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RESUMO

Duarte, M.L. Identificagdo e validacédo funcional de novos alvos das PKCs em célula
tronco embrionéria. 2013. 162p. Tese - Programa de PoOs-Graduagdo em Bioquimica.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Algumas das estratégias utilizadas para entender a biologia de células tronco embrionaria
(CTE) sdo baseadas na identificacdo de cascatas de sinalizacdo que induzem a
diferenciacdo e auto-renovacdo das CTE através da interferéncia seletiva de processos
especificos. A familia das proteinas quinase C (PKC) é conhecida por participar dos
processos de auto-renovacgao e diferenciacé@o celular em CTE, entretanto, o papel especifico
das diferentes isoenzimas das PKCs ainda precisa ser elucidado. Desta forma investigamos.
o papel das PKCs atipicas (aPKCs) em CTE indiferenciadas utilizando um inibidor especifico
para estas serina/ treonina quinases, o0 peptideo pseudossubstrato das aPKCs, e
fosfoprotebmica. A maioria das proteinas identificadas cuja fosforilagdo reduziu apés o
tratamento com o inibidor das aPKC, séo proteinas envolvidas com o metabolismo
principalmente com a via glicolitica. Além disso, a inibicdo das aPKCs levou a redugdo do
consumo de glicose, secrecdo de lactato, acompanhada da reducdo da atividade da lactato
desidrogenase, e aumento da fosforilagcdo oxidativa, sendo analisada através do consumo
de oxigénio ap0s o tratamento com oligomicina e FCCP. Verificamos também que as aPKCs
sdo capazes de fosforilar diretamente a piruvato quinase. A glicélise aerdbica parece ser
fundamental para a manutencdo da indiferenciacdo das CTE, e demonstramos que as
aPKCs participam deste processo auxiliando na auto-renovagédo das CTE indiferenciadas.
Também observamos que as aPKCs assim como a PKCBI modulam a fosforilagdo da o-
tubulina, porém ao passo que as aPKCs interagem com a a-tubulina durante a interfase, a
PKCpI interage com a mesma apenas durate a mitose. Estes resultados motivaram a
segunda parte da tese, na qual o papel da fosforilacdo da a-tubulina pela PKCBI foi
investigado. O residuo de treonina 253, conservado em diversas espécies de vertebrados e

localizado na interface de polimerizacdo entre a a- e a B-tubulina foi identificado, como um



novo sitio de fosforilagdo da a-tubulina pela PKCBI. Este sitio ndo esta em um consenso
linear para a PKC, entretanto é um consenso formado estruturalmente, onde aminoacidos
basicos distantes na sequéncia linear se tornam justapostos na estrutura terciaria da
proteina. Estudos de simulag&o por dindmica molecular demonstraram que a interagao entre
a a e B-tubulina aumenta apds esta fosforilagdo, uma vez que T253 fosforilada passa a
interagir com K105, um residuo conservado na B-tubulina. A fosforilagdo in vitro de a-
tubulina aumenta a taxa de polimerizacdo da tubulina e a inibicdo da PKCBI em células
reduziu a taxa de repolimerizacdo do microtubulo apos o tratamento com nocodazol. Além
disso, a importancia da fosforilacdo deste sitio foi demonstrada pelo fato de que um mutante
fosfomimético GFP-a-tubulina, T253E ser mais incorporado no fuso mitdtico ao passo que
T253A foi menos incorporado do que a proteina selvagem. Nossos dados suportam a
hipbtese que os consensos estruturais formados podem ser importantes sitios de
reconhecimento pelas quinases e que a fosforilacdo de T253 da o-tubulina afeta a
estabilidade do polimero. Em conclusdo, utlizando métodos de fosfoprotedmica e
interferéncia seletiva de vias de sinalizacdo, combinados a validagfes experimentais dos
alvos identificados podemos propor a importancia funcional das aPKCs e PKCBIem CTE

indiferenciadas.

Palavras-chave: Célula tronco embrionaria, metabolismo, tubulina, aPKCs, PKCBI, auto-

renovacao



ABSTRACT

Duarte, M.L. Identification and functional validation of new targets of PKC in embryonic
stem cell. 2013. 162p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo.

