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Resumo

Este trabalho teve como objectivo principal caracterizar as cinéticas de transporte
de agua e de glicerol da aquagliceroporina-3 (AQP3) através da determinacdo das
respectivas permeabilidades (Pr e Pgqy), recorrendo a técnica de microscopia de
fluorescéncia. Para além deste, estudou-se a ligacdo de um composto organometalico
com base em Au(lll) (Auphen) ao canal da AQP3 avaliando o seu efeito na actividade do
canal. Para isso, escolheu-se a linha celular HEK 293T (Human Embryonic Kidney) que
ndo apresenta transporte mensuravel de glicerol. Esta linha foi transfectada de forma
transiente com o gene AQP3 selvagem (AQP3 WT) ou com o gene AQP3 mutante, em
gue o residuo Cys-40 foi substituido por um residuo Ser-40 (AQP3 Mut), ambos de rato
(Rattus norvegicus). Estas células foram incubadas com a sonda éster metilico da calceina
(calceina-AM) que permite monitorizar a variagdo do volume celular apés choques
osmoticos, por auto-extingdo da sua fluorescéncia. As experiéncias foram realizadas em
triplicado e obtiveram-se os seguintes parametros para as células HEK 293T com AQP3:
Pt (agpawT) = (7,50£1,20)x10* cm/s (n=11) e Pt aqpramuy = (7,10+0,60)x10* cm/s (n=15); Pgy
aqrpawT) = (3,1940,40)x10° cm/s (n=11) e Pgy @aopramuy = (3,00+0,35)x10° cm/s (n=12). As
células com AQP3 WT e com AQP3 Mut, quando incubadas com 5uM de Auphen,
mantiveram a mesma permeabilidade & 4gua contudo a sua permeabilidade ao glicerol foi
inibida em 81,5% e em 36,7%, respectivamente.

Na segunda parte do trabalho, aplicou-se a mesma técnica a linha celular tumoral
A-431 (carcinoma epidermdéide humano) que apresenta sobre-expressdo de AQP3
endogena. Nesta linha celular, os pardmetros estimados resultantes das experiéncias
realizadas em triplicado foram: Ps= (8,20+0,87)x10- cm/s (n=10) e Pgy = (0,52+0,10)x10°
cm/s (n=12). Na presenga de 5uM de Auphen, as células mantiveram a sua
permeabilidade a agua enquanto o transporte de glicerol foi inibido em 51,9%,

corroborando os resultados anteriores.

Palavras-chave:Aquagliceroporina-3, composto organometalico, microscopia de fluorescéncia,
auto-extingdo da fluorescéncia, transfecgéo transiente, linha celular HEK 293T, linha celular A-431
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Abstract

The experimental work aimed to characterize the kinetics of water and glycerol
transport of aquaporin-3 (AQP3) by determining the respective permeabilities (Prand Pgy)
using the fluorescence microscopy technique. This experimental work had also aim to study
the mechanism of binding of a gold-based compound (Auphen) to the AQP3 channel,
evaluating its effect on channel activity. For this, it was chosen HEK 293T cell line (Human
Embryonic Kidney) that does not show measurable glycerol transport. This cell line was
transiently transfected with wild-type AQP3 (WT) or with mutated AQP3 wherein the Cys-
40 was replaced by Ser-40 (AQP3 Mut), both of mouse (Rattus norvegicus).These cells
were incubated with calcein methylester (calcein-AM) that allows monitoring the variation
of the cell volume after osmotic shock by fluorescence self-quenching. The experiments
were performed in triplicate and were obtained the following parameters for HEK 293T cells
transfected with AQP3: Pr @orawn = (7,50+£1,20)x104 cm/s (n= 11) and
Pt (aopamuy = (7,10+0,60)x10 cm/s (n=15); Pgy (agpawT) = (3,19£0,40)x10-° cm/s (n=11) and
Pgly (agpamuty = (3,00+0,35)x10° cm/s (n=12). HEK cells with AQP3 WT and with AQP3 Mut,
when incubated with 5uM of Auphen, maintained the same water permeability but its
glycerol permeability was inhibited by 81,5% and 36,7%, respectively.

In the second part of this work, was applied the same technique for tumor cell line
A-431 (human epidermoid carcinoma) that exhibits an overexpression of endogenous
AQP3. For this cell line, the estimated parameters resulting from the experiments
performed in triplicate were: Pr= (8,20+0,87)x10*cm/s (n=10) and Pgqy = (0,524+0,10)x10°
cm/s (n=12). In the presence of 5uM Auphen, cells maintained their water permeability

while the transport of glycerol was inhibited by 51,9%, confirming previous results.

Keywords: Aquaglyceroporin-3, organometallic compound, fluorescence microscopy, fluorescence
self-quenching, transient transfection, cell line HEK 293T, cell line A-431
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(ro) igual a 7,5um.

Estudo funcional do transporte de agua em células HEK
293T com pSportl (controlo) e em células HEK 293T com
sobre-expresséo do gene AQP3 selvagem e AQP3 mutada
(Cys40Ser). Este grafico representa os valores de
permeabilidade & agua estimados, com o respectivo desvio
padrdo calculado.

Estudo funcional do transporte de glicerol em células
HEK 293T com pSportl (controlo) e em células HEK 293T
com sobre-expressdo do gene AQP3 selvagem e AQP3
mutada (Cys40Ser). Este grafico representa os valores de
permeabilidade a agua estimados, com o respectivo desvio
padrao calculado.

Representacdo grafica da variagcdo de volume celular
relativo ao longo do tempo, e respectivos assentamentos
das curvas tedricas aos dados experimentais (= ). (A)
Dados experimentais calibrados para as células com AQP3
selvagem e (B) para células com AQP3 mutada (Cys40Ser)
sem incubacdo de Auphen (8) e com incubagdo de 5uM
Auphen (0). O ajuste da curva tedrica foi realizado,
aproximadamente, entre os 265s e 400s para estimar o
parametro Pgy. Durante este periodo as células estiveram
incubadas com glicerol. Para os diferentes ajustes
considerou-se a média do raio celular inicial (ro) igual a 7,5um.

Estudo funcional do transporte de agua em células HEK
293T com pSportl (controlo) e em células HEK 293T com
sobre-expressao do gene AQP3 selvagem e AQP3 mutada
(Cys40Ser). Este grafico representa os valores de
permeabilidade & dgua estimados, com o respectivo desvio
padrao calculado, para as células sem incubacdo e com
incubacao de 5uM Auphen.

Estudo funcional do transporte de glicerol em células
HEK 293T com pSportl (controlo) e em células HEK 293T
com sobre-expressdo do gene AQP3 selvagem e AQP3
mutada (Cys40Ser). Este grafico representa os valores de
permeabilidade a agua estimados, com 0 respectivo desvio
padrdo calculado, para as células sem incubacdo e com
incubacao de 5uM Auphen.
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Figura IV.13.
Figura 1V.14.

Figura IV.15.

Figura 1V.16.

Figura VII.1.

Células A-431 incubadas com calceina-AM.

Representagdo grafica da variacdo de volume celular
relativo ao longo do tempo, e respectivos assentamentos
das curvas tedricas aos dados experimentais (=). A azul
(@) e a laranja (0) correspondem os dados experimentais
calibrados para as células ap6s sofrerem um choque com
manitol e glicerol, respectivamente. O ajuste das curvas
tedricas aos dados experimentais foi realizado entre os 80s e
130s para estimar o pardmetro Pt e Pgy. Para os diferentes
ajustes considerou-se a média do raio celular inicial (ro) igual
a8, 7um.

Representagdo grafica da variacdo de volume celular
relativo ao longo do tempo, e respectivos assentamentos
das curvas tedricas aos dados experimentais (=). A azul
(9) e a laranja (©) correspondem os dados experimentais
calibrados para as células sem incubacéo e com incubacgéo
de 5uM Auphen, respectivamente. O ajuste das curvas
tedricas aos dados experimentais foi realizado entre os 80s e
130s, periodo durante o qual as células sofreram um choque
com glicerol. Para os diferentes ajustes considerou-se a
média do raio celular inicial (ro) igual a 8,7um.

Estudo funcional do transporte de agua e glicerol em
células A-431. Estes graficos representam os valores de
permeabilidade (A) a 4gua e (B) ao glicerol estimados, com o
respectivo desvio padrdo calculado, para as células sem
incubacao e com incubacgao de 5uM Auphen.

Mapa de restricdo do vector pSportl-AQP3 (Rattus
norvegicus). Vector de expressdo construido no software
SnapGene. A insercdo do gene AQP3 (Rattus norvegicus)
ocorreu nos locais especificos das enzimas de restrigdo Miu |
e Not I.
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1.1. Aquaporinas

A agua é a molécula mais abundante na Natureza e esta presente em todos os
seres vivos [1]. A percentagem de agua nos organismos varia de acordo com diferentes
factores, tais como a espécie e a idade [1]. Nos humanos, e considerando um individuo
adulto, a 4gua representa 60% do peso total o que corresponde, aproximadamente, a 42L
num individuo com 70kg em que 35% e 65% constituem o fluido extracelular e intracelular,
respectivamente [2]. Esta molécula participa directamente em inUmeras reaccdes
metabdlicas, servindo como principal meio de transporte de compostos e substancias
entre as células e equilibrando a osmolaridade intracelular, por alteracdo do volume
intracelular, para manter a homeostase [3]. Estas, entre outras fun¢des, em conjunto com
as suas caracteristicas quimicas tornaram-na num componente vital para a manutencgéo
da viabilidade celular.

O movimento da agua entre as células deve-se, na sua maioria, como resposta a
gradientes osméticos provocados por fluxos de ides [2, 3]. O movimento tanto pode dar-
se entre as células (movimento via paracelular) como através das células (movimento via

transcelular) (Figura 1.1) [2].

Transcelular Paracelular
4 Membrana apical

FUAR VO BIUVAR L DU D VO

Jungao apertada

Membrana
lateral

Membrana basolateral

Figura I.1. Representacdo esquematica das vias de transporte de agua através dos epitélios.
A via transcelular estd associada ao movimento de agua através das células epiteliais e a via
paracelular esta associada ao movimento de agua no espagco inter-celular, regulado pelas jun¢bes
apertadas. Imagem adaptada [4].

Tendo em conta as duas formas de transporte de agua entre as células, durante
muito tempo se colocou a hipétese de como seria possivel a agua, uma molécula polar
hidrofilica, atravessar a zona hidrofobica da membrana celular. De facto, foram propostas
trés vias de transporte de agua transmembranar: i) por difusdo, em que a barreira
energética € muito elevada sendo por isso a via mais lenta e menos regulada; ii) por co-
transporte passivo, em que o movimento de agua é feito acompanhando o movimento de
outros solutos mesmo contra o gradiente osmatico; iii) por canais de agua, em que
proteinas transmembranares proporcionam um caminho através da membrana com uma

pequena barreira energética permitindo um caminho rapido, regulado e selectivo [2]. Na
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realidade, ja em 1877, Pfeffer tinha colocado a hipétese de existir, na membrana celular,
poros selectivos para a agua [5]. Contudo s6 muitos anos mais tarde, entre a década de
60 e 80, e apds o desenvolvimento pioneiro de um sistema capaz de medir a velocidade
do movimento de agua, é que esta hipotese foi corroborada [6—8]. Durante este periodo,
Agre, Preston e os seus colegas reportaram a purificagdo da proteina CHIP28 de globulos
vermelhos e caracterizaram-na, posteriormente, como um canal de agua em Xenopus
oocytes, identificando o fendbmeno do transporte de agua [5, 9]. Esta proteina foi
posteriormente renomeada como aquaporina-1 (AQP1) [10]. Ao analisar a sequéncia
genética verificou-se uma elevada homologia com uma antiga familia de canais
transmembranares conhecida como MIP ou Major Intrinsic Proteins [11].

A familia de aquaporinas (AQPs) esta presente em todos os reinos incluindo
archae, eubacteria, fungi, plantae e animalia [12] e desde a década de 80 até a actualidade
ja foram identificadas mais de 450 AQPs individuais e continuam a ser estudadas funcional
e estruturalmente inUmeras isoformas [13, 14], com uma elevada homologia entre as
sequéncias das proteinas (25 a 60%) [15]. De acordo com a complexidade do organismo,
0 nimero de AQPs expressas e a sua localizagdo varia [13]. Em microorganismos
unicelulares, o nimero de genes codificantes para AQPs é muito reduzido, como por
exemplo a Escherichia coli (E. coli) possui apenas dois, um codificante para um canal de
agua e outro para um transportador de glicerol [16]. Por outro lado, os humanos expressam
13 aquaporinas diferentes (AQPO0-12) em o6rgédos, tecidos e localizacdes celulares
especificas [13, 17]. Na Tabela I.1 apresenta-se a distribuicdo destas proteinas nos
tecidos. Esta diversidade e distribuicdo no organismo sugerem que cada uma possui

funcdes especificas em cada tecido [18].

Tabela I.1. Distribuicdo das aquaporinas de mamifero nos tecidos [19].

AQPO AQP1 AQP2 AQP3 AQP4 AQP5 AQP6 AQP7 AQP8 AQP9 AQPI0 AQP1l AQP12

Cérebro
Olho
Glandula
salivar
Traqueia
Pulméo
Coracao
Figado
Pancreas
Baco
Tracto Gl
Rim
Testiculo
Ovério
Musculo
Leucécito
Eritrécito

+ + ++ + +
+ + + + +

+ + + + +

+ + + + + +

+ - +

+ + + + +

+ + + + +

+ + +

+ + - + +

+ + + + - + + + +

+ + + + + + +

++ ++ + - ++
+ + + + + + +
+ + +
+ - +
+ - +
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1.1.1.Caracteristicas funcionais

Funcionalmente, as AQPs podem ser agrupadas em trés subclasses diferentes: i)
aquaporinas classicas ou ortodoxas, especificas no transporte de agua; i)
aquagliceroporinas, que além do transporte de agua conseguem permear pequenos
solutos nao-carregados como glicerol e ureia; 3) aquaporinas sub-celulares localizadas
em organelos intracelulares [17]. As AQPs apresentam uma elevada selectividade e
eficiéncia no transporte tanto de agua como de glicerol e permitem o movimento livre e
bidireccional, através da membrana celular, excluindo todos os ides, incluindo hidrénio e
hidréxido, e protdes [17]. A exclusdo de protdes por parte das AQPs é um fenémeno
essencial para manter o potencial electrostatico através da membrana celular [17].

Na Tabela |.2 sdo apresentadas algumas caracteristicas das AQPs humanas onde
se verifica que existem algumas mais permeaveis a 4gua e que apenas a AQP3, AQP7,
AQP9 e AQP10 sédo permeaveis ao glicerol. Estas sdo também permeaveis a ureia

enquanto a AQP8 é permedavel a ureia e a amonia [14, 20].

Tabela 1.2. Caracteristicas funcionais das aquaporinas humanas [19].

AQPO AQP1 AQP2 AQP3 AQP4 AQP5 AQP6 AQP7 AQP8 AQP9 AQP10 AQP1l AQP12

Transpor[e + +++ +++ ++ ++++ +++ ++ ++ ++++ ++ ++ +++ ?

de 4gua

Transporte | - - - ++ - - - ++ - ++ ++ ? ?

de glicerol

Nuamero 4 4 4 6 4 4 4 6 6 6 6 3 3

de exdes

Locus 12913 7pl4 12913  9p13 18g22 12g13 12913 9p13 16p12 15¢22 1q21 11913 2q27

A importancia fisiolodgica destas proteinas foi profundamente estudada através da
andlise de fendtipos geneticamente modificados de diferentes espécies sem expressao
das aquaporinas, ou com expressdo de mutantes [5, 15, 21]. Estes estudos confirmaram
0 seu envolvimento, previamente sugerido, na manutencdo da homeostase celular, no
mecanismo de concentragdo urinario e na secrecao do fluido glandular [22]. Contudo, os
resultados obtidos permitiram descobrir novas fun¢cdes desconhecidas das AQPs na
excitabilidade neuronal, metabolismo de lipidos, no balangco de agua no cérebro, na
hidratac@o da pele, na transducgdo de sinal neuronal, na migracéo e proliferacdo celular
[21-23]. Para além destas funcdes fisioldgicas, nestes estudos observou-se a alteracao
da distribuicdo e da expressédo das AQPs em diferentes situacdes patolégicas tais como
glaucoma, cancro, epilepsia e obesidade, entre muitas outras [22, 24]. A perda de funcéo
da AQP, devido a muta¢des pontuais, também pode causar doengas humanas, como na

diabetes insipidus, contudo esta situagdo é muito rara [22].
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1.1.2.Caracteristicas estruturais

As aquaporinas sao maioritariamente hidrofébicas, aumentando a dificuldade da
determinacé@o de estruturas com alta resolucdo. Foi necessario recorrer a diferentes
técnicas tais como microscopia electronica, espectroscopia ou mutagénese [25]
optimizando as condi¢des de aquisicdo em cada um dos casos. A primeira estrutura de
alta resolucao obtida foi da AQP1 (Figura 1.2), apenas em 2001, mas actualmente ja sao
conhecidas pelo menos mais 10 estruturas de alta resolucéo [17]. Estas revelaram que as
AQPs formam homotetrdmeros, em que cada monémero corresponde a um canal de agua
individualizado [13, 17]. O poro central do homotetramero, formado pela interac¢do de
cada mondémero com dois dos seus vizinhos, exclui as moléculas de agua [26] mas tem
sido sugerido que esta associado ao transporte de gases e a funcionar como um canal
catiénico [27, 28]. Na Figura |.2 apresenta-se a estrutural tridimensional (vista lateral e de
topo) do tetrdmero das AQPs, exemplificado com a AQP1 de bovino (bAQP1).

