Aauwaporing 1
o primeiro gene
codificador de um canal

de agua identificado
em humanos

Gabriel José de Carli', Tiago Campos Pereira'> ~

! Programa de Pos-Graduagao em Genética, FMRP, Universidade de Sao Paulo,
Monte Alegre, Ribeirdo Preto, SP

2 Departamento de Biologia, Faculdade de Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto,
Universidade de Sao Paulo

Autor para correspondéncia - tiagocampospereira@ffclrp.usp.br

Palavras-chave: CHIP28, NPA, dessecacao, desidratagao, grupo sanguineo, hemacia


mailto:tiagocampospereira@ffclrp.usp.br

N

L ——
\v
P

:

oy

4 '
.‘\' it

que possui

molécula de 4gua é essencial para vida, ndo apenas por

ser um solvente orginico, mas também por participar
em diversos processos fisiolégicos tanto celulares como
sistémicos. Em processos como filtragio renal, manutenc¢io
da temperatura corpdrea e controle osmotico celular, o
movimento de moléculas de H20 através de membranas
bioldgicas é central. Devido 4 natureza anfipatica de

tanto dominios polares quanto
apolares.

membranas bioldgicas, o movimento de moléculas de H20
é desfavorecido, nesse sentido a existéncia de um canal em
membranas que seja permedvel 3 4gua, como as aquaporinas,
torna esse rdpido movimento vidvel e permite que processos
fisiolégicos como os citados acima ocorram eficientemente.
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O GENE AQPT

o comeco de 1990, o grupo de Peter

Agre e Gregory Preston isolou o DNA
complementar (cDNA) de uma proteina
inicialmente identificada em hemadcias hu-
manas. Tal proteina era a CHIP28 ou “pro-
teina integral formadora de canal de 28kDa’,
atualmente nomeada Aquaporina 1 [JUNG,
1994]. Posteriormente, a localizagio e a es-
trutura do gene AQPI (Aquaporina 1) foi
determinada; tal gene possui uma tnica cé-
pia no genoma humano e esté localizado no

brago menor do cromossomo 7, banda 14, e
possui 13 kpb de comprimento, comportan-
do 4 éxons (figura 1).

KDa: unidade de massa

Segundo informagoes do GeneBank no
NCBI, o gene AQP1 de humanos (Gene
ID: 358) pode ser transcrito em até cin-
co formas alternativas de RNA, dos quais
quatro codificam o mesmo tipo de protei-
na. A isoforma mais abundante da proteina
possui 269 residuos de aminoacidos, com
seu respectivo RNA mensageiro contendo

2914 nucleotideos (figura 1).

molecular, mil Daltons.
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Figura 1.
A estrutura do gene AQPI.
O gene codificador da
aquaporina 1 possui quatro
ESTRUTURA PROTEICA possui uma forma semelhante a de uma  &xons (caixas) e trés introns

E O CANAL DE AGUA

Assim como outras aquaporinas, a aquapo-
rina 1 pertence a uma superfamilia de pro-
teinas chamadas MIP (a sigla do inglés pode
ser traduzida como ‘principais proteinas in-
trinsecas da membrana’) a qual possui uma
estrutura caracteristica entre seus membros.
A estrutura é composta por seis dominios
que passam pela membrana (transmembra-
na) e, ligando tais dominios uns aos outros,
existem cinco alcas (figura 2A).

A conformagio da aquaporina 1 na mem-
brana esti demonstrada na figura 2B e

ampulheta; nesta conformagio, o dominio
transmembrana 6 se aproxima dos domi-
nios 1 e 2 (ver figura 2A e 2B). Além dis-
so, o dominio 3 aproxima-se dos dominios
4 e 5. Esta interagio entre os dominios
transmembrana permite que as alcas B e E
aproximem-se (ver figura 2A e 2B). Ambas
possuem um motivo composto por trés

(linhas mais finas). O RNA
mensageiro mais abundante
possui aproximadamente

3.000 nucleotideos (nt),
desconsiderando-se a cauda de
poliadenosinas (indicada como
linha horizontal mais espessa
na extremidade 3"). As areas
pretas dos éxons compreendem
as regides ndo traduzidas no

aminodcidos: asparagina, prolina e alanina
(asn-pro-ala), nesta ordem. Esses dois mo-
tivos unidos formam uma constrigio (um
pequeno orificio) pelo qual passa apenas
uma molécula de dgua por vez (figura 2B)

[JUNG et al., 1994].

mRNA; as brancas constituem
a regido traduzida que codifica
um polipeptideo de 269
residuos de aminoacidos.
Observacdo: os tamanhos dos
introns estao fora de escala.