Some of the strategies used to understand stem cell biology are based on the identification
of signalling cascades that lead to differentiation and self-renewal of embryonic stem cells
(ESC) by selective interference of specific signalling processes. The protein kinase C (PKC)
family is known to participate in ESC self-renewal and differentiation, however, the specific
role of the different PKC isoenzymes in these cells remains to be determined. Therefore, we
investigated the role of atypical PKCs (aPKC) in undifferntiated ESC using a specific inhibitor
for these serine/ threonine kinases, pseudo-substrate peptide of aPKCs, and
phosphoproteomics. The majority of proteins whose phosphorylation decreased upon aPKC
inhibition, are proteins involved in metabolism in particular with the glycolytic pathway.
Besides that, inhibiton of aPKCs led to a decrease in glucose uptake and lactate secretion,
followed by a decrease in lactate dehydrogenase activity, and an increase in mitochondrial
activity as measured by oxygen consumption after treatment with olygomycin and a chemical
uncoupler. We also verified that aPKCs are able to directly phosphorylated pyruvate kinase.
Aerobic glicolysis seems to be fundamental for the maintainance of undifferentiated ESC,
and we demonstrated that aPKCs participte in these processes helping to maintain self-
renewal of undifferentiated ESC. We also observed that aPKCs as PKCPI modulate the
phosphorylation of a-tubulin, however, while aPKCs interact with a-tubulin during interfase
PKCPBI interacts with a-tubulin only during mitosis. These results lead to the second part of
this thesis. We investigated the role of a-tubulina phosphorylation by PKCBI. Indentifying
threonine 253, a conserved residue in several vertebrate species, of localized at the
polymerization interface between a- and B-tubulin, as a phosphorylation site of a-tubulin by
PKCPBI. This site is not in a linear consensus for PKC, however, it is in a structuraly formed

consensus, where basic aminoacids distant in the linear sequence are juxtaposed in the



three dimentional protein structure. Simulation studies by molecular dynamics show that the
interaction between o and p-tubulin increases upon this phosphorylation, once,
phosphorylated T253 interacts with com K105, a conserved residue in B-tubulin. The in vitro
phosphorylation of a-tubulin increased tubulin polymerization rate and inhibiton of PKCBI in
cells reduced repolimeration rate of microtubles upon treatment with nocodazole. Besides
that, the importance of this phosphorylation site were demonstrated by the fact that a
phosphomimetic mutant GFP-a-tubulina, T253E is more incorporated in mitotic fuses while
T253A is less than wild type. Our data support the hypothesis that structural consensus may
be important sites recognized and that T253 phosphorylation of a-tubulin afects the polymer
stability. In conclusion, using phosphoproteomics methods and selective interference of
signal transduction pathways combined with experimental validation studies of the identified

targets we can propose roles for aPKCs and PKCpI in undifferentiated ESC.

Keywords: Embrionic stem cell, metabolism, tubulin, aPKCs, PKCgI, self-renewal
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1. INTRODUCAO

1.1.Células tronco

As células tronco foram assim nomeadas por fundamentalmente
apresentarem a caracteristica de originar diversos tipos celulares (revisado por Zhu
Z. & Huangfu D., 2013). A alta taxa de replicacdo e a capacidade de se auto-
renovar, isto €, a capacidade de proliferar, mantendo a pluripoténcia (Zhao W. et al.,
2012), sdo uma das pricipais caracteristicas das células tronco (Yousefi M. et al.,
2012).

As células tronco podem ser subdivididas em dois grupos principais, as
célula tronco embrionarias e as células tronco adultas ou sométicas. As células
tronco adultas podem ser encontradas em diversos tipos de tecido (Spradling A et
al., 2001), sendo as células tronco hematopoiéticas e mesenquimais 0s tipos
celulares mais bem estudados. A principal diferenca entre as células tronco
embrionaria (CTE) e adulta esta na capacidade de diferenciacdo. Enquanto as CTE
sao pluripotentes, ou seja, sdo capazes de diferenciar em todos os tipos celulares do
organismo com excecdo de algumas células que formam a placenta; as células
tronco adulta sdo multipotente, sendo capazes de se diferenciar em um nuamero
limitado de tecidos (Zhao W. et al., 2012).

A primeira descricdo sobre a existéncia de células tronco adulta foi no inicio
de 1930, onde através da utilizacdo de raio-X foi observado a alta sensibilidade de
um grupo especifico de células hematopoiéticas que ndo apresentavam
caracteristicas similares as outras células do tecido sanguineo (Sabin F.R. et al.,
1932). ApG6s uma série de observacgbes clinicas, em que o conceito de células
tumorais leucémicas estava erroneamente associado ao de célula tronco (Lepak

J.A., 1948; Anlyana A.J., 1954; Anastassea-Vlachou C. et al., 1961), Till e McCuloch,
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em 1961, observaram pela primeira vez que um Unico grupo de células
hematopoiéticas era capaz de gerar todos os tipos de células sanguineas in vivo (Till
J.E. & McCuloch E.A., 1961).