Figura |.2. Estrutura tridimensional da bAQP1 (Bos taurus). Representacao do homotetramero
da AQP1 (Bos taurus) determinada, em 2001, por cristalografia de raios-x com uma alta resolucdo
(2,2R). (A) Vista lateral e (B) Vista de cima e de baixo, respectivamente. Imagem construida no
software UCSF Chimera (cédigo pdb: 1J4N).
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As aquaporinas sdo uma familia de pequenas proteinas transmembranares, em
que cada monbémero é constituido por cerca de 300 residuos, com 6 hélices
transmembranares altamente hidrofébicas (1 a 6) [17]. Cada mondmero (Figura 1.3 A) é
constituido por uma repeticéo paralela interna [13], em que cada metade é composta pelas
hélices 2-1-3 e 5-4-6, com o N- e o C-terminal orientados para o lado citoplasmatico, unidos
por 5 loops (A-E) [17]. Esta caracteristica estrutural deve-se a duplicacéo do gene durante
0 processo evolutivo [5]. O loop B e E contém a sequéncia NPA (Asn-Pro-Ala) altamente
conservada nas AQPs e que constitui uma assinatura da superfamilia MIP [17]. Estes dois
loops tém a particularidade de se dobrarem sob a forma de uma pequena hélice-a para
dentro da membrana (HB e HE), em que o loop B entra do lado citoplasmatico e o loop E
entra do lado exoplasmatico [13, 17]. Juntas, estas duas pequenas meias hélices formam
a sétima hélice transmembranar com a sequéncia NPA de cada uma orientada 180° com
a outra [17]. Finalmente, tendo em conta a duplicagdo interna da sequéncia juntamente
com a sobreposicdo dos loops NPA no centro do poro, estreitando esta zona do poro,
propds-se um modelo de ampulheta para a estrutura das AQPs, confirmado
posteriormente pela estrutura tridimensional da AQP1 [12, 17].

Cys191-S Akt Arg197

ar/R  Hisis2 Qi ™ lle193
. Phe24

= A 1) <1 Asn194

NPA vai7s \,.\ b Asn78

lle174 ({

Ala75 4

Gly74 (77 STy A

Figura 1.3. Estrutura tridimensional do mondmero da bAQP1 (Bos taurus). (A) Representacéo
do mondmero da bAQP1, com a respectiva numeracao das hélices e loops. A malha vermelha indica
a regiao do poro; (B) Representagdo detalhada do poro e dos residuos, presentes na parede do
canal, relevantes para a sua selectividade. Imagem adaptada [17].

Cada aquaporina possui dois filtros selectivos, um de excluséo de tamanho e outro
de exclusdo de cargas, na regido central do poro [13, 17]. Estes filtros apresentam
pequenas diferencas entre as AQPs ortodoxas e as aquagliceroporinas. Na Figura 1.3 B
esta representado esquematicamente a regidao do poro de bAQP1 através da rede
vermelha, indicando a localizacéo dos residuos que revestem a parede do poro e que sao

relevantes para a selectividade juntamente com as duas meias hélices que se comportam
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como dipolos em que a carga positiva esta orientada para o centro do poro [17]. A
vermelho estdo representados os residuos hidrofilicos, que conseguem estabelecer
ligacdes com as moléculas de agua, e a amarelo estdo representados os residuos
hidrofébicos [17].

Na entrada do poro, tanto do lado periplasmatico como citoplasmatico, existem
inmeras interac¢des entre as moléculas de adgua e os residuos da parede da AQP,
principalmente com grupos carbonilo [17]. ApoOs estas interac¢des, as moléculas
encontram a zona mais estreita do poro constituida por residuos aromaticos e argininas,
altamente conservados nas AQPs e que formam o local de constricdo ar/R. Na bAQP1
(AQP ortodoxa), este local de constricdo é formado por 4 residuos: Phe58, His180, Cys189
e Argl195 enquanto no canal facilitador de glicerol (GlpF?), esta regido é formada pelos
seguintes residuos: Trp48, Gly191, Phe200 e Arg205 [13, 17]. A diferenca dos residuos
entre os dois grupos de AQPs faz variar o tamanho do didmetro do poro. Nas AQPs
ortodoxas esta regio tem apenas 2,8A, ou seja, o suficiente para permitir a passagem de
moléculas de &gua e excluir moléculas de didmetro superior, enquanto nas
aquagliceroporinas esta regido tem cerca de 3,4A e permite a passagem de moléculas
como o glicerol ou outros solutos de diametro inferior [13].

O segundo filtro encontra-se na zona central do poro, na regido das duas meias
hélices que possuem a sequéncia NPA. As moléculas de agua sao repelidas pela Vall178,
um residuo hidrofobico que se introduz no poro como se pode verificar na Figura 1.3 B [17].
Esta repulsédo obriga as moléculas de agua a interagir fortemente com as Asn194 e Asn78
das sequéncias NPA [17]. Nesta regido, as moléculas de &gua sdo obrigadas a
reorientarem-se 180°, devido ao campo eléctrico local dominado pelos macrodipolos das
meias hélices HB e HE, para que se quebrem as pontes de hidrogénio formadas [13, 17].
Este mecanismo previne a formacgéo de um fio de protdes através do poro e representa a

maior barreira energética para a condutancia de protdes [13].

1.1.3.Aquagliceroporina-3

Especificamente, a AQP3 pertence ao grupo das aguagliceroporinas, isto &
transporta agua e glicerol através da membrana celular, e foi identificada em inGmeros
tecidos de mamiferos como no cérebro, olho, coragdo, figado, entre outros [19].
Complementarmente, em 2002, Sougrat e os seus colegas demonstraram que a AQP3 é
abundantemente expressa na epiderme humana, especificamente na membrana
plasmatica dos queratinécitos do estrato basal e do estrato espinhoso [29]. Estas células
constituem maioritariamente (=95%) a epiderme, a camada mais superficial da pele
(Figura 1.4) [30].

1GIpF (Glycerol facilitator protein) — é um canal de agua expresso em E. coli pertence a familia das
AQPs e facilita a permeabilidade de agua e glicerol através da membrana. Esta proteina, cuja
estrutura de alta resolucéo (2,2A) foi determinado em 2002, apresenta uma elevada homologia com
as aquagliceroporinas de mamiferos pelo que serve com um bom modelo para estudar as diferengas
entre estas e as AQPs ortodoxas [58, 59]
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Figura 1.4. Representacdo esquematica da pele humana. A pele é composta por trés regides: 1)
a hipoderme que corresponde a regido mais profunda e contém os adipdcitos; 2) acima desta, esta
a derme que é uma matriz complexa de colagénio e elastina; 3) por ultimo, encontra-se a epiderme
composta maioritariamente (=95%) por queratinécitos e que funciona, essencialmente, como uma
barreira efectiva contra a evaporagéo da 4gua. Imagem adaptada [30].

Com o objectivo de estudar a importancia fisiol6gica desta proteina na pele foram
analisados fenoétipos geneticamente modificados de pele de ratinho (sem expresséo da
AQP3). Os resultados obtidos por Hara e os seus colegas, em 2002, permitiram confirmar
a importancia fisiolégica da AQP3 na hidratacédo (pele seca) e elasticidade da pele e na
cicatrizacédo de feridas [31]. Para além destes efeitos, verificou-se uma diminuicdo do
conteudo celular de agua e glicerol, bem como a diminuicdo das suas permeabilidades
respectivas, sem qualquer tipo de alteracdo morfoldgica epidermal [31].

Apos verificar a importancia fisiologica da AQP3 na pele, foram realizados mais
ensaios, nas mesmas condi¢des, para determinar qual o tipo de transporte de 4gua e/ou
de glicerol responséavel pelas fungdes fisioldgicas verificadas [30]. Os dados obtidos
permitiram concluir que o transporte de glicerol, mais do que o da agua, através da AQP3
é o principal factor na fisiologia da pele [30]. Estas conclusdes tiveram como base
diferentes resultados, entre os quais: i) a pele seca n&o é corrigida por oclusédo nem por
exposicdo a uma atmosfera himida; ii) a substituicdo de glicerol corrige o fenétipo
geneticamente modificado, com a consequente regulacéo da hidrataco e elasticidade da
pele [30, 32].

Para além da importancia da AQP3 nestas func¢des fisiolégicas, Hara e os seus
colegas, em 2002, associaram esta proteina a cicatrizacdo de feridas [31]. A re-
epitelizacdo é um passo crucial durante este processo que envolve a migracdo e a
proliferac@o de queratindcitos [32], e cujo transporte de agua e glicerol através da AQP3 é
fundamental. Este fenémeno foi verificado recentemente, em que a reducgéo do transporte
de agua e de glicerol testada em queratindcitos de fen6tipos geneticamente modificados
(sem expressao da AQP3) resultou numa diminui¢do da migracdo e de proliferacéo deste

tipo de células [32]. Especificamente, a migracao celular € acompanhada por alteracbes
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da morfologia celular e do movimento da agua, em que o papel das AQPs nesta funcéo é
atribuido a sua propriedade de transporte selectivo de agua [33]. Por outro lado, a
capacidade de proliferacdo celular deve-se em grande parte ao conteldo de glicerol,
glucose e consequentemente de ATP, presente nas células (Figura 1.5) [33, 34]. A AQP3
facilita a entrada de glicerol que é, maioritariamente, metabolizado em glicerol-3-fosfato,
um intermediario da glicélise que gera moléculas de ATP, necessarias para a proliferacéo

celular [33].

Sinalizagio «— TATF‘ «— Aquoso
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Figura |.5. Representacdo esquemética da importadncia da AQP3 na proliferagdo celular.
Mecanismo proposto na proliferacdo celular como resultado do aumento da quantidade de ATP
produzida pela entrada de glicerol nas células através da AQP3. Imagem adaptada [34].

Complementarmente, foi verificado uma sobre-expressdo da AQP3 em células
basais escamosas de carcinoma epidermal humano [32] e estudos de regulacdo da
proliferac@o celular demonstraram que em ratos sem expressdo da AQP3 ndo existia a
formagé&o de tumor de pele [33]. Este possivel envolvimento da AQP3 na tumorogénese
da pele abre uma nova perspectiva sobre esta proteina, aumentando o interesse no
desenvolvimento de moduladores que possam regular a sua funcdo para a prevencgéo e

terapia do tumor de pele [35].

1.2. Desenvolvimento de modeladores farmacoloégicos

Desde a identificacdo da primeira AQP, h4 mais de 20 anos atrds, que o
conhecimento a nivel estrutural, funcional e fisioldgico desta familia de proteinas
transmembranares foi aumentando consideravelmente, através de estudos de fenotipos
geneticamente modificados. A conjugacdo destas areas de conhecimento permitiram
iniciar uma nova era em que o transporte de dgua e de solutos se tornou o principal alvo
para uma intervencdo farmacolégica [24]. Compostos modeladores de aquaporinas
apresentam, desta forma, um vasto potencial de utilidade no tratamento de diferentes
doencas, principalmente na &rea oncolégica, as quais estas proteinas foram recentemente

associadas [24, 35].
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Estdo descritos na literatura diferentes compostos quimicos que modulam o
transporte de agua através das AQPs, sendo que a sua grande maioria sdo metais
pesados, sais quaternarios de amoénio e sais inorganicos [24]. Por exemplo, varias AQPs
sdo inibidas por compostos de mercurio, como o HgClz. No entanto, estas substancias nao
sdo selectivas na sua acgdo e sdo extremamente toxicas [36]. Compostos como a
butanamida e a furosemida foram identificados como bloqueadores da AQP1 e da AQP4,
contudo apresentaram niveis de inibicdo muito fracos quando introduzidos externamente
através da incubacéo no meio [37]. Estudos complementares verificaram que a ligagao
destes compostos as AQPs era feita no dominio citoplasmatico da proteina [37]. Estes
modeladores, apesar de ndo serem substratos razoaveis para os esfor¢os realizados na
descoberta de farmacos, sdo muito importantes para obter informacdes relativamente ao
efeito da modulagéo das AQPs a nivel celular [24]. Recentemente, tem-se utilizado uma
abordagem diferente para a farmacoterapia através da modulacéo indirecta das AQPs, em
particular através das suas proteinas reguladoras. A regulacdo da expressao das AQPs
pode permitir um bloqueio mais abrangente da sua funcdo do que um simples inibidor,
tornando esta estratégia terapéutica muito valiosa [24].

Especificamente para a AQP3, s6 muito recentemente foi identificado (pelo nosso
grupo) um inibidor especifico [35]. Esta proteina tem um alto potencial para a determinacgao
de modeladores, num futuro desenvolvimento clinico, visto ser responsavel pela
proliferacdo de queratindcitos e ser sobre-expressa em células de carcinoma de pele.
Estudos anteriores realizados por Zelanina e os seus colegas, em 2004, tinham
demonstrado que a permeabilidade ao glicerol e a &gua, atravées da AQP3, é
extremamente sensivel ao cobre e ao niquel, respectivamente [38]. Foi verificado, pelos
mesmos autores, que a inibicdo da AQP3 com cobre é extremamente rapida e reversivel,
uma vez que o cobre forma ligacdes coordenadas com a proteina enquanto outros
compostos testados se ligam de forma covalente [38]. Em suma, o efeito inibidor do cobre
e do zinco torna-os muito convenientes em estudos funcionais em células onde a AQP3 é
co-expressa com outros transportadores de agua e glicerol [38]. No entanto, estes
inibidores metalicos carecem de selectividade. Mais recentemente, 0 nosso grupo de
trabalho identificou um potente inibidor da AQP3, com base em Au(lll) [35]. Diferentes
complexos de ouro, previamente conhecidos por possuirem diferentes propriedades
terapéuticas como anticancerigenas, anti-reumaticas e antibacterianas, foram testados em
glébulos vermelhos humanos, descritos na literatura por expressarem AQP1 e AQP3 [35].
De entre os compostos analisados, o complexo [Au(phen)CI2]CI (phen = 1,10-fenantrolina,
Auphen) (Figura 1.6) demonstrou ser o inibidor mais potente e apresentou uma elevada
selectividade para a AQP3 [35]. Os resultados foram confirmados na linha celular PC12
(células de feocromocitoma suprarrenal de rato) transfectadas, de forma transiente e
individualmente, com AQP1 e AQP3 [35].

10
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Auphen

Figura 1.6. Representac¢do da estrutura do Auphen. Imagem adaptada [35].

Foram realizados célculos adicionais de teoria funcional de densidade (DFT,
Density functional theory) e estudos de acoplamento molecular (Molecular Docking) para
analisar a ligacdo ndo-covalente do complexo Auphen tanto a estrutura da AQP1 como ao
modelo homdélogo da AQP3, permitindo uma descricdo do mecanismo de inibicdo bem
como explicar a selectividade do composto para a AQP3 [35]. Os resultados mostraram
que o Auphen tem a capacidade de interagir com grupos sulfidrilos das proteinas, tais
como os tiolatos das cisteinas. De facto, tanto a AQP1 como a AQP3 tem uma cisteina na
cavidade de ligagdo mas com diferente acessibilidade [35]. No caso da AQP1, este residuo
encontra-se muito menos acessivel ao complexo Auphen quando comparado com o
mesmo residuo da AQP3, que se encontra projectado para o lado periplasmético
aproximando-se do poro do canal (Figura 1.7) [35]. Estes resultados explicam o forte poder

inibidor e a elevada selectividade do Auphen para a AQP3 [35].

Cys189
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R a 0"\/# Phe63
S OX Arg195 ™S & \ ,b-"
~ o~
A4 y », » Arg218
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Figura 1.7. Acoplamento do composto Auphen a AQP1 e a AQP3. Representacao das melhores
posicdes do Auphen na cavidade periplasmatica da AQP1 (direita) e da AQP3 (esquerda).
Apresentagado da distancia do composto ao residuo Cys, em ambas. Imagem adaptada [35].

Phe56
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1.3. Resposta osmética das células

A agua tem tendéncia para se movimentar entre 0 meio extracelular e o meio
intracelular quando as células sdo expostas a choques osmoticos. A rapida movimentagéo
da agua entre os compartimentos de menor pressédo osmética para o de maior pressao
osmotica mantem a homeostase e garante a viabilidade celular [39]. O fluxo de agua (Jv,
em cm?® s1) através da membrana celular € mais rapido que o fluxo de ides e de alguns
solutos como é o caso do manitol. Desta forma, na escala de observacdo dos movimentos
da agua, estes solutos como o manitol, séo considerados impermeantes ou ndo-difusiveis
(ND). Quando as células séo expostas a gradientes osmoticos devido a adicéo de solutos
ND, estes geram fluxos de agua que produzem alteragcdes mensuraveis de volume celular
(dv/dt, em cm?® s1). A velocidade e a amplitude com que estas alteragdes ocorrem até
atingir um novo equilibrio osmético dependem do ndimero de AQPs presentes nha
membrana e dao informacgéo quanto a permeabilidade osmética desta (Ps, em cm s1).

Todavia, existem outros solutos fisiolégicos, como o glicerol ou a ureia, que na
escala de observacdo dos movimentos da agua sao considerados permeantes ou
difusiveis. Neste caso, quando as células sao sujeitas a um gradiente osmaético pela adi¢céo
de um soluto permeante (S) observa-se um fluxo simultaneo de agua (Jv, em cm3 s1) e
soluto (Js, em mol s'1) entre o meio externo e interno que dissipa o gradiente osmético (All)

e o gradiente de soluto (ACs) criado até se atingir o equilibrio osmético final [39].