Motivo: sequéncia
nucleotidica ou proteica que é
conservada.
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Homotetramero: complexo

O canal (ou poro) propriamente dito é for-
mado por um homotetramero do polipep-

formado por quatro unidades
iguais.

tideo de aquaporina 1. Em tal conformagio de
homotetrimero, as constri¢oes formadas por

cada motivo NPA-NPA sio orientadas para o
centro, formando assim um canal constituido
por quatro poros pelos quais hi a passagem
passiva e facilitada das moléculas de dgua.

A

Matriz extracelular

Figura 2.

O diagrama da proteina
aquaporina 1. (A) A proteina
em membranas bioldgicas com
os seis dominios transmembrana
e as 5 algas. (B) Conformacao
funcional da aquaporina

1 segundo o modelo da
ampulheta (C). Reparar na
formacao do poro a partir

da aproximacdo dos motivos
NPAs das alcas B e E, cuja
representacao estd demarcada
pelo circulo descontinuo em
“cr

FUNCAO FISIOLOGICA

O movimento de moléculas de dgua para
dentro/fora das células/tecidos pode ocor-
rer por difusdo, mas devido A natureza das
membranas biolégicas (bicamada lipidica)
este processo é desfavorecido e ocorre a uma
velocidade limitada. Em situa¢bes nas quais
um fluxo mais rdpido e eficiente de dgua é
necessirio, a simples difusdo pode nio ser
suficiente diante da demanda. Nesses casos,
o transporte de dgua pode ser amplamente
favorecido por meio das aquaporinas. Mes-
mo que esse seja um transporte passivo, o
fluxo é muito mais 4gil do que a simples di-

fusio (figura 3).

Segundo dados de expressio génica, AQP1
é majoritariamente expresso nos rins de se-
res humanos, mais precisamente no epitélio
do tibulo proximal e na por¢io descenden-
te da alca de Henle de cada néfron. Tanto
o epitélio como a por¢io descendente da
alca de Henle sio locais de intenso fluxo de
liquidos durante a formagio da urina. Por-
tanto, pessoas com deficiéncia da proteina
aquaporina 1 nio conseguem reabsorver
dgua durante a produgio da urina nessas
regioes, gerando, assim, uma urina nio con-

centrada. Essa perda excessiva de dgua pela
urina pode, eventualmente, levar a uma de-
sidratagio em algumas situagdes [KING et

al., 2001].

Além dos rins, AQP1 também é considera-
velmente expresso no tecido pulmonar, mais
precisamente no epitélio endotelial (tecido
que reveste internamente as vias aéreas). No
tecido pulmonar, aquaporina 1 tem relagio
com a permeabilidade de liquidos entre a
superficie do tecido aéreo e o tecido vascu-
lar. Fisiologicamente, essa permeabilidade é
importante para a manuten¢io do volume
ideal de lubrificacio do local onde ocorrem
trocas gasosas e escoamento do excesso de
liquido originado de eventuais edemas (in-

chago) [KING et al., 2002].

Camundongos mutantes para AQPI1 de-
monstraram sintomas semelhantes a hu-
manos, isto é, dificuldade em produzir uma
urina concentrada e desidratagio apds pe-
riodos de escassez de 4gua. Entretanto, nio
foram observadas alteragdes morfoldgicas
nos rins ou uma menor viabilidade, Altera-
¢oes morfoldgicas renais foram observadas
apenas em camundongos mutantes para

AQP1 e AQP3.
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Bicamada
lipidica

Difusao

Transporte passivo
via Aquaporinas

GRUPO SANGUINEO COLTON

Em 1968, os autores Race e Sanger des-
creveram um antigeno em hemdcias ade-

quado para ser utilizado como um grupo
sanguineo (assim como o sistema ABO
e Rh) e o chamaram de antigeno Colton.
Posteriormente, em 1990 o 1écus gendmi-
co CO foi identificado no cromossomo 7
e em 1994 notou-se que o gene AQP1 era
responsdvel pelo antigeno Colton presente
nas hemicias.

O grupo sanguineo Colton apresenta duas
variagbes, uma determinada Co(a) e outra
determinada Co(b) (figura 4A). O contras-
te molecular entre os dois alelos estd no resi-
duo de aminodcido na posi¢io 45 da protei-
na aquaporina 1: enquanto o grupo Co(a)
possui uma alanina nesta posi¢io, o grupo
Co(b) possui uma valina. Um terceiro e
mais raro variante deste grupo sanguineo
é o Co(a-b-), ou seja, hemdcias nas quais
nio ha proteina aquaporina 1 (figura 4B)

[SMITH et al,, 1994].