Muitos autores acreditam que doencas como Parkinson (Martinez-Morales
P.L., et al., 2013), Alzheimer (Kondo T. et al., 2013), diabetes (Li M. & lkehara S.,
2013), doencas cardiacas (lglesias-Garcia O. et al., 2013), esclerose multipla
(Mandana M.B. et al., 2013) e distrofia muscular (Shi H. et al., 2013) podem ter sua
cura associada a aplicacdo da terapia celular com células tronco. Porém o uso das
mesmas € bastante contraverso, isso porque, as células tronco adultas tém uma
capacidade de diferenciacdo limitada e as embrionarias, que dariam origem aos
multiplos tipos celulares, tem sua origem na massa interna de blastocistos do
embrido em desenvolvimento (Annas G.J. etal., 1999).

Takahashi e colaboradores, em 2006, foram capazes de desenvolver células
tronco induzidas a partir de células soméaticas. Conhecidas como iPSC (induced
Pluripotent Stem Cells), essas células foram criadas a partir da transfeccdo de
apenas quatro genes fatores de transcricdo Oct4 (POU transcription factor), c-Myc
(Myc proto-oncogene protein), Sox-2 [SRY (sex determining region Y)-box 2], KlIf4
(Kruppel-like transcrition factor) em células somaticas, como por exemplo
fibroblastos embrionéario ou adulto (Takahashi & Yamanaka, 2006; Okita et al., 2007;
Wernig et al., 2007). Outras combinacdes de fatores de transcricdo como Tcl-1A (T-
cell leukemia/lymphoma 1A), c-Myc e Sox-2, também foram capazes de induzir a
formacao deste tipo celular (Picanco-Castro et al., 2011). Estas células tém diversas
caracteristicas semelhantes as CTE, podendo se diferenciar em diversos tipos

celulares. As IPSC séo, portanto, células tronco pluripotente obtidas a partir da
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reprogramacao de células somaticas diferenciadas e potencialmente podem ser
utilizada para fins terapéuticos (Takahashi K. et al., 2007).

Além da sua aplicacdo terapéutica, a partir do estudo das iPSC, um novo
campo de pesquisa pode ser desenvolvido, sendo possivel obter esse tipo celular a
partir de células sométicas de pacientes que sofrem determinada doenca genética e
entdo utiliza-las como ferramenta de estudo para compreender melhor mecanismo
moleculares dessas doencas, 0 que poderd auxiliar as pesquisas de novas
alternativas terapéuticas (Bellin M. et al., 2012; Yao J et al., 2012).

Estudos anteriores ao trabalho pioneiro de Takahashi ja haviam observado
gue diversas vias de sinalizacdo convergem para a inducéo de fatores de transcri¢ao
fundamentais para o controle da auto-renovacao e diferenciacédo celular. Sendo os
fatores de transcrigdo como Oct4, Nanog (Homeobox transcription factor Nanog),
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), Smadl (transforming
growth factor-beta signaling protein 1), SOX2, c-Myc e KIf4, os principais
responsaveis pela manutencdo da auto-renovacdo das CTE (Chen et al., 2008),
porém resta ainda elucidar as diferentes vias que levam a ativacédo destes fatores de

transcrigao.

1.1.1. As células tronco embrionaria (CTE)

As CTE, originarias da massa interna do blastocisto, sdo capazes de se
diferenciar nos mais de 200 tipos celulares (Vats A. et al.,, 2005). Os primeiros
estudos com as CTE datam de 1968, quando Garner e colaboradores
desenvolveram pela primeira vez animais quiméricos utilizando células retiradas da
massa interna do blastocisto (Garner R.L. et al., 1968). Em 1981, dois grupos

demonstraram que quando este tipo celular era plagueado em co-cultura com
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fibroblastos de origem murina, um crescimento continuo das CTE que mantinham
sua pluripoténcia era observado (Evans M.J. et al., 1981; Martin G.R. et al., 1981).
Atualmente, apesar do enorme volume de trabalhos publicados nessa area,
compreender 0s mecanismos que controlam a capacidade de auto-renovacgao e de
diferenciacdo das CTE ainda é um dos principais desafios da ciéncia atual (Stice
S.L. et al.,, 2006; Cervera R.P. et al.,, 2009). O estudo com as CTE permitir4
compreender melhor sobre os mistérios do desenvolvimento humano (Verlaillie C.,
2009), e entender os mecanismos que modulam o envelhecimento (Isobe K. et al.,

2012) e o cancer (Briest F. et al., 2012).