1.3.1. Fluxos de 4gua e soluto — Equacdes de Kedem Katchalsky

As células, na auséncia de presséo hidrostéatica, encontram-se em que equilibrio
osmdético imediatamente antes e logo apds o transiente de variagdo de volume. Durante
este periodo a diferenga de pressédo osmoética entre o meio externo e interno é nula (AlM=0)
[39]. Além disto, considera-se que o volume extracelular € muito superior ao intracelular
pelo que o fluxo de agua registado em ambos os sentidos faz apenas variar o volume e as
concentragdes dos solutos intracelulares, mantendo-se sempre constante a osmolaridade?
externa.

A adicdo de soluto ao meio externo pode ser feita com ou sem choque osmético
inicial. Na auséncia de choque osmdtico inicial, a osmolaridade externa (0SMmout)
permanece constante visto que o soluto adicionado substitui parte dos solutos presentes
no meio externo ((0SmMout)o=(0SMou)inf). A substituicdo dos solutos garante que a tonicidade?®
(A=(osmout)in/(0SMout)o) do choque osmético seja igual a 1. Na presenca do choque
osmotico, a adicdo do soluto aumenta a osmolaridade externa final ((0Smout)o<(0SMow)i) €
consequentemente a tonicidade serd maior que 1 (A>1).

Neste caso especifico, foram consideradas as equacdes simplificadas de Kedem

e Katchalsky (KK) [40] para a andlise de dados e para estimar os parametros de

20smolaridade [39] — nimero de particulas dissolvidas num solvente
3Tonicidade [39]- razdo entre as osmolaridades externa final e inicial
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permeabilidade. As diferencas de pressao hidrostéatica entre o meio externo e interno foram
desprezados bem como os fluxos convectivos do soluto. Estes fluxos sdo descritos como

um fluxo de solucdo em volume (eq. 1) e com um fluxo molar de soluto (eq. 2) [40].

in - out VA ~
L= Py I‘;—T (—=All; — Allyp) (cm®s™) (Equagéo 1)
in = out

= Py, ACsA = Py, A(Cs,, — Cs, ) (mol.s™) (Equagéo 2)

Js

Em que Vw corresponde ao volume parcial molar da 4gua (18 cm3 mol?t), R é a
constante dos gases perfeitos (8,314 J mol! K1), T é a temperatura (298K) e A
corresponde a area total da membrana (cm?), Alsnp correspondem aos gradientes de
pressao osmatica devidos aos gradientes de concentracdo de S e ND. Os parametros P
e Pgy correspondem aos coeficientes de permeabilidade a 4gua e ao soluto,

respectivamente, que serdo os parametros a serem estimados.

1.3.2. Volume, quantidades e concentracdes intracelulares
O fluxo de solugao em volume, seja de saida ou de entrada, provoca uma variacéo
de volume celular ao longo do tempo. A equacgédo 3 esté escrita para fazer corresponder a

saida e entrada de agua a valores de fluxo superiores ou inferiores a 0, respectivamente.

in—out _ dV
Jv Todt

(cmds™) (Equacdo 3)
Ao definir a varidvel adimensional do volume relativo celular (eq. 4) é possivel
normalizar o volume e determinar a sua variacdo, ao longo do tempo, quando as células

sdo expostas a gradientes osméticos (eq. 5).

4
Vrel = V_O (Equagéo 4)
in — out
dvrel ]v 1
= - s Equacéo 5
it 7 (s™) (Equagéo 5)
Substituindo Jv na equacédo 5, obtém-se a variacdo de volume relativo dado pela
equacao 6.
Doret _ PVWA(AH Allyp) Equacso 6
dt ~— TRTV, s ND (Equagéo 6)

13
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Os termos de pressao osmoética devidos aos solutos impermeantes (Allnp) e
permeantes (Alls) que aparecem na equacao 6 sao determinados através da equacéo 7 e

8, respectivamente [39].

Allyp = RT(Cwp,, — Cnpyy,) (J.cm™) (Equagéo 7)

Ally = RT(Cs,, — Cs, ) (J.cm?) (Equagéo 8)

Tal como referido anteriormente, o fluxo tanto de agua como de soluto influencia
ndo apenas o volume intracelular como também as concentracdes intracelulares dos
solutos quer sejam impermeantes ou permeantes. Dessa forma, o calculo destas
concentragcbes tem em conta as respectivas quantidades intracelulares e o volume da
célula (eq. 9 e 10) [40].

Cwpy, = % (mol.cm™3) (Equacdo 9)
Cs,, = Q‘S/"" (mol.cm™) (Equagso 10)

Quando as células sdo expostas a um gradiente osmético com um soluto
permeante, a quantidade varia, ao longo do tempo, de acordo com a entrada ou saida do

mesmo através da membrana (eq. 11) [40].

dQSin

T —Js (mol.s™ (Equacgao 11)

Por outro lado, a quantidade de soluto impermeante presente no interior da célula
mantem-se constante e pode-se calcular a partir da sua concentra¢éo no instante inicial
(eq. 12).

Qnpy, = Vo(Chpyy)o (mol) (Equacao 12)
Como anteriormente referido, imediatamente antes e logo apos o transiente de

variacdo de volume, as células encontram-se em equilibrio osmotico com 1y, = 0. Desta

forma, é possivel chegar a concluséo que as concentragdes dos solutos nao-difusiveis, no
instante inicial, no meio externo e no meio interno séo iguais a osmolaridade externo no

mesmo instante (eq. 13)
(Cupgn)y = (Chbpyr)y = (05Moue)o (Equacao 13)
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1.3.3. Volume osmético e ndo-osmaotico
O volume celular total (V) divide-se em duas parcelas correspondentes ao volume
nao-osmotico (Vnosm) € ao volume osmético (Vesm), visto que nem todo o volume da célula
consegue ser trocado com o meio externo. A célula possui organelos, e outros contetidos
intracelulares, que ndo sdo compressiveis tornando o volume osmético efectivo da célula
inferior ao seu volume total (eq. 14). Nas equacfes 15 e 16 definiram-se as variaveis

adimensionais Vosm € b que correspondem ao do volume osmético e ndo-osmotico relativo,

respectivamente.

V = Vosm + Vosm (Cms) (Equacgao 14)
_ Vosm =

Vosm = (Equacgao 15)

Vo

VNosm ~

b= (Equagéo 16)

Vo

Sabendo que o volume total celular corresponde a soma das duas frac¢bes pode-
se calcular o volume osmotico relativo em fung¢éo do volume relativo e do volume néo-

osmadtico relativo (eq. 17).

Vosm = Vrer — b (Equagao 17)

Se, do volume total celular, apenas o volume osma@tico consegue atravessar a
membrana celular, entdo o fluxo de solugdo sé tem influéncia sobre este pardmetro

permanecendo o volume nao-osmético constante (eq. 18).

dvrel _ d(vosm + b) _ dvosm
e dt S dt

(Equacao 18)

Tendo em conta 0 mesmo raciocinio anterior, € necessario re-escrever as
equacdes 9, 10 e 12 para que seja contabilizado o volume ndo-osmatico das células no

célculo das concentracfes e quantidades dos solutos.

QND-
C ) - mn
NPin (V - VNosm)

(Equacao 19)

QSin

C, =——"—— Equacao 20
Sin (V_ VNosm) ( quae )

Qnpy, = Vo — Vivosm) (Cnp;)o (Equagao 21)
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Objectivos

Inicialmente, este trabalho experimental teve como objectivo a caracterizacao da
cinética de transporte de agua e de glicerol da AQP3, recorrendo a células HEK 293T com
AQP3 selvagem de rato (Rattus norvegicus) para a determinacdo dos parédmetros de
permeabilidade osmotica da 4gua (Pr) e permeabilidade ao glicerol (Pgy) por microscopia
de fluorescéncia. Numa segunda fase, estes parametros foram também determinados,
utilizando a mesma linha celular transfectada com um mutante da AQP3 de rato (Rattus
norvegicus), em que substituiu a cisteina localizada na posicdo 40 por um residuo de
serina, com o objectivo de estudar a importancia deste residuo na actividade da proteina.

De seguida, foi testado um complexo metalico com base em Au(lll) (Auphen), que
mostrou ser selectivo para a AQP3. Para este efeito, foram determinados os parametros
de permeabilidade Ps e Pgy, utilizando as células HEK 293T com AQP3 selvagem, na
presenca de Auphen. Neste trabalho experimental foi também determinado o efeito do
composto Auphen em células HEK 293T com o mutante da AQP3 acima descrito, para
comprovar 0 mecanismo de ligagdo selectivo a AQP3, postulado anteriormente por
modelacdo molecular.

Uma vez que a AQP3 foi recentemente relacionada com mecanismos de
proliferacéo celular em células tumorais, em especial tumores da pele, utilizou-se a mesma
abordagem aplicando-a a células A-431 (carcinoma epiderméide humano), conhecidas por
possuirem uma elevada expressdo enddgena da AQP3 assim como uma elevada
capacidade de proliferacdo. Inicialmente foi caracterizada a cinética de transporte de 4gua
e de glicerol destas células e em seguida foi avaliado o efeito do Auphen na
permeabilidade desta linha tumoral. A identificacdo de um composto com acgéo inibidora
da AQP3 em células humanas pode contribuir para o desenvolvimento de farmacos com
potencial accao terapéutica no tratamento de varias doengas associadas a aquaporinas,

especificamente em carcinoma epidermaide.
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3.1. Células HEK 293T

3.1.1. Biologia Molecular

3.1.1.1. Construcédo dos plasmideos

Foram construidos trés plasmideos diferentes, utilizando o vector de expressao
pSportl, com resisténcia a ampicilina. Para a clonagem do gene utilizou-se os locais
especificos das enzimas de restricdo Mlu | e Not I. Além do plasmideo controlo (pSportl),
sem a sequéncia de DNA da AQP3, foi construido o plasmideo pSportl-AQP3 WT,
contendo a sequéncia selvagem da AQP3 de Rattus norvegicus e o0 seu mutante, pSport1-
AQP3 Mut, em que substituiu a cisteina, localizada na posicdo 40 da sequéncia da
proteina, por uma serina (Cys40Ser). Estes plasmideos foram armazenados em papel de
filtro e fornecidos pelo Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS). Para eluir o DNA
armazenado, foi necessério cortar os pedacos de papel de cada plasmideo colocando-os,

cuidadosamente, em tubos eppendorf e adicionar-se 50ul de agua destilada.

3.1.1.2. Preparacao de células E. coli competentes

As células tém a capacidade de receber DNA exdgeno, conhecida por
competéncia. Estas tanto podem ser naturalmente competentes como podem ser
transformadas, por processos quimicos, que envolvem um tratamento com catibes
polivalentes e incubagfes a baixas temperaturas [41].

No caso das células Escherichia coli (E. coli) DH5a seguiu-se um processo
quimico optimizado [41], descrito no anexo IV em que todos os passos foram realizados
numa camara de fluxo laminar (Microflow Laminar Flow Workstation), em condi¢cdes de
assepsia. Descongelou-se uma aliquota de células E. coli DH5a, guardadas a -80°C e
plagueou-se em meio LB, deixando a incubar durante a noite, a 37°C. No dia seguido, foi
preparado um pré-indculo a partir de uma colénia isolada, em 3ml de meio LB, e incubado
durante 12h, a 37°C, com agita¢do suave (Grant OLS200). Apés o periodo de incubacgéo,
transferiu-se o meio de cultura para 250ml de meio LB e incubou-se a 37°C até que a
densidade Optica medida a 600nm (DOsoonm) fosse aproximadamente igual a 0,3-,04.
Durante o periodo de incubacéo, preparou-se uma diluicdo 1:1 da solucdo 2x TSS (anexo
1) em meio LB e colocou-se em gelo. Também se marcou os eppendorfs utilizados para as
aliquotas.

Quando se atingiu a DOsoonm Optima, distribuiu-se o meio de cultura por tubos
falcon previamente arrefecidos em gelo. Os tubos foram centrifugados durante 10min, a
1811 x g e a 4°C (Centrifuge 5810R). ApGs desprezar o sobrenadante (SN), o pellet foi
rapidamente ressuspendido em 5ml da solugdo TSS diluida, previamente arrefecida. A
cada eppendorf foi adicionado 100ul de células competentes passando de imediato para

azoto liquido. As aliquotas foram posteriormente armazenadas a -80°C.
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3.1.1.3. Transformacéao de células E. coli competentes

Com o objectivo de sobre-expressar, e purificar os genes de interesse, foi seguido
um protocolo de transformacéo optimizado [41], descrito no Anexo IV. Todos 0s passos
foram realizados numa camara de fluxo laminar (Microflow Laminar Flow Workstation), em
condicdes de assepsia. Assim, transformou-se 100pl células E. coli DH5a quimicamente
competentes com, aproximadamente, 2,5ug de pSportl, pSportl-AQP3 WT e pSportl-
AQP3 Mut, em trés eppendorfs diferentes. Durante 30 minutos, os eppendorfs foram
mantidos em gelo, induzindo a entrada dos plasmideos nas células. Seguidamente, as
células foram incubadas durante 45s a 42°C, e colocadas rapidamente em gelo
novamente. E muito importante cumprir, exactamente, os tempos de incubac&o para evitar
o crescimento de col6nias satélite4. As células foi adicionado 900ul de SOC (Meio SOB +
Glucose 2%), deixando a incubar durante 1 hora a 37°C, com agitacdo suave. Apds o
periodo de incubagdo, as células foram centrifugadas durante 5 minutos a 1811 x g,
desprezando a maioria do SN. O pellet foi ressuspendido em 200ul de SN, que restou nos
eppendorfs, e plaqgueado em meio LB suplementado com ampicilina 100ug/ml (Sigma-
Aldrich®), incubando durante a noite, a 37°C. Juntamente com estas placas foram incluidos
dois controlos, um positivo e um negativo. No controlo positivo, seguiu-se 0 mesmo
protocolo transformando as células E. coli DH5a, quimicamente competentes, com um
plasmideo diferente (pUG-35). Este controlo garante-nos que o protocolo de
transformacéo seguido foi eficaz. Por outro lado, o controlo negativo garante-nos que
todas as coldnias existentes nas outras placas apresentam resisténcia a ampicilina. Nesta
placa, sdo incubadas células E. coli DH5a sem sofrerem o protocolo de transformacao,
logo ndo apresentam resisténcia ao antibiético.

Apesar de se ter cumprido, exactamente, os tempos de incubagdo descritos,
existia uma forte probabilidade de crescerem colonias satélite em placas muito
confluentes. Assim, para garantir que se tinham col6nias resistentes a ampicilina, ou seja,
que estavam transformadas com o vector de expressdo pSportl, foram repicadas 10
colénias isoladas para novas placas com meio LB suplementado com ampicilina 100ug/ml,

incubando durante a noite, a 37°C.

3.1.1.4. Armazenamento de células transformadas
Para garantir que existem células transformadas viaveis para novos crescimentos,
durante um longo periodo de tempo, é necessério preparar stocks de glicerol 15%. Este
composto é um crioprotector que permite guardar as células a -80°C, mantendo a sua
viabilidade, e utiliza-las sempre que necessario. Este passo € muito importante, uma vez

que permite rapidamente fazer novos crescimentos de cultura de células recombinadas

4Colénias Satélite — coldnias de bactérias que ndo possuem resisténcia ao antibiético mas que séo
capazes de crescer nas zonas circundantes a coldnias resistentes, visto que estas segregam -
lactamase que degrada a ampicilina a sua volta, permitindo o crescimento de col6nias sem
resisténcia nessa zona.
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com o plasmideo de interesse, em meio liquido, sem ter de repetir todos os passos de
transformacéao.

Desta forma, inocularam-se 5ml de meio LB suplementado com ampicilina
100ug/ml, em duplicado, com colénias isoladas transformadas com os respectivos
plasmideos construidos e incubou-se durante a noite, a 37°C com agitacdo suave. Apos 0
periodo de incubacdo, os meios de cultura foram homogeneizados num vortex
transferindo-se 500ul de cada meio de cultura para os eppendorfs, previamente
identificados. A cada um foi adicionado 500ul de glicerol 30% (Sigma-Aldrich®) e

armazenados a -80°C [42].

3.1.1.5. Extraccdo de DNA

Existem diferentes protocolos para a extraccdo de DNA, alguns deles
comercializados, que apresentam vantagens e desvantagens quando comparados. A
escolha do protocolo mais adequado depende de diferentes aspectos tais como a
quantidade de DNA desejado assim como a pureza final. Para este trabalho experimental,
a quantidade de DNA e a pureza necesséria era relativamente elevada, pelo que se
recorreu a um kit de extracgéo comercial (GenElute Plasmid Midiprep Kit Sigma-Aldrich®).

Inoculou-se 50ml de meio LB suplementado com ampicilina 100ug/ml, em trés
erlenmayers diferentes, com colonias isoladas transformadas com o0s respectivos
plasmideos construidos. Os meios foram incubados durante a noite, a 37°C com agitacéo
suave. O volume de meio de cultura utilizado para o inéculo foi o recomendado no
protocolo (Anexo V). Durante o periodo de incubacgéo, as solugdes Ressuspensédo/RNAse
A e Lavagem 2 foram preparadas como descrito. A solucdo de Ressuspensdo/RNAse A e
a de Neutralizacao foram guardadas a 4°C.