OUTRAS AQUAPORINAS

HUMANAS

Além de AQPI, a espécie humana possui
mais 11 genes codificadores de aquaporinas,
brevemente descritas a seguir.

O gene AQP2 esti localizado no brago
maior do cromossomo 12, sua proteina é
exclusivamente expressa nos tubos coleto-

res nos rins e sua permeabilidade 4 dgua é
regulada pelo horménio vasopressina (ou
horménio antidiurético, ADH). Na pre-
senga deste hormonio a urina fica mais con-
centrada devido 4 maior reabsor¢io de dgua
através da proteina aquaporina 2. Mutag¢oes
neste gene estio associadas ao desenvolvi-
mento de diabetes insipidus.

O gene AQP3 esta localizado no brago me-
nor do cromossomo 9 sendo expresso em
hemaAcias, mas com maior expressio no esd-
fago e na pele. Assim como AQPI, sua ex-
pressdo em hemdcias caracteriza um grupo
sanguineo denominado GIL. Em tal grupo
sanguineo, individuos com uma mutagio
que impede a expressio de AQP3 em suas
hemdcias possuem a chance de desenvolver
anticorpos anti-GIL. Portanto, caso um
paciente, GIL-positivo (expressa AQP3),
receba uma doagio de sangue de um indi-
viduo GIL-negativo, (nio expressa AQP3)
e que possua anticorpos anti-GIL em seu
sangue, terd a ocorréncia de uma reagio de
aglutinagio.

Figura 3.

Difusdo versus transporte
passivo via aquaporinas.

As moléculas de agua podem
entrar ou sair das células

por difusao simples, porém
esse fluxo tem velocidade
limitada. Em tecidos nos quais
a passagem de agua deve ser
mais rapida ou maior, isto pode
ser mediado pelos canais de
agua (aquaporinas).

Antigeno: molécula capaz de

O gene AQP4 esti localizado no brago
maior do cromossomo 18 e é a principal
aquaporina expressa no sistema nervoso
de humanos. Neste tecido, AQP4 parece
ter um papel importante na manutengio
do controle osmético, importante em pro-
cessos de polarizagio e despolarizagio de
neurdnios, isto é, condu¢io de impulsos
nervosos.

desencadear a sintese de um
anticorpo especifico.
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O gene AQPS estd localizado no brago maior
do cromossomo 12 e é majoritariamente ex-
presso em glindulas salivares e lacrimais,
onde parece ter papel importante na secre-
¢do em ambos os tecidos. Diferentes muta-
¢oes no gene AQPS estio associadas com a
doenga autossdmica dominante denomina-

da Queratodermia Palmoplantar (PPK) do
tipo Bothniana. Neste tipo de doenca ocorre
o espessamento anormal do tecido devido
ao grande acimulo de queratina na cama-
da mais externa da pele (camada cérnea), é
chamada tipo Bothniana pois foi descrita na
Suécia, préximo ao golfo de Bétnia.

Co(a+b-)

Co(a-b+)

Fenotipos Colton
B

Y

Anticorpo
Anti-Co(b)

Y

Anticorpo
Anti-Co(a)

Co(a-b-)

Y Y

Anticorpo
Anti-Co(b)

Anticorpo
Anti-Co(a)

Figura 4.

Grupos sanguineos Colton.

A expressao da aquaporina

1 em hemacias caracteriza o
grupo sanguineo Colton. (A)
Polimorfismos do sistema
Colton: o alelo Co(a+) expressa
aquaporina 1 contendo

uma alanina na posicdo

45. Individuos que nao
apresentarem esse alelo (isto

é, Co(a-)) poderdo produzir
anticorpos anti-Co(a) se
expostos ao antigeno Co(a).

0 alelo Co(b+) expressa
aquaporina 1 contendo uma
valina na posicao 45. Individuos
que ndo apresentarem esse
alelo (isto &, Co(b-)) poderdo
produzir anticorpos anti-Co(b)
se expostos ao antigeno Co(b).
(B) Individuos com o genétipo
Co(a-b-) ou Colton-null
possuem alelos com mutagdes
no gene AQPT que resultam em
ndo expressao de uma proteina
funcional. Este grupo pode
possuir ambos anticorpos anti-
Co(a) e anti-Co(b), se expostos
a esses antigenos.

O gene AQP6 estd localizado no brago maior
do cromossomo 12 e é majoritariamente ex-
presso nos rins. Entretanto, diferentemen-
te de AQP1 e AQP2, sua localizagio é em
membranas internas da célula, principal-
mente de vesiculas e sua fungio estd rela-
cionada com o movimento de inions entre
compartimentos celulares.