1.1.1.1. Algumas vias de sinalizacdo responsaveis pela
manutencdo das caracteristicas das CTE:

A manutencdo do equilibrio preciso e dinamico de vias de sinalizacdo é
essencial para a auto-renovacéao e a diferenciacdo das CTE (Strauss R. et al., 2012).
Diversos fatores sdo responsaveis por este equilibrio, dentre os principais se
destacam as vias de sinalizacdo mediada pelo LIF (Leukemia Inihibitory Factor), a
via do BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4) e finalmente a familia de proteinas
wnt (Wingless-type MMTV integration site family); (Yousefi M. et al., 2012). Essas

vias estdo resumidas na figura 1 e descritas a seguir:
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Figura 1: Modelo simplificado de algumas vias de transducéo de sinais responsaveis
pela manuteng¢éo da auto-renovagdo das CTE murina. A ligagdo do Leukemia Inihibitory
Factor (LIF) aos receptores LIFR e GP130 em conjunto com a ativagdo dos receptores
BMP4 e Frizzeled irdo induzir as cascatas de sinalizagdo que induzem a trancri¢cdo de genes
fundamentais para a manutencao e controle da auto-renovag¢do das CTE bem como inibir a
transcricdo de genes que levam a diferenciacdo (adaptado de Hirai H. et al., 2011).

1. Via de sinalizacdo mediada pelo Leukemia Inihibitory Factor (LIF). O LIF é
uma citocina da familia das IL-6, que se liga ao seu receptor LIFR (LIF receptor) e a
GP130 (Glycoprotein 130, também conhecida como Interleukin receptor beta chain)
(Levy D.E. & Darnell J.E., 2002; Murray P.J., 2007). O LIF ativa uma cascata de
sinalizacdo considerada como um dos principais mecanismos de controle da
manutencdo do estado indiferenciado das CTE. Esta cascata tem como seus
intermedarios a JAK (Janus Kinase)/ STAT3 (Signal transducer and activator of
transcription 3) (Matsuda T. et al., 1999; Kisselva T. et al., 2002). A etapa inicial
dessa via consiste na dimerizacdo do receptor LIFR/ GP130, seguida da ligacdo e
consequente fosforilagdo e ativacdo de JAK (Starr R. & Hilton D.J., 1999). JAK
ativada é capaz de fosforilar quatro residuos de tirosina da GP130, permitindo assim

a formacgéo de um sitio de ligagdo para STAT3 na GP130 (Gerhartz C.et al., 1996).
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JAK também é responsavel por fosforilar STAT3 no residuo Y705 induzindo entédo
sua homodimerizacéo e translocacéo para o nucleo, através das importina a3 e a6
(Liu L. et al., 2005; Reich N.C. et al., 2006). No nucleo, STAT3 dimerizada se liga a
regides consenso de sequéncia TTCCSGGAA (S = C ou G) e assim ativa a
transcricdo de genes alvos, como por exemplo, Oct4, STAT3, Smadl, Sox2, Zfx (X-
linked zinc finger protein), c-Myc, n-Myc, Klf4, responsaveis pela manutencédo das
CTEs no seu estado indiferenciado (Chen X. et al., 2008).

Outra via de sinalizacdo mediada pelo LIF, apresenta como intermediarios
principais as proteinas PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)/ AKT (RAC-alpha
serine/threonine-protein kinase). A cascata de sinalizacdo dessa via tem inicio na
ativacdo da PI3K e fosforilagcdo da JAK, que por sua vez ativa a AKT (Paling N.R. et
al., 2004). AKT ativada é capaz de induzir a proteina Acetil Transferase p300/CBP
[CREB (cAMP-response-element-binding protein)-binding protein] a acetilar e ativar
STAT3 (Yauan Z.L. et al.,, 2005). Dessa maneira, a acetilacdo de um residuo de
lisina da STAT3 é também um dos responsaveis por estabilizar e ativar a sua forma
dimérica, sendo esta outra modificacdo poés-traducional responsavel por ativar
STATS3. Além da ativagdo da STAT3, AKT é o principal inibidor da GSK3 (Glycogen
synthase kinase 3b) (Cartwright P. et al., 2005). Cabe destacar que além da sua
funcdo metabdlica, GSK3 é responsavel por inibir a atividade de dois fatores de
transcricdo: Nanog e c-Myc. Através da inibicdo de GSK3 observa-se um aumento
dos niveis desses fatores de transcricdo, ambos fundamentais para a manutencao
da auto-renovacgéo de CTE (Korur S. et al., 2009; Kirby L.A. et al., 2012).