Apos o periodo de incubag&o, os meios de cultura foram transferidos para tubos
falcon para serem centrifugados a 5000 x g, durante 10 minutos. Apds desprezar o SN,
adicionou-se 4ml de solugé@o Ressuspensdo/RNAse A ressuspendendo completamente os
pellets. Foram adicionados 4ml de solugdo Lise invertendo 6 vezes, imediatamente, de
forma suave. Enquanto a mistura repousou durante 5 minutos, preparou-se as seringas,
por remog&o do pistéo e colocando-as na vertical. Ao final deste periodo, adicionou-se 4ml
de solucdo Neutralizacéo invertendo 5 vezes, de forma suave. De seguida, adicionou-se
3ml de solucdo Ligagéo e inverteu-se 2 vezes, colocando de imediato na seringa. Uma vez
que a mistura apresentou um agregado branco, foi necessario deixar repousar por 5
minutos para que este flutuasse até ao topo. Durante o periodo de repouso, as colunas de
ligagdo foram colocadas nos tubos de colecgdo as quais se adicionou 4ml de solugao
Preparacdo da Coluna. Para que o processo de eluicdo fosse o mais rapido possivel,
colocou-se os tubos de colecgéo na centrifuga a 3000 x g durante 2 minutos e descartou-
se o0 eluido. Depois das colunas de ligacdo estarem preparadas, as seringas foram
colocadas por cima destas, que se mantiveram dentro dos tubos de colec¢éo, Ao aplicar,

gentilmente, presséo no pistdo, fez-se atravessar metade do lisado transllcido para as
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colunas que foram, posteriormente, centrifugadas a 3000 x g durante 2 minutos. Apés
descartar o eluido, adicionou-se o resto do lisado translicido, repetindo o passo de
centrifugacao. Voltou-se a desprezar o eluido e adicionou-se 4ml de solucao de Lavagem
1 as colunas e repetiu-se a centrifugacéo nas mesmas condicdes. Novamente, descartou-
se o eluido e adicionou-se 4ml de solugédo Lavagem 2 as colunas repetindo o passo de
centrifugacao, a 3000 x g durante 2 minutos. Apds este passo, as colunas de ligagao foram
transferidas para novos tubos de colec¢do. Adicionou-se 1ml de solucdo Eluicdo
centrifugando a 2000 x g, durante 5minutos. Os eluidos finais que continham o DNA
extraido foram de seguida quantificados.

A quantificacdo do DNA foi feita utilizando o NanoDrop-2000 (Thermo Scientific)
[43]. Este aparelho é capaz de medir a absorvancia a diferentes comprimentos de onda,
reportando-nos a concentragdo da amostra e as razdes de pureza (Abs260/Abs280 e
Abs260/Abs230). Este aparelho apresenta uma enorme vantagem por quantificar, de
forma vidvel, uma pequena quantidade de amostra utilizando, cerca de 0,5ul. O NanoDrop-
2000 também é capaz de quantificar as diferentes estruturas de DNA (ssDNA e dsDNA),
bem como RNA. Inicialmente tragou-se o branco utilizando o tamp&o de eluicdo da
GenElute Plasmid Midiprep Kit. De seguida, as amostras foram analisadas, seleccionando
a opcdo “dsDNA”. Todos os dados de concentracdo e pureza, das amostras analisadas,

foram registados.

3.1.2. Microscopia de Fluorescéncia
3.1.2.1. Culturade Células

A cultura de células possui algumas directrizes principais que devem ser tidas em
conta durante todo o procedimento como as condi¢des de esterilidade, os meios de cultura
e os antibiéticos a utilizar assim como a manutencao das células, entre muitos outros
aspectos [42]. Contudo as linhas celulares apresentam caracteristicas especificas pelo
que todos 0s passos sao optimizados para a linha celular em questao.

A linha celular de rim embrionéria humana (HEK 293T) foi descongelada num
banho aquecido a 37°C, a qual foi adicionada, imediatamente, 5ml de meio de eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Lonza Biowhittaker®), suplementado com 10% (v/v)
soro de bovino fetal (FBS) (Gibco® Invitrogen) e 1% (v/v) penicilina/estreptomicina (P/S)
(Lonza Biowhittaker®), previamente aquecido a 37°C. As células em suspensédo foram
centrifugadas (Heraeus Sepatech Labofuge Ae) a 571 x g, durante 5 minutos com o
objectivo de limitar o tempo de exposicdo das células ao crioprotector dimetilsulfoxido
(DMSO) (AppliChem) que, a temperatura ambiente, é toxico. Apos a centrifugacgao, o pellet
foi ressuspendido em 10ml de meio DMEM, previamente aquecido a 37°C, suplementado
com 10% (v/v) FBS e 1% (v/v) P/S e transferido para uma placa 100mm (Sigma-
Aldrich®Corning). As células foram mantidas numa incubadora (Sanyo CO; Incubator) a
37°C e 5% CO:..

23



Materiais e Métodos

A rapidez de crescimento da cultura de células depende do tipo de linha celular
assim como o numero de células por placa, sendo por isso muito importante acompanhar
o seu desenvolvimento e dividir as células para novas placas sempre no mesmo ponto de
confluéncia, que neste caso correspondeu a 80%. No momento em que as placas
atingiram esta confluéncia, retirou-se o meio de cultura através de uma bomba e adicionou-
se 5ml de tampao fosfato-salino (PBS). Este tampao serve para lavar as células e garantir
gue ndo existe meio DMEM suplementado com soro e antibiético, uma vez que o soro é
inibidor da tripsina. Removeu-se o PBS através de uma bomba e adicionou-se 750ul de
tripsina/EDTA 0,05% (v/v) (170 000U/L - Lonza Biowhittaker®), uniformemente pela placa.
A placa foi colocada na incubadora e ao final de 1 minuto todas as células se encontravam
em suspensédo. Neste ponto, adicionou-se 5ml de meio DMEM, suplementado com 10%
(viv) FBS e 1% (v/v) P/S, ressuspendendo muito bem as células na placa. O meio de
ressuspenséo foi transferido para novas placas 100mm, perfazendo o volume com meio
DMEM, suplementado com 10% (v/v) FBS e 1% (v/v) P/S.

Todos os passos realizados no crescimento e manutencéo da linha celular HEK
293T foram efectuados em condi¢des de assepsia, numa cadmara de fluxo laminar (Sanyo
Clean Bench) incorporada com uma luz ultravioleta, capaz de esterilizar o interior da
camara apé6s um periodo de 30 minutos [42]. Todos os materiais descartaveis utilizados,
assim como o meio DMEM, o FBS e o antibi6tico P/S, foram fornecidos em condicdes de
esterilizagéo. A solucdo de PBS foi esterilizada por autoclavagem (Melag Autoklav 23) a

1bar durante 50 minutos.

3.1.2.2. Transfeccao Transiente

Para obter uma sobre-expressao da proteina AQP3 WT e AQP3 Mut utilizou-se o
processo de transfeccao [44], descrito no anexo 1V, onde se recorreu a um lipido catiénico,
lipofectamina 2000 (Invitrogen), que facilita a entrada de acidos nucleicos, tanto DNA como
RNA, em células eucariéticas. Existem dois tipos de transfeccao: i) transiente em que o
plasmideo recombinante permanece em estado extracromossal, por um periodo até 48h
durante qual é feita a analise, produzindo uma grande quantidade de proteina alvo e ii)
estavel em que o plasmideo recombinante é integrado no genoma celular sendo a
expressdo de proteina alvo feita em quantidades muito inferiores quando comparado com
o tipo de transfeccdo anterior. De acordo com o tipo de estudo que se deseja fazer, é
preciso comparar as vantagens e desvantagens que cada tipo de transfeccéo apresenta e
escolher aquele que se adequa melhor. Dessa forma, e analisando os objectivos do
trabalho experimental em curso, decidiu-se optar pela transfeccédo transiente.

ApOs a optimizagdo das condig8es, a transfec¢ao foi realizada em placas de 35mm
(Sigma-Aldrich® Corning), com trés lamelas redondas de 15mm de diametro (Heinz Herenz
Hamburg) esterilizadas. Cada placa foi inoculada com 1,5x10° células, no dia anterior, e
incubada a 37°C e 5% COg, utilizando-se 4ug de DNA para cada transfeccdo. A
esterilidade das lamelas foi obtida por exposicéo prolongada (cerca de 45 minutos) sob
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raios ultravioleta (UV). A contagem de células foi feita utilizando um hemocitémetro
(camara de Neubauer BLAUBRAND®) [45], que apresenta um aspecto semelhante ao da
Figura Ill.1. Esta camara permite contar células em suspensédo sendo que, geralmente, é
feita uma média do nimero de células em cada quadrante que corresponde ao nimero de

células/0,1pl.

. -4
ottt

Figura Ill.1. Representacdo esquematica de um hemocitémetro (camara de Neubauer). (A)
Vista lateral, (B) Vista de topo e (C) Grelha vista ao microscopio. Imagem adaptada [45].

Tal como descrito no protocolo o meio de cultura foi substituido por meio DMEM,
sem suplementos. Para cada transfeccéo, diluiu-se o DNA em 250ul de meio DMEM, sem
suplementos, incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos. Durante o periodo de
incubacédo, a lipofectamina foi diluida em 250ul de meio DMEM, sem suplementos. Em
novos eppendorfs, devidamente identificados, adicionou-se o agente quimico ao DNA
diluido, num volume total de 500ul. Os eppendorfs foram invertidos cuidadosamente e
deixados a incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente, periodo durante o qual se
formaram os complexos. Apds este periodo, o volume da mistura foi adicionado a placa
de 35mm, inoculada no dia anterior, mantendo-a na incubadora por 48 horas, a 37°C e 5%
CO..

3.1.2.3. Extraccédo de RNA e anélise por RT-gPCR

Para analisar a expressdo genética da AQP3 WT e da proteina AQP3 Mut
recorreu-se a técnica RT-gPCR (Reaccdo em cadeia da polimerase da transcricao
reversa) que nos permite quantificar o DNA, a cada ciclo de amplificacdo, em tempo real.
Esta técnica apresenta actualmente imensas vantagens quando comparada com o método
de PCR convencional, tais como maior simplicidade, maior rapidez e menor probabilidade
de contaminacao apos a amplificacdo [46].

De entre 0os muitos processos conhecidos para a extraccao de RNA das células,
recorreu-se ao TRIzol (Invitrogen) [47], descrito no anexo IV. Inicialmente, as células (10°)
foram lavadas com PBS e lisadas por incubacdo com 1ml de TRIzol a temperatura
ambiente, durante 5 minutos. ApoOs este periodo, adicionou-se 200ul de cloroférmio

seguida de uma centrifugacdo a 12000 x g, durante 15 minutos a 4°C. O pellet foi
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precipitado e lavado com etanol 70%, visto que o passo anterior permitiu separar o RNA
da fase aquosa. Apés a lavagem com etanol, deixou-se secar ao ar antes de ressupender
em agua dietilpirocarbonato (DEPC).

A reaccao de transcricao reversa foi realizada imediatamente apos o isolamento
do mRNA, seguindo o protocolo previamente apresentado [47] e descrito no anexo V.
Para este método utilizou-se a SuperScript || RNase Transcriptase Reversa (RT)
(Invitrogen). A andlise de PCR em tempo real foi realizada num sistema de deteccéo de
sequéncia ABI Prism 7500 (Applied-Biosystems, Warrington, UK), usando a master mix
SYBR Green PCR (Applied-Biosystems) e as condi¢6es recomendadas pelo fabricante do
termociclador (Applied-Biosystems) [48]. A normalizacdo das quantidades de RNA foi feita
com a amplificacdo da ciclofilina.

Para o desenho dos primers (Tabela Ill.1) utilizou-se o software Primer Express
(Applied-Biosystems), em que a curva de fusdo apresentou um Unico pico com a

temperatura de fusédo (Tm) esperada para todas as amostras.

Tabela lll.1. Sequéncia nucleotidica dos primers desenhados para a amplificacédo, por RT-qPCR, do
gene ciclofilina e AQP3 de Rattus norvegicus.

Gene Desighacéo Sequéncia nucelotidica (5° — 3’)

Ciclofilina Cyclo_Fw ATGGCAAATGCTGGACCAAA
Cyclo_Rev ATGTCGTCCCAGTTGGTAACA

AQP3 AQP3_Fw TCTGGACACTTGGATATGGTCAA
AQP3_Rev CAACAATGGCCAGCACACA
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3.1.1.1. Variacao de fluorescéncia celular medida pelo

método de auto-extingdo (self-quenching)

Para avaliar a permeabilidade das células a agua e ao glicerol recorreu-se a uma
técnica nao-invasiva, em que a variagdo do volume foi reportada pela variacdo da
fluorescéncia da sonda calceina, que resulta da hidrélise intracelular da sua forma
esterificada (éster metilico da calceina, calceina-AM) [49]. A membrana celular é
permeavel a esta forma éster que, apds a sua clivagem por esterases, se torna

impermeavel e fluorescente (Figura 111.2).
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Figura Ill.2. Representacao esquematica da estrutura da calceina-AM. Esta sonda, na sua forma
esterificada (direita) é capaz de atravessar a membrana celular. No citosol, e apés clivagem por
esterases, esta sonda torna-se impermeavel e, quando excitada a 495nm, apresenta uma cor verde
gue se deve & emissao de fluorescéncia. Imagem adaptada [50].

A fluorescéncia é a capacidade de emisséo de luz a partir de qualquer substancia
e ocorre a partir de estados electronicos excitados. Neste caso, o0 electrdo presente no
estado fundamental € excitado para niveis de energia mais elevados, com um spin oposto
ao electrdo ao que fica no estado fundamental, permitindo o regresso ao estado
fundamental muito rapidamente com libertacdo de energia, sob a forma de luz [51].

Actualmente sdo conhecidos inumeros fluoréforos, incluindo a calceina-AM,
capazes de relacionar estes dois paradmetros pelo método de auto-extingdo, ou self-
quenching, em que a variacdo de volume é proporcional a variacdo da fluorescéncia. O
volume das células diminui, apos sofrerem um choque hiperosmotico (A=1), concentrando
a sonda. Como consequéncia dessa concentracdo, a intensidade da fluorescéncia
aumenta. No entanto, verifica-se que em células incubadas com elevadas concentracdes
de calceina-AM (>5uM) [49], a diminuicdo de volume por introducdo de um choque
hiperosmotico reflecte-se numa diminuicdo de fluorescéncia, correlacionando estes dois
parametros directamente. Este mecanismo ainda ndo esta totalmente percebido, no
entanto, cré-se que o aumento da concentragcéo da sonda leva a formacéo de agregados,
capazes de absorver a fluorescéncia das moléculas vizinhas (self-quenching) em que a

fluorescéncia detectada deriva apenas dos monémeros [49].
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As sondas fluorescentes sdo compostos muito sensiveis e perdem a sua
capacidade de emitir fluorescéncia quando expostas a luz (bleaching). Este facto tem de
ser tomado em conta nos dados adquiridos, uma vez que a sonda é consecutivamente
excitada o que leva a um decaimento da capacidade de emissao de fluorescéncia, ao
longo do periodo experimental. Desta maneira, os dados obtidos, antes de ser convertidos
em volume relativo, tém de ser tratados onde o factor bleaching é descontado. Para este
efeito, € determinado o declive da recta do sinal de fluorescéncia durante o periodo em
gue as células estdo equilibradas numa solucéo isot6nica, ndo havendo variagédo de
volume.

Experimentalmente, as células foram incubadas com 5uM de calceina-AM (Sigma-
Aldrich®) durante 90 minutos a 37°C e 5% CO2. Apesar de a sonda ser permeavel a
membrana celular, existe uma pequena percentagem que nao é incorporada pelo que se
deve lavar as células substituindo o meio de cultura DMEM por tamp&o HEPES (Acido 2-
[4-(2-hidroxietil) 1-piperazinil]-etanosulfénico) (A=1) para remover o excesso de sonda. Em
alguns ensaios testou-se o Auphen, com uma concentracao igual a 5uM, incubado durante
30 minutos, a 37°C e a 5% CO..

Numa camara de perfusao (Figura Ill.3 A), montou-se a lamela com as células
aderentes selando-a com uma lamela nova e um O-ring. E muito importante que esta
camara se mantenha perfeitamente hermética durante o procedimento experimental para
ndo introduzir nenhuma variante aleatéria, permitindo a perfusdo das células com as
diferentes solug@es, de acordo com o ensaio. Esta perfuséo é iniciada ainda antes de se
selar o sistema para evitar a formacdo de bolhas e é feita através de uma bomba
peristaltica (Harvard Apparatus Mini-Peristaltic Pump IlI) e a solugdo é recolhida por
aspiracéo.

De seguida, montou-se a camara de perfusdo num microscopio de
epifluorescéncia invertido (Axiovert 200 Zeiss) (Figura 111.3 B), equipado com uma camara
digital CCD (Cool Snap™ EZ Photometrics) (Figura 111.3 D). Utilizou-se a objectiva de
imersdo em Oleo 40x e uma ampliagdo de 1,6 (Mddulo Optovar). As células foram
excitadas a 495/10nm, com uma lampada de Xenon, com um intervalo entre os pulsos de
1s a uma frequéncia de 1Hz. A emissdo de fluorescéncia foi detectada a 515/10nm,
através de um filtro dicréico. Todos os sinais obtidos foram guardados hum computador
externo (Figura Ill.3 E) e analisados através do software Metafluor. Este software € uma
poderosa ferramenta na recolha de dados de fluorescéncia visto que nos permite escolher
os filtros de excitacéo e emisséo, bem como o intervalo entre os pulsos de radiacdo, a sua
frequéncia, entre outros parametros configuraveis de modo a optimizar os sinais
recolhidos. Este software possui ainda a vantagem de fazer corresponder a cor da série
de dados de fluorescéncia adquiridos ao longo da experiéncia a cor da célula delimitada.