O gene AQP7 esta localizado no brago me-
nor do cromossomo 9 e é majoritariamente
expresso em adipdcitos (células de gordura).
Esta aquaporina é uma aquagliceroporina,
isto é, permite o transporte de glicerol de
dentro de adipécitos para o sistema circula-
tério durante metabolismo energético. Mu-
tacdes neste gene podem levar A suscetibili-

dade a obesidade uma vez que a liberagio de
metabdlitos de lipideos, como o glicerol, dos
adipdcitos fica prejudicado. Além disso, o
gene AQP7 de humanos é o tnico a possuir
pseudogenes (4 no total), isto é, duplicagdes
destes genes que perderam a capacidade de
desempenhar o papel biolégico devido a
mutac¢des acumuladas.

O gene AQPS8 estd localizado no brago
menor do cromossomo 16 e sua expressio
ocorre apenas no c6lon (intestino grosso) e
no pancreas. Ainda nio se tem muitas infor-
magdes sobre um papel fisiolégico da protei-
na aquaporina 8, apenas que este canal pa-
rece transportar, exclusivamente, moléculas
de dgua.
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O gene AQPY esti localizado no brago
maior do cromossomo 15 e sua expressio
ocorre principalmente no figado. Assim
como a AQP7, AQP9 é uma aquagliceropo-
rina, relacionada com o movimento de glice-
rol da corrente sanguinea para os hepatéci-
tos. Em cendrios de jejum, no qual o nivel de
glicose sanguineo é baixo, hd o transporte e
o uso de glicerol pelo figado para um proces-
so chamado gliconeogénese (produgio de

Os genes AQP11 e AQPI12 estio localiza-
dos no brago maior do cromossomo 11 e no
brago maior do cromossomo 2, respectiva-
mente. As aquaporinas 11 e 12 sio chama-
das de super-aquaporinas por possuirem
uma particularidade: um residuo de cistei-
na 9 posigées apds o segundo motivo NPA.
Enquanto AQP11 possui uma expressio em
varios tecidos como intestino delgado, rins,
figado e testiculos, AQP12 é quase que ex-

Gliconeogénese: producao

glicose a partir de glicerol).

O gene AQPIO estd localizado no brago
maior do cromossomo 1 e é abundante-
mente expresso no intestino delgado. Assim
como outra aquaporina expressa no intestino
(AQP8), nio ha muitas informagées funcio-
nais sobre este canal, contudo anilises com-
parativas sugerem que a AQP10 pode ser

. uma aquagliceroporina.

P

clusivamente expresso nos 4cinos pancrei-
ticos (também h4 uma baixa expressio na
retina). A proteina aquaporina 11, assim
como a aquaporina 6, possui localizacio
intracelular, mais precisamente no reticulo
endoplasmatico rugoso, sua disfungio gera
vactiolos nessa organela originados de apop-
tose, autofagia ou de problemas de endoci-
tose ou exocitose. A proteina aquaporina 12
também se localiza intracelularmente e esta
relacionada com a exocitose de grinulos de
proenzima (precursor inativo de enzimas)
que atuam na digestio.

de glicose a partir de
precursores que nao sejam
hexoses, tal como o glicerol.
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CONCLUSAO

O primeiro gene codificador de aquapori-
na em humanos a ser descoberto e caracte-
rizado foi AQPI, por volta de 1990; quase
30 anos depois, o niimero de aquapori-
nas descobertas em humanos subiu para
12. Enquanto algumas proteinas, como
aquaporina 1 e aquaporina 2, possuem
uma fungio fisioldgica bem estabelecida,
outras como aquaporinas 8, 10, 11 e 12
ainda necessitam de uma maior elucidagio.
Para tal, o meio cientifico vem se utilizan-
do de animais modelos, geralmente ca-

mundongos mutantes que nio expressam
uma aquaporina especifica.

A passagem de moléculas de dgua de den-
tro para fora da célula, além de compar-
timentos celulares para o citoplasma (ou
vice-versa) é central em processos celulares
e fisiolégicos como filtra¢io renal, manu-
tencio da osmolaridade e até controle de
temperatura. Devido A natureza de mem-
branas biolégicas (bicamada lipidica), tal
movimento da molécula de dgua é desfa-
vorecido, desse modo a existéncia de ca-
nais que permitem um rapido transporte
de 4gua e outros solutos (como glicerol e
ureia) tornam vidveis virios dos processos
citados.

—
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