A via de sinalizagdo mediada por LIF e PI3K também foi capaz de induzir a
expressdo de Nanog e Oct-4, possivelmente via a ativacdo de Tbx-3 (T-box

transcription factor protein; Storm M.P. et al.,2009). Em um estudo recente, foi
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observado que a ativacdo de PI3K é suficiente para manter a auto-renovacao e a
sobrevivéncia das CTE (Ling L.S. et al., 2013), indicando a importancia fundamental
desta quinase.

Dentre os fatores de transcricdo, Nanog se destaca por ser fundamental
para a manutencao estado indiferenciado das CTE murinas.A expressdo de Nanog &
observada durante as primeiras etapas da embriogénese, da mérula até a formacao
do blastocisto (Mitsui et al., 2003; Chambers et al., 2003). A deplecdo do mesmo,
por si s0, foi capaz de levar a diferenciacao celular (Pan G. & Thomson J.A., 2007) e
camundongos knockout para este gene ndo se desenvolvem apds a implantacao
(Mitsui et al. 2003). Em adicao, a superexpressdo de Nanog foi suficiente para
induzir a auto-renovacdo de CTEs, independente de citocinas (Chambers et al.,
2003). Os mecanismos que regulam a expressdo do Nanog ainda nao séo
completamente compreendidos, Navarro e colaboradores, em 2012, observaram que
a autorrepressdo do Nanog € o seu principal regulador trancripcional. Em adicéo,
sitios de ligagcdo para os fatores OCT-4 e SOX2 foram identificados na regido do
promotor deste gene (Pan e Thomson, 2007) indicando que os fatores de transcricdo
envolvidos na auto-renovacéo sao capazes de se interregular (Navarro et al., 2012).

2. A via transduzida pelo receptor do BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4)
atua em conjunto com a cascata do LIF em CTE (Ying et al., 2003, Palmqvist et al.,
2005). As proteinas BMP sdo membros da familia TGFB (Transforming Growth
Factor f) e participam de importantes vias que regulam as caracteristicas
fundamentais das CTE. O BMP4 é capaz de ativar a SMAD4, que, por sua vez,
induz a transcricdo de genes responsaveis pela manutencdo das CTE no seu estado
indiferenciado (Yang S.M. et al., 2011) (Figura 1). SMAD4 é essencial para o

desenvolvimento embrionario, uma vez que comundongos knockout para esta
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proteina ndo sobrevivem apds 7.5 dias (Sirard C. et al., 1998; Yang X. et al., 1998).
Por outro lado na auséncia do LIF, BMP4 é capaz de ativar outros membros da
familia SMAD, responsaveis por reprimir genes de indiferenciacdo e
consequentemente induzir a diferenciagao celular (Liu et al., 2007). Desta forma as
cascatas de sinalizacdo ativadas por BMP4 e LIF sdo essenciais na manutenca da
auto-renovacdao das CTE.

3. A familia de proteinas Wnt (Wingless-type MMTV integration site family)
constitui uma via independente da via do LIF (Moon et al., 2004). Através da sua
ligacdo com receptores Frizzled, ha acumulo de B-catenina no nucleo, além de
aumentar a expressado dos fatores de transcricdo como OCT-4, REX-1 (Reduced
expression protein 1), FoxD3 (Forkhead box protein D3) e SOX-2, responsaveis por
manter a autor-renovacao e inibir a diferenciacdo celular (Simcha et al., 1998). A
Whnt ainda é capaz de ativar ciclina D1 (Shtutman et al., 1999). A B-catenina também
€ capaz de inibir a GSK3 (Glycogen synthase kinase 3), permitindo assim a auto-
renovacao das CTE (Figura 1).