As solucdes tampdao foram, previamente, colocadas nos reservatérios do sistema
de seringas (Figura 1.3 C) retirando, com a ajuda de um pistédo de seringa, as bolhas de

ar existentes nas mangueiras. Inicialmente, as células foram equilibradas em tampao
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HEPES. Durante este periodo, as células mantém o seu volume normal quando
equilibradas nesta solucdo porque a osmolaridade interna € muito préxima a osmolaridade
externa, em que (0SMout)o= (0SMin)o=300mMOsm. De seguida, esta solu¢do foi substituida
por tampdo HEPES com manitol, com uma tonicidade equivalente a 2
((0sMou)in=600MOsmM e (0smout)o=300mOsm). Em consequéncia, as células tiveram de
reajustar o seu volume, por saida de agua, para manter a homeostase. Apos atingir o novo
equilibrio osmético, substituiu-se a solucdo por tampao HEPES para que as células
readquirissem o volume inicial. Por Gltimo, substituiu-se a solugéo por tampéo HEPES com
glicerol, com A=2, em que (0smout)inr=600MOsm. A osmolaridade destas solu¢des foi
medida através do ponto de depressao crioscopica num osmémetro (Knauer Semi-Micro

Osmometer).

Figura 111.3. Esquema de montagem do sistema de fluorescéncia. (A) Camara de perfuséo; (B)
Microscopio de epifluorescéncia; (C) Sistema de seringas para introducéo dos choques osmaticos;
(D) Camara de aquisicéo; (E) Computador.

3.1.1.2. Conversao do sinal de fluorescéncia em volume

relativo

Os dados de fluorescéncia assim recolhidos reflectem dois fendmenos fisicos: i)
decaimento da emissao de fluorescéncia e ii) variacdo de volume das células quando
expostas a uma solugdo hiperosmdtica. Todavia, € necessario tratar os dados de
fluorescéncia, por subtrac¢éo do factor bleaching, para que estes possam ser calibrados
para variacdo de volumes relativos e posteriormente analisados, estimando os parametros
de permeabilidade. Cada sinal de fluorescéncia foi tratado individualmente, por subtrac¢éo
da recta respectiva a um conjunto de pontos escolhidos num intervalo de tempo onde n&o
se verificou nenhuma variagdo de volume. Os sinais de fluorescéncia (F) assim obtidos

foram rearranjados de modo a obter-se a variacdo relativa de F/Fo em que Fo foi
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determinado para cada sinal como uma média de valores de F obtidos imediatamente
antes da introducdo do choque osmético. Esta descrita na literatura [49] uma relagéo
directa entre a variacdo do volume celular relativo (V/Vo) e a variacdo dos sinais de

fluorescéncia (F/Fo) (equacéo 22) em que (a) é o declive e (b) a ordenada na origem.

F
—=ax A +b (Equacao 22)

Para determinar os pardmetros da recta de calibracdo, mediram-se em cada
experiéncia realizada o volume de 10 células, utilizando o ImageJ, que permite determinar
a area das células (um?2) a partir de pixéis, através da relagéo area = pixel x 0,16092. Sabe-
se que estas células aderentes tém uma forma discoide, mas para efeitos de calibragéo
dos sinais de fluorescéncia assumiu-se uma forma esférica, tendo sido assim feito o
célculo do respectivo raio e do volume em pm3. Nas células cuja perturbacéo foi feita
utilizando o manitol, mediu-se 0 volume no instante correspondente a introducdo da
perturbacdo osmética (Vo) e no instante final (Vir). Com estes volumes e com o0s
respectivos valores inicias Fo e finais de fluorescéncia Fis calcularam-se os valores de a e
b da equacéo 22 que foram depois utilizados para a calibracéo dos sinais de fluorescéncia
obtidos.

3.1.1.3. Estimativa dos parametros de permeabilidade

Para a analise dos resultados obtidos utilizou-se o modelo matemético
implementado no software Berkeley Madonna. Este software permite ndo sé construir
modelos matematicos capazes de simular o comportamento dinamico das células quando
expostas a choques osmoticos, como também estimar parametros de permeabilidade a
partir dos dados experimentais de variacdo de volume relativo celular, através do
assentamento de curvas tedricas com as experimentais da variagdo de volume celular.

O modelo construido para simular o comportamento de células permeantes a um
soluto (S) teve como base as equacgdes simplificadas de Kedem Katchalsky apresentadas
anteriormente e seguiu o diagrama de fluxo apresentado na Figura Ill.4 para optimizar os
parametros. As equacdes tiveram de ser re-escritas para serem introduzidas no software.
Neste modelo forneceu-se os valores constantes, tais como a média do raio das células
(ro), a osmolaridade do meio externo (osmout)o, a temperatura (T), a constante dos gases
perfeitos (R), volume parcial da agua (Vw), osmolaridade adicionada e a tonicidade (A\). A
estimativa das permeabilidades foi feita por ajustamento da curva tedrica da variacéo de

volume relativo aos dados experimentais.
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Figura lll.4. Diagrama de fluxo. Representacdo esquematica da estratégia utilizada na estimativa
dos parédmetros de permeabilidade obtidos por ajuste de curvas tedricas, geradas por simulacéo
numérica do modelo matemdtico, aos dados experimentais.

3.1.1.4. Analise estatistica
Os resultados obtidos foram apresentados como a média + desvio padrdo da
média, utilizando o pacote estatistico Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, lllinois), versao
18,0 com testes paramétricos ou nao-paramétricos, dependendo do tipo de distribuicao

dos dados.
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3.2. Células A-431

3.2.1. Microscopia de Fluorescéncia

3.2.1.1. Culturade Células

O processo de descongelamento da linha celular A-431 corresponde ao descrito
para a linha celular HEK 293T. Isto &, as células foram descongeladas a 37°C, a qual foi
adicionado 9ml de meio DMEM, suplementado com 10% (v/v) FBS e 1% (v/v) P/S. As
células em suspenséo foram centrifugadas a 571 x g durante 5 minutos. O pellet foi
ressuspendido em 10ml de meio DMEM, suplementado com 10% FBS e 1% P/S e
transferido para uma placa 100mm. As células foram mantidas numa incubadora, com a
temperatura e humidade controlada, respectivamente, 37°C e 5% CO..

Apesar do meio de crescimento, e da temperatura de incubacdo, se manter entre
as linhas celulares utilizadas, ndo foi possivel prever a velocidade de crescimento desta
linha celular, por comparacdo com as HEK 293T, pelo que se acompanhou o
desenvolvimento e dividiu as células para novas placas sempre no mesmo ponto de
confluéncia, que neste caso correspondeu a 60%. Para isso, retirou-se o meio de cultura
e adicionou-se 5 ml de PBS. O tampao foi retirado e adicionou-se 750yl de tripsina /EDTA
0,25% (v/v) uniformemente pela placa. A placa, incubada a 37°C e 5% de COg2, foi
verificada varias vezes, durante um periodo nunca superior a 5 minutos, num microscépio
de epifluorescéncia invertido (Nikon 105317) até garantir que todas as células estavam em
suspensdo. Neste ponto, adicionou-se 5ml de meio DMEM, suplementado com 10% (v/v)
FBS e 1% (v/v) P/S, ressuspendendo muito bem as células na placa. O meio de
ressuspensao foi transferido para novas placas 100mm, perfazendo o volume com meio
DMEM, suplementado com 10% (v/v) FBS e 1% (v/v) P/S.

Os passos realizados no crescimento e manutencé@o da linha celular A-431, a
semelhancga do que tinha acontecido anteriormente, foram efectuados em condi¢bes de
assepsia, huma camara de fluxo laminar incorporada com uma luz ultravioleta. Todos os
materiais descartaveis utilizados, assim como o meio DMEM, o FBS e o antibi6tico P/S,
foram fornecidos em condi¢cbes de esterilizacdo. A solucdo de PBS foi esterilizada por

autoclavagem a 1bar durante 50 minutos.

3.2.1.2. Variacao da fluorescéncia celular medida pelo

meétodo de auto-extingao (self-quenching)

Tal como nas células HEK 293T, a permeabilidade das células A-431 a 4gua e ao
glicerol foi avaliada recorrendo a sonda calceina-AM. Experimentalmente, as células foram
incubadas com 5uM de calceina-AM durante 90 minutos a 37°C e 5% CO.. Foram também
realizados ensaios na presenca do inibidor Auphen, com uma concentragéo igual a 5uM e

incubado durante 30 minutos a 37°C e 5% CO..
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Todo o processo de montagem da camara de perfuséo, assim como o tipo de
microscépio e as condicBes de aquisicdo foi o mesmo utilizado anteriormente. Nestes
ensaios também se introduziu os choques osméticos por substituicdo do tampao HEPES
(A=1) por tampdo HEPES com manitol ou glicerol (A=2), registando a variacdo da
fluorescéncia com a variacéo da tonicidade das solucdes.

O bleaching de cada sinal de fluorescéncia foi descontado e os sinais de variacao
de fluorescéncia obtidos foram calibrados para volumes relativos, seguindo a mesma

metodologia descrita para as células HEK 93T.

3.2.1.3. Estimativa dos parametros de permeabilidade
A andlise dos resultados obtidos foi feita utilizando o mesmo software Berkeley
Madonna. Tal como na linha celular anterior, esta também é permeante a um soluto pelo
que o modelo matematico construido anteriormente foi adoptado para estimar os

parametros de permeabilidade das células A-431.

3.2.1.4. Analise estatistica
Os resultados obtidos foram apresentados como a média + desvio padrao da
meédia, utilizando o pacote estatistico Social Sciences (SPSS Inc., Chicago lllianois),
versdo 18,0 com testes paramétricos ou nao-paramétricos, dependendo do tipo de

distribuicdo dos dados.
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4.1. Transformacgao de células E. coli e extracgdao de DNA

Células E. coli, quimicamente competentes, foram transformadas com os
plasmideos construidos com o gene da AQP3 selvagem de Rattus norvegicus e com o
gene da AQP3 mutada de Rattus norvegicus, por substituicdo da cisteina, localizada na
posicdo 40 da sequéncia da proteina, por uma serina. Para além das placas inoculadas
com as células transformadas, fez-se controlos positivos e negativos, dos quais ndo se
verificou qualquer problema. Das placas inoculadas observaram-se transformantes e
recolheu-se varias coldnias isoladas para fazer crescimento em meio liquido. Apés a
incubacdo durante a noite, extraiu-se o DNA utilizando um kit comercial. A sua
concentracdo e as razdes de pureza foram determinados utilizando o NanoDrop-2000 e

0s resultados obtidos estdo apresentados na Tabela IV.1.

Tabela IV.1. Concentracgao, e respectiva razdo de pureza, determinada para cada amostra de DNA
extraido.

Concentracéo
Amostra Abs260/Abs280 Abs260/230
(ng/ul)
pSportl 29,8 1,87 2,13
pSportl-AQP3 WT 76,0 1,92 2,18
pSportl-AQP3 Mut 35,2 1,91 2,19

Para analisar a pureza do DNA extraido, fez-se a razdo entre absorvancia a
diferentes comprimentos de onda. O DNA presente na amostra, absorve luz a 260nm,
enquanto as proteinas absorvem a 280nm e o RNA a 230nm. A rela¢do optima entre a
quantidade de DNA e a quantidade de proteinas, e entre a quantidade de DNA e
quantidade de RNA, é respectivamente 1,8<Abs260/Abs280<2,0 e Abs260/Abs230>1,8.
Ao analisar as razdes determinadas verifica-se que o DNA extraido nas trés amostras

apresentava um elevado grau de pureza.

4.2. Estudo funcional da AQP3

O trabalho pratico desenvolvido dividiu-se em duas partes distintas, mas cuja
informacédo obtida em cada uma delas se complementa. Numa fase inicial do trabalho,
utilizou-se a linha celular HEK 293T transfectada com duas formas da AQP3 de Rattus
norvegicus (selvagem e o mutante Cys40Ser) para caracterizar o seu transporte de agua
e de glicerol. A homologia obtida entre as sequéncias da AQP3 em Rattus norvegicus e
Homo sapiens é de aproximadamente 87,7% [52] pelo que os resultados obtidos na
caracterizacdo da AQP3 de ratinho podem ser extrapolados para a AQP3 humana. Esta

linha celular, extensamente utilizada na ciéncia, ha cerca de 25 anos, como uma
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ferramenta para a expresséao de proteinas recombinantes, apresenta iniUmeras vantagens,
entre elas a sua reproducédo, e manutencao, rapida e facil bem como a sua alta taxa de
transfeccao, entre outras [53].

De seguida, testou-se o Auphen, que mostrou ser um inibidor especifico para a
AQP3 em eritrocitos humanos [35], avaliando o seu efeito inibidor no transporte de agua e
de glicerol, por comparac¢do com os pardmetros anteriormente estimados.

Na segunda parte do trabalho, e ap6s verificada a accdo do Auphen em células
HEK 293T, utilizou-se a linha celular tumoral A-431. Ao contrario das HEK 293T, estas
células de carcinoma epidermdéide humano possuem uma sobre-expressao endégena da
AQP3 [32] cuja expressdo anormalmente elevada foi recentemente relacionada com o
aumento da capacidade da proliferacdo celular [54-56]. Tal como anteriormente, também
foi caracterizado a cinética de transporte de agua e de glicerol, assim como avaliado o
respectivo efeito inibidor do Auphen no transporte.

Tanto num caso como no outro, cada condicdo foi testada em triplicado,
recolhendo mudltiplas imagens de cada experiéncia realizada. Na apresentacdo dos
resultados foi seleccionada apenas uma imagem representativa de todas as células
analisadas em cada situagdo experimental, assim como o seu respectivo grafico de
fluorescéncia e a sua calibragdo e conversdo em volume celular relativo. A analise
apresentada, de forma singular, deve ser tida em conta como exemplo, visto que todas as
experiéncias foram analisadas da mesma forma. Para o célculo dos parametros de
permeabilidade, sdo apresentados as curvas ajustadas aos dados experimentais obtidos
em cada condi¢@o experimental, assim como os coeficientes de permeabilidade obtidos

na forma de grafico de barras.

4.2.1. Sobre-expressao heteréloga da AQP3 em células HEK 293T

4.2.1.1. Avaliacdo do nivel de expresséo

Antes de se dar inicio aos estudos funcionais nas células HEK 293T foi necessario
avaliar a eficiéncia da transfeccao do gene da AQP3 selvagem e da mutante analisando o
nivel de expressdo destes genes nas células. Apés a extrac¢cdo de mRNA das células e a
sua amplificacdo, em tempo real, por PCR obtiveram-se diferentes niveis de expresséo
apresentados na Figura IV.1. Ao analisar os resultados verifica-se que a expressao
genética da AQP3 selvagem e da mutada, nas células trasfectadas, aumentou 1000 vezes
guando comparado com as células ndo transfectadas. Também se verifica que a
expressdo genética desta proteina nas células trasfectadas com o vector vazio é muito

semelhante ao valor obtido para as células controlo.
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Figura IV.1. Nivel de expresséo relativo de mRNA AQP3, por RT-qPCR. Gréfico comparativo do
nivel de expressao da AQP3, selvagem e mutada, em células HEK 293T transfectadas. Utilizou-se
a amplificagdo da ciclofilina como controlo.

4.2.1.2. Caracterizacdo da cinética de transporte da AQP3
Para o estudo da caracterizacdo cinética, as células foram incubadas com
calceina-AM, nas condi¢bes descritas. A cadmara foi montada no microscopio e, de
seguida, fez-se incidir um feixe de luz a 495nm para excitar as células e conseguir focar
um plano. Estas, quando excitadas a este comprimento de onda, apresentam uma cor
verde forte (Figura 1V.2), que se deve a emissao de fluorescéncia da calceina livre no
citosol.

Figura IV.2. Células HEK 293T incubadas com calceina-AM.
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Seguidamente foi delimitado o perimetro das células, através do software
Metafluor para registar a variagéo de fluorescéncia ao longo do tempo Figura IV.3 (A).
Desta forma, é possivel acompanhar visualmente a variacdo de volume das células ao
longo da experiéncia e correlacionar directamente com a sua variacdo de fluorescéncia

adquirida e apresentada na Figura IV.3 (B).

0.00 2015 40.3 g 56 .89 141.04 16119

Figura IV.3. Registo dos dados obtidos durante um ensaio experimental, utilizando o software
Metafluor. (A) Delimitacdo das células. (B) Sinal de fluorescéncia, ao longo do tempo, obtido para

cada célula delimitada.
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As células foram equilibradas em tampdo HEPES, com osmolaridade igual a
300mOsm, durante 60s, periodo durante o qual ndo é esperada qualquer variacdo de
volume. De seguida, foi trocada a solucao inicial por uma solucao hiperosmatica, com uma
tonicidade equivalente a 2, isto é, as células passaram a estar numa solucéo com o dobro
da osmolaridade e, consequentemente tiveram de reajustar o seu volume, através da
saida de agua, para manter a homeostase. Os sinais de fluorescéncia adquiridos Figura
IV.3 (B) mostram que mesmo antes da introducéo da nova solug&o, ha uma diminuigdo
constante da fluorescéncia devida a degradagdo da sonda o que se reflecte num
decaimento da capacidade de emitir fluorescéncia (bleaching). Ap6s a introdugdo do
choque, a fluorescéncia diminui de forma brusca em consequéncia da diminuicdo de
volume.

O gréfico da Figura IV.4 apresenta um sinal da variacao de fluorescéncia (a azul)
apos aplicagdo: i) um choque osmatico com manitol (MANITOL), ii) recuperacgédo de volume
celular ap6s re-introducéo da solugéo isotonica inicial (HEPES), e iii) choque osmatico com
glicerol (GLICEROL). A recta a verde mostra o factor bleaching e a curva a laranja mostra

o sinal de fluorescéncia obtido apds subtraccdo do factor bleaching.
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l HEPES
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Figura IV.4. Representacdo grafica do sinal de fluorescéncia em funcéo do tempo. A azul (®)
apresenta-se o sinal de fluorescéncia com o factor bleaching. A estes pontos experimentais subtraiu-

se a recta (/) que resultou no sinal a laranja (™), isto &, no sinal de fluorescéncia sem o factor
bleaching.

