pacientes
humanos séo tratados com diuréticos tiazidicos (Mayan H et al., 2002), como
guando se observa completa remissdo dos sintomas em camundongos oriundos de
cruzamento entre camundongos com PHAII e camundongos NCC-null (ou seja, sem

NCC), mesmo em condi¢Oes de lata ingesta de potassio. (Lalioti MD et al., 2006)

Estes resultados reforcam a relevancia do efeito da atividade do NCC na
modulacdo da secrecdo de K no néfron distal sensivel a aldosterona. Assim, em
resumo observa-se que WNK4 apresenta trés diferentes status funcionais (Figura
15): 1 — no status basal, no qual WNK4 inibe NCC, ENaC e ROMK; 2 — quando
WNK4 sofre mutacdes no PHAII, situacéo na qual ha perda de inibicdo do NCC e do
ENaC (levando assim ao aumento da reabsorcio de Na® e consequente
hipertensédo) em adicdo ocorre o aumento da atividade inibitéria sobre ROMK

(diminuindo a secrecdo de K*, causando hipercalemia) e 3 — observado durante a
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hipercalemia (situacdo na qual ha aumento da secrecdo de aldosterona e
sinalizacdo por SGK1) onde WNK4 nao sofre mutacdo, assim a inibicdo sobre o
NCC e ENaC estédo preservadas (além disso, o segmento inicial do TCD é insensivel
a aldosterona), isso aumenta a oferta de Na* nos segmentos mais distais do néfron,
o qual é reabsorvido paralelamente a secrecdo de K*. Adicionalmente, a fosforilagéo
de WNK4 em S1169 por SGK1, “libera” WNK4 do status inibitoério sobre ENaC e
ROMK, aumentando assim a atividade destes dois canais, culminando com aumento

da troca Na'/K". (Arroyo, et al., 2011)

BASAL STATE

INCC |ROMEK INCC |ENaC I.RCJMI( |ENaC |ROMI
qum—j kwmm—j LWNKJ#J
DCT1 DCT2 CMNT/CD
HYPOVOLEMIA
tNCC JROMEK INCC fEhfaC JROMK tENaC JROMK
Lwr*m—J LWNK‘&—‘) kWNKdl—j
Angll Angll + Aldo Angll + Aldo
DCT1 DCT2 CMNT/CD
HYPERKALEMIA
JNCC |ROMI HNCC tErfaC FROMI tENaC tROME
‘mem—j ?mem—/ kwnm—/
Aldo Aldo
DCT DCT2 CNT/CD

Figura 15 — Em situacdes basais no néfron distal, WNK4 age como inibidor de NCC, ENaC e ROMK.
Durante condi¢des de hipovolemia (onde héa altos niveis de Angll e de aldosterona) e na condicéo do
PHAII, WNK4 inibe ROMK ao longo do néfron distal, mas aumenta a atividade do NCCno TCDl1e2e
do ENaC no néfron distal sensivel a aldosterona. Ja durante a hipercalemia, WNK4 inibe tanto NCC
quanto ROMK no TCD1 (favorecendo a oferta de Na* nos segmentos distais do néfron) e deixa de
inibir ENaC e ROMK no néfron distal sensivel a aldosterona, favorecendo a reabsorcdo de Na' e
secrecdo de K. (Arroyo et al., 2011)
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1.3.5 Evidéncias que a via Calcineurina/NFAT module WNK4

Outro mecanismo que parece estar envolvido com a sinalizacdo das
WNKs € 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 sdo amplamente utilizados na
prevencdo da rejeicdo dos o6rgdos transplantados (rim, figado, coracdo e medula
Ossea) a despeito dos efeitos téxicos importantes (Mihatsch et al., 1985).
Adicionalmente, Shoda et al. (2017) observaram que os ICN bloqueiam a
desfosforilacdo do NCC em resposta a alta ingestdo de potassio. Ou seja, a
hipercalitria induzida pela alta ingesta de potassio é inibida por tacrolimus,
sugerindo assim, que a calcineurina é ativada em situacdes agudas de alta ingesta

de potassio, o que resulta na desfosforilacao 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 porcdo N-terminal (regulatéria) do NFAT e o
desfosforila, possibilitando a translocagéo deste para o nucleo da célula. NFAT faz
parte da familia Rel, que apresenta alta capacidade de interagir com elementos
regulatérios na cadeia do DNA e, por isso, NFAT modula a transcricao de diversos
genes, incluindo genes de citocinas, fatores de crescimento celular, fatores de

diferenciagdo muscular, dentre outros (Rao; Luo; Hogan, 1997).