Além das vias descritas anteriormente, responsaveis por manter a auto-
renovacdo das CTEs, o mecanismo de controle da diferenciacdo celular tem um
outro componente chave, as proteinas da familia das MAPK (Mitogen-activated
protein kinase) (Brien P. et al., 2013). Dentre os alvos da cascata das MAPKs, a
reducdo da expressao do Nanog e a inibicdo da atividade de KlIf4 (Krteppel-like
factor 4) sdo dois eventos bem caracterizados por serem responsaveis por induzir a
diferenciacdo celular das CTE. A ativacdo das MAPK € responsavel pela
diferenciacdo celular em um amplo espectro de tecidos, como por exemplo, a

inducao da formacéo de células neuronais e adipdécitos (Binétruy B. et al., 2007).
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Além do controle dos fatores de transcricdo, outra caracteristica fundamental
para a manutencdo do estado indiferenciado das CTE € a regulacdo metabdlica

destas células.

1.2.Células Tronco Embrionéria e Metabolismo

Atualmente, diversos trabalhos descrevem que o controle de algumas vias
metabdlicas € fundamental para a diferenciacdo celular (Madonna R. et al., 2013;
van der Windt G J. & Pearce E L., 2012). A diferenciacdo de células tronco
embrionarias em cardiomiécitos parece estar intrinsecamente relacionada a
modulagéo da via glicolitica (Chung et al., 2010). Em 2010, Bracha e colaboradores
observaram que o knockdown de trés enzimas metabdlicas (fosfoglicerato cinase,
hexose-6-fosfato desidrogenase e a ATP citrato liase), induzia a diferenciacéo
miogénica (Bracha et al., 2010). Em adi¢ao, nas CTE que sofreram diferenciagao
celular para cardiomidcitos observou-se um aumento no nimero de copias de DNA
mitocondrial (MtDNA) assim como no numero de mitocéndrias e no metabolismo
oxidativo (St.Jhon et al., 2005; Cho et al., 2006).

A modulacdo da via das pentoses, por exemplo, tem sido relacionada ao
processo de diferenciacdo celular. Manganeli e colaboradores, em 2012,
observaram que o tratamento das CTE com DHEA (dehidroepiandrosterone) e 6PG
(6-fosfogluconato), responsaveis por inibir as enzimas da via das pentoses fosfato,
Glicose-6-fosfate desdrogenase (G6PD) e a Fosfogluconato desidrogenase (PDG),
respectivamente, foram capaz de induzir a diferenciacdo celular, via cMyc e mTOR
(Mammalian target of rapamycin) (Manganelli G. et al.,, 2012). Cabe destacar que,
fatores de transcricdo como cMyc e mTOR, além de induzirem a sintese de ribose e

ativar a transcricdo de genes envolvidos na via das pentoses, sdo também
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responsaveis pelo controle e destino das CTE, principalmente durante a
diferenciacdo do endoderma (Zhou J. et al., 2009; Smith K.N. et al., 2010; Duvel K.
et al., 2010; Morrish F. et al., 2009).

O perfil bioenergético das células somaticas transformadas em iPSC
também é alterado (Folmes et al., 2011). As células somaticas, dependentes da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial como fonte priméria de energia (DeBerardinis et
al., 2008), ao serem convertidas em iPSC, se tornam mais glicoliticas e a producéo
de ATP passa a ser independente da disponibilidade de oxigénio (Chung et al.,
2007; Kondoh et al., 2007). A figura 2 ilustra essa diferenca no perfil metabdlico
entre as células tronco e as células somaticas. Resta elucidar as vias de sinalizacao
gue mantém o perfil metabdlico das CTE e consequentemente a sua auto-

renovacao.
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Figura 2: A diferenca no perfil bioenergético das CTE e células somaticas. O equilibirio
entre a auto-renovacdo e a diferenciacdo celular das células tronco esta, dentre outros
fatores, intrinsicamente relacionada a mudanca do perfil metabdlico destas células. As
células somaticas apresentam mitocondrias mais alongada, uma baixa producdo de lactato
e alto consumo de oxigénio, sendo, portanto classificadas como células oxidativas. Ao passo
gue as células tronco, consideradas mais glicoliticas, apresentam uma mitocondria menor,
um alto consumo de glicose e produgéo de lactato, alta atividade da via das pentoses e
baixo consumo de oxigénio (Adaptado de Folmes et al., 2011).