Como se verifica através do gréfico, os dados de fluorescéncia recolhidos
apresentam um declive bastante acentuado em certos periodos de tempo (bleaching)
durante o qual ndo existe nenhuma variagdo da osmolaridade externa. Apds a subtraccao
do bleaching a variacdo de fluorescéncia F reflecte apenas a variagdo de volume (a

laranja). Os sinais de F foram convertidos em F/Fo e apds calibragdo em V/Vo a partir da
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respectiva relacdo linear [49] medindo para isso os volumes iniciais (t=0) e finais (t=«~) do
choque de manitol.

Em cada ensaio foi determinado, por recurso ao software ImageJ, o volume médio
celular (n=10) imediatamente antes da introducao do choque com manitol (t=0, Vo) e apés
se ter atingindo o novo equilibrio osmoético (t=«, Vin) (Figura 1V.5). Apresentam-se as
correspondentes tabelas de conversdo dos pix€is em area, raio e volume das células
(devidamente numeradas de cada imagem) e calcularam-se assim os valores médios dos
volumes iniciais e finais (Tabela 1V.2). Para cada ficheiro e a partir da relacéo linear entre
V/Vo e FIFoe dos respectivos pares de valores de Fini/Fo e Vin/Vo, determinou-se o declive

(a) e ordenada na origem (b) de cada recta de calibracao.

Figura IV.5. Determinacdo do volume celular utilizando o software ImageJ. Delimitacdo das
células (A) no instante da introducéo do choque e (B) no novo equilibrio osmético.

Tabela IV.2. Determinagéo do volume, nos dois instantes de tempo analisados, através da relagdo
pixel/area e consequente conversdo em volume, considerando as células esféricas.

Célula Pixéis Area Raic Volume Célula Pizéis Area Raio Volume
(Mm2)_ (um  pm?) (Hm?)  (Qm)  (pm®)
1 6129 18867 7.1 1.503 54 1 45875 126,21 6,34 106658
2 6373 17017 736 166985 2 4127 106,84 583 830,73
3 747 19538 789 205444 3 4199 108,71 5,88 852,61
4 7883 20408 806 219315 4 3060 7922 502 53041
5 98351 25531 902 3.0V775 5 3884 100585 566 7549
6 6197 16043 713 152864 -1 4703 121,76 623 101064
7 6534 162,16 734  1.65501 7 6047 186485 TF08 147347
8 6502 16833 732 164287 8 6047 15655 T06 147347
9 6919 17912 755 180342 9 3580 9268 543 671,21
10 G818 18082 6,32 1.39057 10 TI17 18425 T66  1.881,38
Média 787 1.851.92 Média 6,22 1.054,90
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A Figura V.6 representa o resultado final da conversdo de um sinal de

fluorescéncia em volume relativo.
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Figura IV.6. Representacao gréfica da variagao de volume celular relativo ao longo do tempo.
Ap0s a calibragéo dos sinais de fluorescéncia recolhidos e tratados, obteve-se os sinais em volume
relativo (O<vrei<1) que foram utilizados para estimar os parametros de permeabilidade.

ApOs todos os passos apresentados, os dados da variagdo de V/Vo foram entao
analisados através do modelo matematico implementado no software Berkeley Madonna
gue permite estimar as permeabilidades (Pr e Pgy) por ajustamento da curva teorica as
curvas experimentais obtidas. O modelo construido e utilizado para estimar os parametros
de permeabilidade teve por base as equacfes simplificadas de Kedem Katchalsky. Os
dados calibrados e previamente guardados num documento de texto, foram importados
para o software ao qual foi fornecido os valores das constantes e os valores iniciais dos
parametros (permeabilidades e volume n&o-osmatico) apresentados na Tabela IV.3. Estes
valores constantes foram utilizados para todos os ajustes realizados sendo que nédo voltara
a ser feito referéncia aos mesmos daqui em diante. Também foi necessario fornecer o
valor médio, em cm, do raio das células (ro) deduzido aquando da determinacao do volume,
no instante t=0, através do ImageJ. O volume nao-osmético foi estimado varias vezes,
utilizando diferentes séries de dados, e verificou-se que o seu valor era, em média, inferior
a 0,1 concluindo que o seu valor era negligencidvel. Assim, os ajustes aos dados
experimentais das diferentes transfec¢des foram realizados considerando o volume néo-

osmadtico constante e igual a zero.
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Tabela IV.3. Pardmetros constantes utilizados no software Berkeley Madonna, para estimar os
parametros de permeabilidade.

Parametros
T 298 K
R 8,3144 J mol! K1
Vw 18 m3 mol*
Osmolaridade externa 300 mOsm
Soluto adicionado 300 mOsm
Tonicidade 2

Seguindo os objectivos a que se propds a realizacéo deste trabalho experimental,
foi caracterizada a cinética de transporte de agua e glicerol das diferentes células
transfectadas, analisando os respectivos sinais desde i) a introdu¢édo do choque de manitol
t=60s até a re-introducéo da solucao isotonica de HEPES (t=160s) para a estimativa do Ps
e, ii) a introdugao do choque de glicerol t=250s até cerca de 400s para estimativa do Pgy.

Durante os 60s iniciais as células estiveram equilibradas em tampao HEPES, em
que (0SMout)o=(0SMin)o=300mMOsm, substituido, ao final de 60s, pelo tampdo HEPES com
manitol, em que (0SMout)o=600mMmOsm. O choque osm@tico foi introduzido recorrendo a um
soluto impermeante (manitol) para avaliar alteracdes mensuraveis de volume estando as
células em novo equilibrio osmético entre os 120s 150s. O grafico da variagdo de volume
relativo das diferentes células transfectadas, assim como o ajuste do modelo aos dados
experimentais do pSportl (Figura 1V.7). Ndo se apresentam aqui os outros dois ajustes

pois séo quase sobreponiveis.
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Figura IV.7. Representacgdo gréfica da variagdo de volume celular relativo ao longo do tempo,
e respectivos assentamentos das curvas teéricas aos dados experimentais (==). Aazul (0), a
laranja (&) e a verde (£ ) correspondem os dados experimentais calibrados para as células com
pSportl (controlo), AQP3 selvagem e AQP3 mutada (Cys40Ser), respectivamente. Inicialmente, o
ajuste das curvas tedricas foi realizado, aproximadamente, entre os 60s e 160s para estimar o
parametro de permeabilidade a Agua (Pr). Durante este periodo as células estiveram incubadas com
manitol. De seguida, o ajuste da curva tedrica foi realizado, aproximadamente, entre 0os 265s e 400s
para estimar o parametro de permeabilidade ao glicerol (Pgy). Durante este periodo as células
estiveram incubadas com glicerol. Para os diferentes ajustes considerou-se a média do raio celular
inicial (ro) igual a 7,5um.

Ao analisar os diferentes sinais verifica-se que a resposta das células a introdugéo
deste choque osmético com manitol € muito semelhante, relativamente a velocidade em
que se atinge o volume final. O volume relativo manteve-se constante, e igual a 1, durante
0s primeiros 60s. Apés a substituicdo da solucdo isotdnica por uma solugdo com o dobro
da osmolaridade, as células diminuiram o seu volume, de forma rapida, para metade para
reajustar a osmolaridade interna e manter a homeostase. Apds a optimizagdo do
assentamento das curvas tedricas aos dados experimentais obteve-se 0s seguintes
parametros de permeabilidade a agua: Pt psportyy = (5,93+£0,001)x104 cm/s (n=10); Ps (aqpr3
wn) = (7,50+1,20)x10“#cm/s (n=11) e Ps@aqr3muy = (7,10+0,60)x10* cm/s (n=15). Apresenta-
se, de seguida, os valores de permeabilidade estimados, sob a forma de grafico de barras
(Figura 1V.8).
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Figura IV.8. Estudo funcional do transporte de agua em células HEK 293T com pSportl
(controlo) e em células HEK 293T com sobre-expressdo do gene AQP3 selvagem e AQP3
mutada (Cys40Ser). Este grafico representa os valores de permeabilidade & 4gua estimados, com
o0 respectivo desvio padréo calculado.

As células com o vector vazio (pSportl) serviram como controlo para que fosse
possivel saber qual a permeabilidade intrinseca das células HEK 293T a agua. Pelo valor
estimado, comprova-se que estas células j& possuem uma alta permeabilidade. Por
comparacdo com as ceélulas controlo, verifica-se que as células com a AQP3 selvagem
ndo apresentam um aumento consideravel de permeabilidade & 4gua sendo que valor se
encontra muito proximo do descrito na literatura [57] onde se recorreu a micro-injeccéo de
cRNA codificante para a AQP3 em células Xenopus oocytes.

Tal como referido anteriormente, um dos objectivos deste trabalho era avaliar a
importancia deste residuo no transporte de agua, e por comparagdo dos parametros entre
a AQP3 selvagem e a AQP3 mutante constata-se que, apesar da substituicdo do residuo
ndo se verificou nenhuma alteracdo da permeabilidade de 4gua pois 0s pardmetros sdo
muito semelhantes. Desta forma, ndo foi possivel determinar o mecanismo de transporte
de agua contudo fica provado que os residuos presentes na vizinhanca da Cys40
asseguram o transporte de agua quando este é substituido.

ApOs a caracterizagdo da cinética de transporte de dgua, o0 mesmo método foi
aplicado para estimar a permeabilidade ao glicerol. Entre os 200s e os 250s as células
estiveram equilibradas em HEPES em que (0SMout)o= (0SMin)o=300mMmOsm e readquiriram
0 seu volume inicial vre=1. Ao final deste periodo substituiu-se a solugcdo por tampéo
HEPES com glicerol, em que (0Smou)in=600mMmOsm. Para a obtenc¢éo do Pgy utilizaram-se
os dados experimentais, aproximadamente, entre 0os 265s e os 400s, periodo durante o
gual as células estiveram imersas em tampao HEPES com glicerol. O choque osmético foi

pois introduzido recorrendo ao soluto permeante glicerol. Na Figura IV.7 mostra-se o sinal
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gréfico relativo as diferentes células transfectadas desde os 265s aos 400s, com o
respectivo ajuste das curvas tedricas aos respectivos dados experimentais.

Desta vez, e contrariamente ao que aconteceu no choque de manitol, os sinais
nao se comportaram todos da mesma forma. Ao analisar o sinal correspondente as células
controlo constata-se que o seu comportamento se assemelha ao apresentado quando se
introduziu o choque de manitol. De forma totalmente oposta, foi o comportamento das
células com a AQP3 selvagem assim como as com AQP3 mutada. Estas células,
mantiveram o seu volume constante quando equilibradas com a solugdo isoténica,
diminuindo ligeiramente e recuperando o volume inicial, apés a introducdo do choque com
glicerol. Estas células, por possuirem uma sobre-expressédo de AQP3 recuperaram o seu
volume normal rapidamente através da entrada de glicerol que arrasta consigo moléculas
de agua.

Posteriormente ao ajuste da curva teérica aos dados experimentais, obteve-se 0s
seguintes parametros de permeabilidade ao glicerol: Pgy psportz) = (0,00£0,001)x10-° cm/s
(n=6); Pgly (agrs wT) = (3,19+0,40)x10° cm/s (n=11) e Pgy (agr3s muy = (3,00£0,35)x10° cm/s
(n=12). Apresenta-se, de seguida, os valores de permeabilidade estimados, sob a forma
de gréfico de barras (Figura IV.9).

4,00 - 3,19

3,00

3,50
3,00 4

2,50 -
mpSporti

EAQPIWT
5 AQP3 Mut

2,00 -
1.50

Pgyy x 1073 (cmls)

1.00 4
0.50 4

0.00

0,00
Auphen OpM

Figura IV.9. Estudo funcional do transporte de glicerol em células HEK 293T com pSportl
(controlo) e em células HEK 293T com sobre-expressao do gene AQP3 selvagem e AQP3
mutada (Cys40Ser). Este grafico representa os valores de permeabilidade a 4gua estimados, com
0 respectivo desvio padrao calculado.

Inicialmente, foi estimado o parametro Pgy nas células controlo para avaliar a
expressdo homdloga de transportadores de glicerol. Por se aproximar de zero, o transporte
de glicerol ndo foi mensuravel nas células controlo, e consequentemente, tornou-se
impossivel verificar a presenca de transportadores de glicerol através desta técnica. A
quantificacdo de transportadores de glicerol nas células HEK 293T requer uma técnica
mais selectiva e com maior precisdo dada a sua expressao tdo residual. No entanto, o
nosso interesse é caracterizar a cinética de transporte de glicerol da AQP3, em que se

estimou o parametro Pqytanto em células com a AQP3 selvagem como a AQP3 mutada.
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Tanto num caso como no outro observou-se um aumento substancial da permeabilidade
ao glicerol em comparacdo com as células controlo, confirmando a localizacdo da AQP3
na membrana plasmatica. Tal como ja tinha acontecido na caracterizacdo cinética do
transporte de agua, neste caso, o parametro de permeabilidade ao glicerol da AQP3 WT
encontra-se muito préximo ao descrito na literatura [57].

Tal como anteriormente, também se analisou a importancia da Cys40, desta vez,
no mecanismo de transporte glicerol através AQP3. Ao comparar o parametro Pgy
estimado para as células com a AQP3 mutada com o estimado para as células com a
AQP3 selvagem verifica-se que ndo existe uma alteracdo significativa pelo que fica
provado que existem outros residuos na vizinhanca do residuo Cys40 que asseguram o
transporte de glicerol quando este é substituido por uma serina, tal como aconteceu com

no transporte de agua.

4.2.1.3. Estudo do efeito inibidor do Auphen

As condicdes de andlise utilizadas para este estudo (condi¢cdes de incubacgéo da
sonda, osmolaridade das solugBes utilizadas para introducdo do choque, condi¢cbes de
aquisicado, tratamento e calibracédo de sinal) foram muito semelhantes as anteriores. Para
além da sonda, também se incubou 5uM Auphen durante 30min, a 37°C e 5% CO., antes
de se iniciar a experiéncia. Assim, s6 serdo apresentados 0s ajustes obtidos bem como os
parametros de permeabilidade estimados sob a forma de grafico de barras. Tal como
anteriormente, o volume ndo-osmético foi estimado véarias vezes e obteve-se 0 mesmo
resultado (b<0,1). Dessa forma, este parametro foi considerado constante, e igual a zero,
para os ajustes realizados aos dados experimentais das diferentes transfec¢des.

Numa primeira fase, a analise dos dados foi feita, aproximadamente, entre 0s 0 e
0s 160s com o objectivo de estimar o parametro de permeabilidade da agua. Durante este
periodo, e como aconteceu anteriormente, as células estiveram equilibradas em tampéo
HEPES e ao fim de 60s substituiu-se pelo tampdo HEPES com manitol. De seguida,
apresenta-se um grafico significativo relativo as células com AQP3 selvagem e outro com
a AQP3 mutada (Figura IV.10). Nao sdo apresentados os ajustes da curva tedrica aos
dados experimentais no intervalo de tempo durante o qual as células estiveram
equilibradas com manitol, visto que os dados experimentais sdo muito semelhantes aos
obtidos anteriormente, na caracterizagdo da AQP3. Da mesma forma, ndo se apresenta
os dados experimentais obtidos para as células controlo, uma vez que nao se verificou

alteracao do comportamento quando estas foram incubadas com Auphen.
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Figura IV.10. Representacéo grafica da variagcdo de volume celular relativo ao longo do tempo,
e respectivos assentamentos das curvas teoricas aos dados experimentais (™). (A) Dados
experimentais calibrados para as células com AQP3 selvagem e (B) para células com AQP3 mutada
(Cys40Ser) sem incubacéo de Auphen (2) e com incubago de 5uM Auphen (© ). O ajuste da curva
tedrica foi realizado, aproximadamente, entre 0os 265s e 400s para estimar o parametro Pgy. Durante
este periodo as células estiveram incubadas com glicerol. Para os diferentes ajustes considerou-se
a média do raio celular inicial (ro) igual a 7,5pm.

Ao comparar os dois sinais de cada transfeccdo (com e sem Auphen), verifica-se
que o0 seu comportamento é muito semelhante entre si, ndo se tendo encontrado
alteragGes significativas a permeabilidade a agua devidas ao Auphen, quer na AQP3
selvagem quer na mutada assim como nas células controlo. Apds o ajuste das curvas
teéricas aos dados experimentais obtiveram-se 0s seguintes parametros de
permeabilidade & dgua para as células incubadas com Auphen: Ps psportry = (6,10+£0,001)x
104 cm/s (n=12); Pt aor3wt) = (5,38+1,70)x10-*cm/s (n=27) e Pt (agpr3 muy = (5,37£0,87)x10
cm/s (n=14). Na Figura 1V.11 sdo apresentados, em conjunto, os parAmetros Pr estimados
na auséncia e na presenca de Auphen, por forma a comparar e discutir o efeito inibidor do

composto em estudo.
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Figura IV.11. Estudo funcional do transporte de agua em células HEK 293T com pSportl
(controlo) e em células HEK 293T com sobre-expressdo do gene AQP3 selvagem e AQP3
mutada (Cys40Ser). Este grafico representa os valores de permeabilidade & d4gua estimados, com
o respectivo desvio padréo calculado, para as células sem incubagdo e com incubagéo de 5uM
Auphen.

Primeiramente, foi estimado o pardmetro de permeabilidade a dgua nas células
controlo. Estas células ja tinham apresentado uma alta permeabilidade intrinseca
anteriormente e, ao analisar o grafico, verifica-se que o inibidor ndo tem qualquer efeito
sobre 0 mecanismo de transporte de agua visto que os parametros estimados em ambos
0Ss casos se aproximam, provando que o Auphen ndo tem qualquer afinidade para nenhum
transportador de agua das células controlo.