Na literatura, existem evidéncias que os ICN modulam a expressao de
WNK4. Melnicov e colaboradores (2011) observaram aumento no contetdo das
proteinas: WNK4, NCC total e fosforilado, bem como no mRNA-WNK4, em células
mDCT incubadas com CsA por 16h (figura 16). 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 reducao drastica na quantidade do canal para


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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Ca** TRPV5 (Transient Receptor Potential Vanilloid) em néfron distal e aumento da
guantidade das proteinas WNK3, WNK4 e SPAK.
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Figura 16 — Efeito da ciclosporina (CsA) sobre 0 mRNA e o conteldo de proteina WNK4 e do NCC
em células enddgenas de TCD. (b + c) Estudo dose-dependente da CsA depois de 16h de incubagao.
(b) western usando anticorpos anti-WNK4, anti-NCC, anti-PKCa e anti-tubulina com aumento da
concentragao de CsA de 10nM até 30uM. (c) Andlise do western blotting por densitometria. Os niveis
de proteina de WNK4 e NCC foram normalizados pelos niveis de tubulina. (d + e) andlise temporal do
conteado de WNK4 e NCC em células de TCD expostas a 3uM de CsA por até 32h. (d) western
blotting usando 0os mesmo anticorpos mostrando que ndo houve mudanca nas bandas de PKCa,
enquanto que houve aumento nas bandas de WNK4 e NCC ao longo do tempo. (e) Andlise do
western blotting por densitometria. Os niveis de proteina de WNK4 e NCC foram normalizados pelos
niveis de tubulina. (Melnicov et al., 2011)

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-WNKA4.
Ademais, tanto Angll como CsA causam hipertensdo, portanto, chama a atencéao
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como esses dois agentes atuam contrariamente numa mesma via e culminam com

um efeito semelhante no organismo e na célula.

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 hiperexpressdo de WNK4. Esta é a hip6tese do
nosso trabalho e iremos tentar esclarecer se a Angll e a CsA sédo capazes de
modular a expressao génica de WNK4 e se este mecanismo é dependente da via de
calcineurina/NFAT.
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3 Conclusao

Nossos experimentos mostram que a angiotensina é capaz de ativar
significativamente a via de sinalizagdo por NFAT, mesmo ndo apresentando efeito
sobre a atividade da calcineurina. Além disso, Angll foi capaz de aumentar o
conteudo de mMRNA de WNK4 e de estimular a sintese proteica no promotor de
WNK4. Esses resultados mostram que Angll modula a atividade promotora de

WNK4 e este efeito parece ser dependente da via de sinalizagdo por NFAT.

Observamos também que a CsA aumenta o conteldo de mRNA e de
proteina WNK4. CsA também estimula significativamente o promotor de WNK4.
Entretanto, contrariamente aos efeitos da Angll, CsA inibe a sinalizagéo por NFAT e
a atividade da calcineurina. Assim, podemos pressupor que o efeito estimulador de
CsA sobre a sintese proteica de WNK4 parece ser independente de NFAT, porém
mais estudos sdo necessarios para esclarecer o papel da CsA na modulacdo da

transcricéo génica de WNKA4.

Os achados deste trabalho trazem perspectivas interessantes de como a
via calcineurina/NFAT pode se comportar na regulacdo da transcricdo génica de
WNK4. Observamos que os elementos para ligagdo de fatores de transcricdo NFAT
no nucleo apresentam comportamentos diversos, tendo sido identificados elementos
para ligacdo com fator de transcricdo NFAT tanto estimuladores como repressores
da sintese proteica. Além disso, observamos que esses elementos apresentam grau
de afinidade de ligacdo ao NFAT, além de capacidade estimulatéria e repressora
diferentes, tornando assim, o estudo da regulacdo génica de WNK4 por NFAT
bastante complexo. Concluimos assim que a via calcineurina/NFAT parece estar sim
envolvida na sintese proteica de WNK4 e mais estudos sao necessarios para

esclarecer o mecanismo pela qual a Angll e a CsA atuam nesta via.
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