1.3. A importancia da fosforilacdo como modificacdo poés-traducional
responsavel pela modulacao de vias de sinalizacdo em CTE

A fosforilacdo é a principal modificacdo pés-traducional (PTM) responsavel

por conectar e integrar proteinas entre diversas redes de sinalizagdo celular, sendo

fundamental para regular a atividade de algumas proteinas, localizagdo subcelular e

interacdo proteina-proteina (Prabakaran S. et al.,, 2012). Em células eucariotticas,

entende-se por fosforilacdo a transferéncia do grupo fosforila localizado na posicéo
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gama do ATP para residuos de serina, treonina ou tirosina presente em substratos
protéicos (Alberts B. et al., 2002).

A importancia da fosforilacdo de proteinas em eucariotos € evidenciada no
fato de que 2% do genoma € formado por dominios de proteinas quinases (Manning
G. et al., 2002). Para se compreender a sinalizagao celular desencadeada por uma
fosforilacdo especifica, devem-se considerar duas caracteristicas importantes da
fosforilacdo: (i) identificacdo da relevancia funcional da fosforilacdo; (i) o contexto
fisiolégico em que essa PTM ocorre (Cohen P., 2001).

Hutchins e Van Hoof, em 2009, observaram que a maioria das proteinas
fosforilada nos eventos iniciais da diferenciacdo esta envolvida com a regulacéo da
sintese protéica, modificacdes epignéticas ou sao fatores de transcricdo (Hutchins &
Robson, 2009; Van Hoof et al., 2009). Dentre as quinases envolvidas nos processos
de auto-renovacao e diferenciacdo merece destaque a familia da Proteina quinase C

(PKC) discutida a sequir.

1.4.A Familia da Proteina quinase C (PKC)

Nishizuka e colaboradores, em 1977, descreveram pela primeira vez um
grupo de proteina quinases ativadas por Ca?* e fosfolipideo. Denominadas como
Proteina quinase C (PKC), estas enzimas sdo capazes de fosforilar residuos de
serina e treonina (Chihara-Nakashima M. et al., 1977).

A familia da PKC é composta por pelo menos dez isoenzimas codificadas
por nove genes diferentes em mamiferos (Nishizuka Y., 1988). Os dominios das
diferentes isoenzimas podem ser subdivididos em trés grupos: (i) dominio

regulatorio; (i) dobradica; (iii) dominio catalitico. Cabe destacar que o dominio
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regulatorio € responsavel pela ligacdo da PKC a co-fatores necessarios para sua
ativacao.

A classificacdo das dez diferentes isoenzimas de PKC em subfamilias é feita
de acordo com seus requerimentos para a ativacao (Newton A. C., 1995), sendo
agrupadas em trés familias principais descritas a seguir e ilustradas na Figura 3.

1. As PKCs classicas (cPKCs) incluem as isoenzimas a, BI, BII, e y sendo
ativadas pelo ion Ca?, fosfatidilserina [ (2S)-2-amino-3-[(2-butanoiloxi-3-
propanoiloxipropoxi)-hidroxifosforiljJoxipropandico; (PS)] e diacilglicerol [ 1-Oleoil-2-
acetil-glicerol; (DAG)] ou seu analogo o éster de forbol [12-O-Tetradecanoilforbol-13-
acetato]. As PKCs BI e BII sdo isoformas originadas por splicing alternativo e diferem
em apenas 43 aminoacidos na regidao V5 (Ono, Y. et al., 1987).

2. As PKCs noveis (nPKCs), correspondem as isoenzimas 9, g, n, € 6. Esta
subfamilia ndo requer Ca?* para a sua ativacdo, uma vez que nao contém, no
dominio C2, os residuos de &cido aspartico que cordenam esse ion divalente.
Entretanto também sao dependentes dos mesmos lipideos ativadores das cPKCs.

3. As PKCs atipicas (aPKCs) representadas pelas isoenzimas { e A/i, ndo
dependem de Ca?* para a sua ativacdo e nao possuem afinidade pelo DAG, uma
vez que sdo formadas por um unico dominio C1. Esta subfamilia da PKC é capaz de
ser ativada por PS, fosfatidilinositol (Pls), acido fosfatidico, acido araquidénico e
ceramida (Nishizuka Y. et al., 1988; Newton A.C. et al., 1995). Esta subfamilia das
PKCs apresenta ainda um dominio caracteristico de interagdo proteina-proteina,
conhecido como dominio PB1, (Moscat J. et al., 2006), responséavel pela interacao
com outras proteinas como membros da familia PAR (Moscat J. et al., 2009),
ZIP/p62 (Samuels 1.S.et al., 2001) e MEK (ERK activator kinase); (Ponting C. et al.,