De seguida, foram analisadas as células com a AQP3 selvagem e com a AQP3
mutada para avaliar a ac¢do do Auphen no transporte de agua. Ja tinha sido determinado,
anteriormente, que este composto era selectivo para a AQP3 contudo, e analisando os
dados obtidos, nao se verifica qualquer efeito inibidor do composto no transporte de agua,
tanto num caso como no outro, visto que o Ps estimado se assemelha ao valor determinado
na caracterizacao da cinética de transporte de agua. Em ambos os casos, prova-se que a
incubagéao das células com 5uM de Auphen néo teve qualquer efeito no transporte de agua
que se pode dever a incapacidade de bloquear o canal & passagem da agua ou a
incapacidade de ligacdo do composto a AQP3.

ApOs estudar o efeito do Auphen no transporte de agua, aplicou-se 0 mesmo
método para avaliar o efeito deste composto no transporte de glicerol. Aos dados
experimentais, previamente tratados e importados para o software, fez-se ajustar a curva
tedrica, por optimizacado do Pgy, mantendo constante o valor de Prestimado para cada
série de dados. O ajuste realizou-se, aproximadamente, entre 0s 265s e o0s 400s, periodo
durante o qual as células estiveram equilibradas em tampao HEPES com glicerol (Figura
IV.10).
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Ao analisar os diferentes sinais verifica-se que 0 seu comportamento varia
bastante. Numa fase inicial, as células mantiveram o seu volume relativo constante, e igual
a 1. Apos a introducéo do choque, as células reagiram de forma muito distinta. As células
controlo apresentaram um comportamento muito semelhante aquando da introducéo do
choque com manitol, isto é, diminuiram o seu volume para metade sem nenhuma
recuperacao posterior (curvas ndo apresentadas). Os sinais correspondentes a AQP3
selvagem mostram um comportamento distinto na presenca e auséncia de Auphen, sendo
o decréscimo inicial de volume mais significativo nas células tratadas com Auphen. Os
volumes recuperam o seu valor inicial no final dos 400s. Para as AQP3 mutada a diferenca
dos sinais com e sem Auphen, ndo é tao significativa.

Apbés o ajuste da curva tebrica, obtiveram-se o0s seguintes parametros de
permeabilidade ao glicerol para as células tratadas com Auphen: Pgy (psportz) = (0,00£0,001)
x105 cm/s (n=8); Pgy aorz wt = (0,59+0,07)x10°cm/s (n=27) e Pgy (AQrP3 Muy =
(1,90+0,05)x10° cm/s (n=14). Apresenta-se, de seguida, um grafico de barras com estes
valores de permeabilidade, em conjunto com os pardmetros estimados na caracterizagédo
da cinética de transporte, por forma a comparar e discutir o efeito do Auphen no transporte
(Figura IV.12).
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Figura IV.12. Estudo funcional do transporte de glicerol em células HEK 293T com pSportl
(controlo) e em células HEK 293T com sobre-expressao do gene AQP3 selvagem e AQP3
mutada (Cys40Ser). Este grafico representa os valores de permeabilidade a agua estimados, com
0 respectivo desvio padrdo calculado, para as células sem incubag¢do e com incubagdo de 5uM
Auphen.
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Ja anteriormente se tinha provado que o transporte de glicerol ndo era mensuravel
nas células HEK 293T, com Pgy muito préximo de zero. Em células HEK 293T incubadas
com o Auphen, voltou-se a verificar o mesmo nao obtendo qualquer informacéo sobre uma
possivel ligacdo com algum transportador de glicerol presente na membrana celular visto
gue o seu transporte, e consequentemente, a sua possivel inibicdo, ndo sdo mensuraveis.

Numa segunda fase, analisou-se o sinal relativo as células com a AQP3 selvagem.
Anteriormente, ficou provado que estas células diminuiam ligeiramente o seu volume,
guando expostas a um choque osmético com glicerol, mas rapidamente havia a
recuperacao total por entrada de agua e glicerol. No entanto, quando as células séo
incubadas com 5uM Auphen reagem, de forma distinta, isto € com uma diminuicdo de
volume mais acentuada apés a introducao do choque com a posterior recuperacdo ao
volume inicial. Por comparagdo com parametros estimados em ambos os casos, verifica-
se que este composto inibe em 81,5% o transporte de glicerol. Tal como referido
anteriormente, a AQP3 estd associada ao aumento da capacidade de proliferacdo de
células de carcinoma epiderméide, uma vez que a sua sobre-expressdo aumenta a
entrada de glicerol nas células com a sua consequente utilizagdo no metabolismo e
formacédo de uma quantidade de ATP muito superior. O alto poder inibidor deste composto
assim como a sua selectividade para o transporte de glicerol, sdo poderosas vantagens
apresentadas pelo Auphen tornando-o num forte candidato para futuro desenvolvimento
de farmacos. Na segunda pate deste trabalho foram ainda efectuados estudos
complementares em que este inibidor foi testado em células de carcinoma epidermaide.
Adicionalmente, em colaboragdo com outro laboratério, realizaram-se estudos de
citotoxicidade e de proliferagédo celular de modo a correlacionar a inibicdo da fun¢éo da
AQP3 com a diminui¢éo da proliferagdo celular de células tumorais.

Por dltimo, estudou-se a importancia do residuo Cys40 no mecanismo de ligagéo,
visto que este residuo foi descrito como sendo o principal sitio de ligagcdo do Auphen [35].
O que se verifica € que as células com a AQP3 mutada ndo apresentam uma inibi¢cao tdo
marcada do transporte de glicerol, em comparacédo com as células com a AQP3 selvagem.
Para a AQP3 mutada, a percentagem de inibi¢cdo obtida foi somente de 36,7%, provando
que o que anteriormente apenas era conhecido por modelacdo molecular. O residuo
Cys40 é de facto o principal sitio de ligacdo do composto a proteina, apresentando uma
alta eficiéncia quando se liga a este residuo. Contudo quando este é substituido por uma
serina, possivelmente o Auphen encontra um segundo local de ligacdo que leva a uma

inibicdo parcial, com uma inibicAo menos eficaz.

51



Resultados e Discussao

4.2.2. Expressdo homéloga de AQP3 em células A-431

4.2.2.1. Caracterizacdo da cinética de transporte

Nesta segunda parte do trabalho experimental, o processo de incubag¢édo da
sonda, a montagem da lamela, a osmolaridade das solu¢fes utilizadas para introducéo do
choque osmotico, bem as condi¢cdes de aquisicdo dos sinais de fluorescéncia, o seu
tratamento e calibracédo foram feitos de forma semelhante a descrita para as HEK 293T.
Assim a demonstracdo representativa apresentada anteriormente deve ser tida como
exemplo também para os ensaios realizados com esta linha celular. Apresenta-se, de
seguida, uma imagem representativa das células de carcinoma epiderméide humano
(Figura IV.13).

Figura IV.13. Células A-431 incubadas com calceina-AM.

Para esta linha celular, foi estimado o volume nao-osmético celular (b) para
cada ensaio e verificou-se que este parametro se aproximou, em média, de 0,4. Assim,
decidiu-se ter em conta este valor como constante para a estimativa dos parametros Ps e
Pgly.

Para caracterizar a cinética de transporte de agua e glicerol, as células foram
equilibradas em tampédo HEPES, substituido ao final de 80s por tampdo HEPES com
manitol ou com glicerol, respectivamente. De seguida, apresenta-se os dois gréficos,
assim como os ajustes obtidos aos dados experimentais, relativos aos ensaios com

manitol e com glicerol (Figura IV.14).
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FiguraIV.14. Representacdo grafica da variagcdo de volume celular relativo ao longo do tempo,
e respectivos assentamentos das curvas tedricas aos dados experimentais (==). A azul (B) e
a laranja (0 ) correspondem os dados experimentais calibrados para as células apés sofrerem um
choque com manitol e glicerol, respectivamente. O ajuste das curvas tedricas aos dados
experimentais foi realizado entre os 80s e 130s para estimar o parametro Pre Pgy. Para os diferentes
ajustes considerou-se a média do raio celular inicial (ro) igual a 8,7um.

Em ambos os casos, as células mantiveram o seu volume relativo constante, e
igual a 1, durante o intervalo de tempo em que estiveram equilibradas com a solucéo
isotonica. A reaccao das células a introduc¢é@o do choque osmético variou de acordo com
0 tipo de soluto utilizado. No primeiro caso, as células diminuiram rapidamente o seu
volume para 0,7, em resposta a introdu¢cdo do choque com o dobro da tonicidade
equilibrando a osmolaridade interna e mantendo a homeostase. No segundo caso, a
reaccao das células foi ligeiramente diferente aquando da introdu¢é@o do choque. Verifica-
se que as células diminuem ligeiramente o seu volume, logo apés a introducao do choque
osmotico, com a consequente recuperacdo rapida do volume que se deve a sobre-
expressdo endogena da AQP3.

Ao ajustar a curva tedrica aos dados experimentais, obteve-se os seguintes
parametros: Ps= (8,20+0,87)x10* cm/s (n=10) e Pgy = (0,52£0,09)x10° cm/s (n=12). A
permeabilidade a agua destas células é muito semelhante a determinada previamente
para as células HEK com a AQP3 selvagem. Contudo, verifica-se que a permeabilidade
ao glicerol diminuiu consideravelmente quando comparada com a determinada para as
células HEK com a AQP3 selvagem (83,7%) o que significa que existe uma menor
expressdo desta proteina, ainda que suficiente para transportar glicerol através da

membrana, quando comparado com as células transfectadas.
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4.2.2.2. Estudo do efeito inibidor do Auphen

Todo o processo de incubagdo, tanto da calceina-AM como do Auphen, a
montagem da lamela na camara, aquisicdo dos sinais de fluorescéncias e,
consequentemente, tratamento e calibracdo dos dados experimentais foi feito de forma
semelhante a descrita para as células HEK 293T. Neste caso, também se considerou
constante o volume ndo-osmoético (b=0,4) na estimativa dos pardmetros de
permeabilidade.

As células foram equilibradas em tampdo HEPES substituido, ao final de,
aproximadamente, 80s por tampao HEPES com manitol ou com glicerol. Uma vez que néo
se verificou uma alteracéo significativa dos sinais de volume relativo para as células que
sofreram o choque com manitol, sdo apresentados exclusivamente os sinais de volume
relativo, e os respectivos assentamentos da curva tedrica, obtidos para as células que

sofreram um choque com glicerol (Figura IV.15).
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Figura IV.15. Representacdo grafica da variagdo de volume celular relativo ao longo do
tempo, e respectivos assentamentos das curvas teodricas aos dados experimentais (= ). A
azul (B) e a laranja (9) correspondem os dados experimentais calibrados para as células sem
incubacdo e com incubagdo de 5uM Auphen, respectivamente. O ajuste das curvas tedricas aos
dados experimentais foi realizado entre os 80s e 130s, periodo durante o qual as células sofreram
um choque com glicerol. Para os diferentes ajustes considerou-se a média do raio celular inicial (ro)
igual a 8,7um.

Tanto hum caso como no outro, o volume celular relativo manteve-se constante, e
igual a 1, durante o intervalo de tempo em que as células estiveram equilibradas com a
solucao isotonica. Tal como anteriormente se verificou, a reaccao das células, apés a
introdugéo do choque hiperosmético (A=2), variou de acordo com o tipo de soluto utilizado.
Quando se introduziu um choque osmaético com manitol, o volume relativo celular diminuiu
significativamente, mantendo-se constante apos atingir o equilibrio osmético (curva nao
apresentada). Quando se introduziu o choque com glicerol, o volume celular diminuiu

ligeiramente para 0,8 com a consequente recuperacdo rapida do volume. Apoés a
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optimizacao do assentamento da curva tedrica aos dados experimentais obteve-se 0s
seguintes parametros de permeabilidade a agua e ao glicerol das células tratadas com
Auphen: Ps = (6,37£1,97)x10* cm/s (n=11) e Pgy = (0,25+0,05)x10-° cm/s (n=14). De
seguida, apresenta-se dois graficos de barras com os parametros Pse Pgy estimados tanto

na auséncia como na presenca de 5uM Auphen (Figura IV.16).

A 10,00 - 8 20
9,00 - 6,37
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -

P; x 104 (cmis)

Auphen OpM Auphen 5pM

m

0,70 -
0,52
0,60 -

0,25

Pgyy x 10 (cm/s)
=]
=
=

0,10 -

0,00 -
Auphen OpM Auphen 5pM

FiguralV.16. Estudo funcional do transporte de agua e glicerol em células A-431. Estes graficos
representam os valores de permeabilidade (A) a &gua e (B) ao glicerol estimados, com o respectivo
desvio padrao calculado, para as células sem incubagdo e com incubacgéo de 5uM Auphen.

Ao comparar os pardmetros estimados verifica-se que as células incubadas com
0 Auphen durante 30min conseguem transportar agua a mesma velocidade, ou seja, nao
se observa qualquer efeito deste composto no transporte em causa. Contudo, o transporte
de glicerol destas células apds a incubagdo com 5uM Auphen diminuiu cerca de 51,9%. A

percentagem de inibicdo ndo é tdo elevada como a obtida anteriormente, mas a
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permeabilidade ao glicerol desta linha celular também é muito menor quando comparada
com a estimada para as células HEK 293T com a AQP3 selvagem. Estes resultados
corroboram as conclusdes obtidas anteriormente, em que o Auphen apresenta um alto

poder inibidor e selectividade para o transporte de glicerol através da AQP3.
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Ao longo dos ultimos anos, a AQP3 despertou o interesse dos investigadores
cientificos ndo s6 devido ao seu influente papel na hidratacdo da pele e cicatrizacéo de
feridas mas principalmente por estar implicada na proliferacdo epidermal e na formacao
de carcinoma epidermdide. Esta proteina transportadora de agua tem também a
capacidade de permear glicerol através da membrana celular. Este composto orgéanico é
transformado em glicerol-3-fosfato e consequentemente metabolizado gerando uma
grande quantidade de ATP, que serve de energia para as diferentes funcbes celulares.
Actualmente, ja foi verificada uma correlacdo directa entre a proliferacao celular e o
contelido celular em ATP e glicerol [23] assim como também se realizaram estudos em
células com supresséo da AQP3 onde se verificou uma resisténcia a formacéo de tumor
[32]. Apos estes estudos, a AQP3 tornou-se um alvo para o desenvolvimento de drogas,
principalmente inibidores com base em mercuario e em platina. Enquanto os compostos
com base em mercurio sdo pouco selectivos e bastante téxicos, os compostos com base
em platina apresentam uma alta selectividade e chegaram a ser utilizados na terapia de
cancro, com uma alta taxa de cura. Contudo, este composto também apresenta efeitos
secundarios significativos, pelo que houve de novo um enorme interesse em desenvolver
novos complexos organometélicos que apresentassem uma melhor relacdo cura/efeitos
secundarios.

Este trabalho experimental dividiu-se em duas partes em que na primeira teve-se
como objectivo principal estudar e caracterizar a fun¢do da AQP3 e na segunda analisar
o efeito do Auphen no transporte de &gua e glicerol. Os objectivos deste trabalho foram
concretizados por recurso a técnica de microscopia de fluorescéncia, em que se utilizou a
calceina para reportar a variagdo de volume através da variacdo da intensidade de
fluorescéncia. Apds a calibracéo dos dados experimentais obtidos, assentaram-se curvas
tedricas geradas por simulacdo numérica do modelo matemético, que permitiu estimar os
parametros de permeabilidade.

Inicialmente, a caracterizagdo da funcéo da AQP3 foi feita em células HEK 293T
com sobre-expressdo da AQP3 selvagem de rato (Rattus norvegicus) em que 0s
parédmetros de permeabilidade & agua e ao glicerol estimados se aproximam dos descritos
na literatura. Apesar de se conhecer as diferentes fun¢es desta proteina na pele ainda
se desconhece a sua estrutura e o seu mecanismo de transporte. Dessa forma foi
produzido um mutante da AQP3, em que substituiu a cisteina localizada na posic¢éo 40 por
uma serina, para avaliar a influéncia deste residuo no mecanismo. Apds analisar os
resultados por comparagdo com os obtidos para as células com a AQP3 selvagem,
verifica-se que nado existe alteracdo de permeabilidade, quer de agua ou de glicerol,
quando o residuo esta mutado, concluindo-se que os residuos localizados na vizinhanca
da Cys40 asseguram o transporte quando este residuo esta substituido.

De seguida, tanto as células com sobre-expressao de AQP3 selvagem como de
AQP3 mutada foram incubadas com Auphen. Este complexo organometalico com base

em Au(lll) ja tinha demonstrado uma alta selectividade para a AQP3; contudo, o0 seu

58



Conclusodes

mecanismo de ligacdo a proteina apenas tinha sido verificado por simulagdo molecular.
Neste trabalho propbs-se determinar experimentalmente o mecanismo de ligacéo, através
da mesma técnica. Apds analisar os resultados obtidos, verifica-se que nao existe uma
variacdo significativa do parametro de permeabilidade a agua quando as células, tanto
com AQP3 selvagem ou mutada, sdo incubadas com o Auphen, o que leva a concluir que
0 composto nao inibe o transporte de moléculas de dgua através do poro. Contudo, e apés
incubacédo das células nas mesmas condigGes, os parametros de permeabilidade ao
glicerol apresentaram uma variagdo significativa de comportamento. Nas células com
sobre-expressédo de AQP3 selvagem verifica-se uma inibicdo do transporte de glicerol de
aproximadamente 81,5%, enquanto para as células com sobre-expressdo de AQP3
mutada esta inibicdo é cerca de 36,7%. A diferenca do poder de inibicdo entre as duas
formas da AQP3 deve-se ao facto do residuo Cys40 ser o sitio de ligacdo preferencial do
composto a proteina, tal como verificado anteriormente por simula¢éo molecular [35]. No
entanto, estes resultados sugerem que o Auphen tem um segundo local de ligacdo a
proteina quando o residuo Cys40 esta ausente.

Numa segunda fase, utilizou-se células de carcinoma epidermadide, com uma alta
expressdo endégena de AQP3, para corroborar os resultados obtidos anteriormente.
Inicialmente, caracterizou-se a cinética de transporte tanto de agua e de glicerol destas
células. Apos avaliar os parametros estimados, verifica-se que a permeabilidade destas
células a 4gua é muito semelhante a obtida anteriormente; contudo a permeabilidade ao
glicerol diminuiu consideravelmente, o que significa uma menor expresséo desta proteina
quando comparada com as células HEK 293T. Seguidamente, as células foram incubadas
com Auphen nas mesmas condi¢des para que os dados fossem comparaveis. Tal como
anteriormente, nao se verificou influéncia do composto no transporte de agua enquanto o
transporte de glicerol foi inibido em cerca de 51,9%. A diminuicdo da percentagem de
inibicdo, quando comparada com a obtida nas células HEK 293T com AQP3 selvagem, é
um reflexo da diminuicao do nivel de expressao verificada nas células A-431. No entanto,
a inibicdo do transporte de glicerol é significativo pelo que os resultados corroboram os
obtidos.

Em suma, podemos concluir que este composto organometéalico apresenta uma
elevada selectividade para o transporte de glicerol e um alto poder inibidor. Juntamente
com os resultados obtidos sobre o seu efeito inibidor da proliferacéo de células com sobre-
expressdo de AQP3 (resultados obtidos noutro laboratério que sao conjuntamente
incluidos num artigo cientifico submetido para publicagéo), as caracteristicas do composto
Auphen determinadas neste trabalho experimental apoiam-no como um forte candidato
para futuro de desenvolvimento de farmacos, em particular para terapéuticas
direccionadas a cancro de pele.
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Anexos

Anexo | — Meios de Cultura e Antibiético

1. Meio Luria-Bertani (LB) + Ampicilina (Amp)

Tabela VII.1. Composigdo do meio LB utilizado na cultura de E. coli. Apds perfazer o volume, acertar
0 pH do meio para 7 e autoclavar durante 15 minutos a latm.

Composto Concentragéo final
Triptona (BD Bacto ™) 10 g/L
Extracto de Levedura (BD Bacto ™) 5g/L
NaCl (Merck) 10 g/L
Ampicilina (Sigma-Aldrich®) 0,1¢g/L
Agar (BD Bacto ™) 1,5%
H20 destilada 1000 ml

Nota: Para se fazer meio de cultura liquido ndo se adiciona agar

2. Ampicilina (Solucéo Stock 10mg/ml)

1. Pesar 19 e preparar 100 ml de solu¢éo com H20 destilada
2. Adicionar NaOH até que se dissolva completamente

Esterilizar por filtragdo (filtros 0,45um)

3. Meio Super Optimal Broth (SOB)

Tabela VII.2. Composi¢do do meio SOB utilizado na cultura de E. coli. Apos perfazer o volume,
acertar o pH do meio para 7 e autoclavar durante 15 minutos a 1atm.

Composto Concentragéo final
Triptona (BD Bacto ™) 2% (p/v)
Extracto de Levedura (BD Bacto ™) 0,5%
NaCl (Merck) 10mM
KCI (Riedel-de Haén) 2,5mM
MgClz (Sigma-Aldrich®) 10mM
MgSO4 (Sigma-Aldrich®) 10mM
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4. Solucéo de transformacao e armazenamento (TSS)

Tabela VII.3. Composicdo da solu¢do 2x TSS (transformation and storage solution) utilizada na
preparagdo de células E. coli competentes. Apds perfazer o volume, autoclavar durante 15min a
latm.

Composto Concentracéo final
PEG 3350 (Sigma-Aldrich®) 20% (p/v)
DMSO (Merck) 10% (p/v)
MgClz (Sigma-Aldrich®) 50mM
Meio LB 0,5x

Anexo Il — Mapa do Vector
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Figura VII.1. Mapa de restricdo do vector pSportl-AQP3 (Rattus norvegicus). Vector de
expressao construido no software SnapGene. A insercdo do gene AQP3 (Rattus norvegicus) ocorreu
nos locais especificos das enzimas de restricdo Mlu | e Not I.
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Anexo Il — Preparacdo de solucbes tampéo
utilizadas nos estudos funcionais
1. Tampao fosfato-salino (PBS)

Tabela VIl.4. Composicédo da solucéo PBS utilizado para lavar as células humanas. Apos perfazer
0 volume, acertar o pH do meio para 7,4 e autoclavar durante 50 minutos a latm.

Composto Concentragéo final (mM)
NaCl (Merck) 136
KCI (Riedel-de Haén) 2,7
Na:HPO4.2H20 (Riedel-de Haén) 8
KH2PO4(Merck) 15

2. Tampéao HEPES

Tabela VII.5. Composicao do tampdo HEPES utilizado nos estudos funcionais para equilibrar as
células. Apds perfazer o volume, acertar o pH do meio para 7,4 e medir a osmolaridade final.

Composto Concentragéo final (mM)
NaCl (Merck) 135
KCI (Riedel-de Haén) 5
CaClz2.2H20(Merck) 25
MgS04.7H20 (Merck) 1,2
D-Glucose (Pronalys AR) 10
Hepes (BDH) 5

Osmolaridade Final
300mOsm
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3. Tampao HEPES com manitol

Tabela VII.6. Composi¢do do tampdo HEPES com manitol utilizado nos estudos funcionais para
induzir o choque osmotico. Apds perfazer o volume, acertar o pH do meio para 7,4 e medir a
osmolaridade final.

Composto Concentracgdao final (mM)

NaCl (Merck) 135
KCI (Riedel-de Haén) 5

CaCl2.2H20(Merck) 2,5
MgS04.7H20 (Merck) 1,2
D-Glucose (Pronalys AR) 10
Hepes (BDH) 5

Manitol(Merck) 300

Osmolaridade Final
600mOsm

4. Tampao HEPES com glicerol

Tabela VII.7. Composicdo do tampdo HEPES com glicerol utilizado nos estudos funcionais para
induzir o choque osmotico. Apds perfazer o volume, acertar o pH do meio para 7,4 e medir a
osmolaridade final.

Composto Concentragéo final (mM)

NaCl (Merck) 135
KCI (Riedel-de Haén) 5

CaClz.2H20(Merck) 25
MgSOa.7H20(Merck) 1,2
D-Glucose (Pronalys AR) 10
Hepes (BDH) 5

Glicerol (Sigma-Aldrich®) 300

Osmolaridade Final
600mOsm
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Anexo IV — Protocolos Experimentais

1. Preparacédo de células competentes

1.1.

1.2.

1.38.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.
1.8.
1.9.

1.10.

1.11.

Descongelar em gelo, uma aliquota de células E. coli DH5a

Plaguear as células em meio LB e incubar durante a noite, a 37°C
Inocular uma coldnia isolada em 3ml de meio LB e incubar durante 12h, a
37°C

Transferir o meio de cultura para 250ml de meio LB. Incubar a 37°C até
gue a DOsoonm Seja aproximadamente 0,3-0,4

Durante o periodo de incubacéo, diluir (1:1)a solu¢éo 2x TSS em meio LB
e colocar em gelo e marcar os eppendorfs necessarios para armazenar as
células

Dividir 50ml de meio de cultura, do ponto 1.4, para tubos falcon e colocar
em gelo

Centrifugar durante 10 minutos a 1811 x g

Desprezar o SN

Adicionar 5ml de solucdo TSS diluida, previamente arrefecida em gelo, a
cada tubo falcon e ressuspender o pellet

Preparar aliquotas de 100pl nos eppendorfs, previamente marcados e
arrefecidos em gelo

Colocar imediatamente em azoto liquido e armazenar a -80°C

Nota: A partir do ponto 1.7 todos os passos s&o realizados em gelo. E necessario aguardar

um periodo de 12h antes de se descongelar uma aliquota de células competentes, sendo

sempre necessario testar a sua competéncia

2. Transformacéo de célulasE. coli

2.1.
2.2.
2.3.
2.4,
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

Descongelar em gelo, uma aliquota de células E. coliDH5a competentes
Colocar os tubos falcon em gelo

Adicionar 100yl de células competentes a cada tudo

Adicionar 10ul de DNA plasmidico aos respectivos tubos

Incubar durante 30 minutos a 0°C (gelo)

Colocar 45s a 42°C. Passar imediatamente para o gelo

Adicionar as células 0,9ml de meio SOC (Meio SOB + Glucose 2% (BDH)

Incubar durante 1 hora a 37°C, com agitagédo suave
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2.9. Mudar o meio de cultura para eppendorfs e centrifugar durante 5 minutos
al8lixg

2.10. Desprezar a maioria do sobrenadante (SN)

2.11. Ressuspender o pellet em 100 ou 200ul que sobra do SN

2.12. Plaguear em meio LB suplementado com ampicilina

2.13. Incubar durante a noite, a 37°C

Nota: E muito importante cumprir rigorosamente os passos 5 e 6 para evitar o crescimento

de colonias satélite

3. Kit de extraccdo de DNA Plasmidico (GenElute Plasmid
Midiprep Kit Sigma-Aldrich®)

3.1. Preparacéao das solucodes

e Preparar a solu¢do Ressuspensdo/RNase A e a solugdo de Lavagem 2 antes da
utilizacgéo inicial
e Guardar a solugdo Ressuspensdo/RNase A e a solucdo de Neutralizacéo a 2-8°C

antes da utilizac&o inicial

3.1.1.Ressuspensdo/RNase A
3.1.1.1. Agitar o tubo da solugdo RNase A brevemente
3.1.1.2. Adicionar 750pl da solugdo RNase A a solucdo de Ressuspensao
3.1.1.3.Guardar a 2-8°C

3.1.2.Solucéo de Lavagem 2
3.1.2.1.Adicionar 120ml de etanol 95%-100% ao frasco de soluc¢édo de
Lavagem 2
3.1.2.2.Apés cada utilizacdo, fechar muito bem o frasco da solugcéo de

Lavagem 2 diluida

3.2. Procedimento
3.2.1. Recolher 50ml de cultura de células incubadas durante a noite por
centrifugacdo a 5000 x g durante 10 minutos
3.2.2. Desprezar o SN
3.2.3. Adicionar 4ml de solucdo de Ressuspensdo/RNase A ao pellet
bacteriano
3.2.4. Ressuspender o pellet, completamente, pipetanto para cima e para

baixo ou colocando no vortex
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3.2.5.

3.2.6.

3.2.7.

3.2.8.

3.2.9.

3.2.10.

3.2.11.

3.2.12.

3.2.13.
3.2.14,
3.2.15.
3.2.16.
3.2.17.

3.2.18.

3.2.19.
3.2.20.
3.2.21.

3.2.22.
3.2.23.

3.2.24.
3.2.25.

3.2.26.
3.2.27.
3.2.28.

Adicionar 4ml de Solucdo de Lise e misturar imediatamente,
invertendo gentilmente 6 a 8 vezes. Nao se deve agitar nem colocar
no vortex!

Deixar a mistura repousar durante 3 a 5 minutos até se tornar clara e
viscosa. N&o permitir que a lise continue por mais do que 5 minutos!
Remover o pistdo e colocar o tubo da seringa num suporte para
manter na posic¢ao vertical

Adicionar 4ml da solucdo de Neutralizagao gelada a mistura e inverter
gentilmente 4 a 6 vezes. Formar-se-a um agregado branco
Adicionar 3ml de solucédo de Ligacéo ao lisado neutralizado e inverter
1a2vezes

Colocar, imediatamente, a solu¢cdo dentro do tubo da seringa. O
lisado celular ndo devera passar através do filtro até que se coloque
0 pistéo

Deixar o lisado repousar durante 5 minutos. O agregado branco
devera flutuar até ao topo

Colocar uma coluna de ligagédo GenElute HP Midripep dentro de um
tubo de microcentrifuga

Adicionar 4ml de solucdo de Preparagédo da Coluna a coluna
Centrifugar num rotor basculante a 3000 x g durante dois minutos
Descartar o eluido

Segurar o tubo da seringa por cima da coluna de ligagcéo
Gentilmente, aplicar pressdo no pistdo até sair metade da solucéo
limpida para a coluna de ligagao

Puxar o pistao para travar o fluxo. Cuidado para néo sobrecarregar a
coluna

Centrifugar num rotor basculante a 3000 x g durante dois minutos
Descartar o eluido

Adicionar o resto da solucdo limpida a coluna e repetir a
centrifugacdo

Descartar o eluido

Adicionar 4ml de solucéo de Lavagem 1 a coluna e centrigufar num
rotor basculante a 3000 x g durante 2 minutos

Descartar o eluido

Adicionar 4ml de solucéo de Lavagem 2 a coluna e centrigufar num
rotor basculante a 3000 x g durante 2 minutos

Transferir a coluna de ligagdo para um novo tubo de recolha
Adicionar 1ml de solu¢éo de Eluicao

Centrifugar num rotor basculante a 2000 x g durante 5 minutos
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3.2.29. O DNA plasmidico esta presente no eluido e esta pronto para ser
utilizado imediatamente. Também pode ser concentrado por
precipitacdo, ou guardado a curto prazo a 2-8°C ou a longo prazo a -
20°C

Nota: O protocolo pode ser consultado em
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/pln10bul.Par.0001.File.tmp/pln10bul.
pdf

4. Trasfeccédo de células eucaridticas (Lipofectamina 2000)

4.1. Preparacao das células

4.1.1.Plaquar 1,5x10% células em placas 35mmcom 2ml de meio DMEM
suplementado com 10% FBS (v/v) e 1% P/S (v/v) e incubar a 37°C e 5%
COz2, 24h antes da transfecgéo

4.1.2.No dia da transfec¢do, manter o meio DMEM sem soro e sem antibiético
a temperatura ambiente e substituir o meio das placas por este

4.2. Procedimento

4.2.1.Diluir 4ug DNA em 250ul de meio DMEM sem soro e sem antibiétioco

4.2.2.Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, sem nunca exceder
25 minutos

4.2.3.Diluir 10yl de lipofectamina em 250ul de meio DMEM sem soro e sem
antibiétioco. Nota: misturar cuidadosamente a lipofectamina antes de
usar

4.2.4.Num novo eppendorf, juntar o DNA com a lipofectamina diluida num
volume total igual a 500pl

4.2.5.Misturar cuidadosamente e incubar 20 minutos a temperatura ambiente

4.2.6.Adicionar o volume total, espalhando-o gota a gota pela placa. No final
rodar cuidadosamente para misturar com o0 meio

4.2.7.Incubar as células a 37°C e 5% CO: e trocar o meio 4 a 6h apés o
procedimento, por meio DMEM suplementado com 10% FBS (v/v) e 1%
P/S (viv)

Nota: No protocolo especificado pela Invitrogren, aconselha-se o uso de meio Opti-MEM
| Reduced Serum Medium. Contudo, neste protocolo foi sempre utilizado o0 meio DMEM.
O protocolo pode ser consultado em
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/lipofectamine2000 _man.pdf
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5. Isolamento de RNA de células eucariodticas (TRIzol)

5.1. Lavar as células com PBS e adicionar 1m de TRIzol incubando a
temperatura ambiente durante 5 minutos

5.2. Adicionar 200ul de cloroférmio e fechar o tubo

5.3. Agitar fortemente, a mao, durante 15s

5.4. Incubar a temperatura ambiente, durante 2 a 3 minutos

5.5. Centrifugar a amostra a 12000 x g, durante 15 minutos a 4°C. Esta mistura
ird ser separada em trés fases diferentes: 1) fase inferior (fenol-cloroférmio),
2) interfase e 3) fase superior (aquosa) que representa =50% do volume
total

5.6. Remover afase aquosa da amostra com uma pipeta. E aconselhavel inclinar
0 tubo (45°) durante este processo para evitar a extraccdo simultanea da
interfase ou da fase organica.

5.7. Colocar a fase aquosa num novo tubo e adicionar 500ul de isopropanol
100%

5.8. Incubar & temperatura ambiente, durante 10 minutos

5.9. Centrifugar a amostra a 12000 x g, durante 10 minutos a 4°C

5.10. Desprezar o SN e lavar o pellet com 1ml de etanol 70%

5.11. Misturar a amostra rapidamente num vortex e centrifugar a 7500 x g, durante
5 minutos a 4°C.

5.12. Secar a amostra ao ar e ressuspender em agua DEPC.

6. Sintese de cDNA por transcrigdo reversa (SuperScript Il RT)
6.1. Adicionar o0s seguintes compostos (Tabela VII.LB) a um tubo de
microcentrifuga sem nuclease e perfazer com agua destilada e esterilizada

até 12l

Tabela VII.8. Quantidade final da composicao para realizar a reac¢do de transcricdo reversa.
Perfazer o volume até 12ul com agua destilada e esterilizada.

Composto Quantidade final
Primers 2pmol
MRNA 300ng
dNTP Mix (10mM cada) 0,01pmol

6.2. Aquecer a mistura até 65°C durante 5 minutos. Arrefecer rapidamente em
gelo e recolher o contetido do tubo por centrifugacéo rapida

6.3. De seguida, adicionar 4pl de 5X Tampédo Primeira Cadeia (First-Strand
Buffer) e 2ul da solugéo 0,1M DTT

6.4. Misturar suavemente e incubar a 25°C durante 2 minutos
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6.5. Adicionar 1pl de SuperScript Il RT e misturar suavemente para cima e para
baixo com a pipeta
6.6. Incubar a 42°C durante 50 minutos

6.7. Inactivar a reaccéo, por aquecimento a 70°C durante 15 minutos.

Nota: O protocolo pode ser consultado em

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/superscriptll _pps.pdf
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