2002).
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Dominio Regulatdrio Alga Dominio Catalitico
I 1 I b
v1 c1 v2 c2 V3 Cc3 v4 C4 V5
Pseudo-substratp
PKCs classicas
(ct, B, PIL )
Ativadas por PS, DG e Ca*2
PMA/DAG PS/Ca*? ATP Substrato

. Novel C2
PKCs noveis
(e,8,0,M)
Ativadas por PS,DG
PB1 C1 atipico

PKCs atipicas
(& vA)
Ativadas por PS, IP;, ceramida

Figura 3: Esquema dos dominios funcionais das diferentes isoenzimas das PKCs. Os
dominios mais conservados foram denominados de C e os dominios mais variaveis de V. O
dominio C1 duplo presente nas isoformas das PKCs cléssicas e noveis é responsavel pela
interacdo com o éster de forbol/ DAG. A regido C2 (também conhecido como V1 nas
nPKCs) é responséavel pela ligacdo ao ion célcio nas cPKCs, além de ser o dominio
responsavel pela interacdo com fosfatidil serina tanto nas cPKCs como nas nPKCs. As
regibes C3 e C4 contém sitios de ligacdo para o ATP e o substrato. As aPKCs ndo possuem
0 dominio C2 e possuem um Unico dominio C1 ndo apresentando desta forma afinidade
para 0 DAG. O dominio PB1, presente nas aPKCs é o dominio de interagdo proteina-
proteina. O dominio V5, presente em todas as isoenzimas das PKCs além de mediar
interagBes proteina-proteina, também sofre fosforilagbes sendo este um dos mecanismos
responsaveis pela maturacdo e ativacdo das PKCs (adaptado de Nishizuka et al., 1988).

Além da ligacdo das PKCs aos seus co-fatores, interacdes intramoleculares
sdo importantes para a modulacdo da atividade das enzimas. Em 1991, Kemp e
Pearson identificaram uma sequéncia demoninada pseudossubstrato em diversas
serina/ treonina quinases (Kemp & Pearson, 1991) . Esta sequéncia é composta por
aminoacidos semelhantes ao substrato, porém nao possui 0s residuos de
aminodacidos, serina ou treonina, que seriam fosforilados pela quinase e sim uma
alanina. Dessa maneira, o dominio pseudossubstrato é capaz de interagir com o
sitio de ligacdo do substrato no dominio catalitico, porém como ele néo é fosforilado,

a ligacdo com o sitio catalitico ndo é desfeita da mesma forma que ocorre com o
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substrato apos sua fosforilacdo. O pseudossubstrato desta forma € responsavel por
uma das interacdes intramoleculares que mantém as PKCs em sua conformacao
inativa. Além disso, o peptideo pseudossubstrato pode ser usado como um inibidor
especifico para as diferentes PKCs, visto que as diferentes classes possuem
pseudossubstratos distintos e consequente especificidades para os substratos
conforme seréa discutido a seguir.

Apesar de serem muito semelhantes, cada PKC ira mediar uma funcao
Gnica. Em parte devido a especificidade por diferentes substratos, determinada pelo
sitio catlitico e também pelos dominios regulatérios individuais de cada isoenzima,
capazes de se ligarem especificamente aos diferentes substratos, e,
fundamentalmente, pela localizacdo sub-celular das diferentes isoenzimas das
PKCs. A ativacdo de diferentes isoenzimas algumas vezes, pode induzir até mesmo
funcbes opostas. Um dos exemplos é a ativagdo da PKCe e da PKC5, responsaveis
por proteger cardiomiécitos da morte celular por isquemia e aumentar a morte celular
no mesmo processo, respectivamente (Chen L. et al.,, 2001). Outro exemplo que
deve ser destacado ocorre entre as isoformas PKC( e a PKCA, ambas pertencentes
a familia das aPKCs. Estudos indicam que a PKC({ atua como um supressor de
tumor e a sua perda de expressao ou inativacdo induz o processo de tumorigénese
(Regala R.P. et al., 2005), ao passo que, a PKCA, altamente expressa em tecidos

tumorais, quando inativada bloqueia a formacao do tumor (Eder A.M. et al., 2005).

1.4.1. Etapas da ativagdo das PKCs
As serina/treonina quinases estdo presente dentro da célula na sua
conformacao inativa, onde o sitio catalitico esta ligado a regido do pseudossubstrato

(Kemp and Pearson 1991), como indicado na figura 4.
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Uma variedade de horménios (como adrenalina e angiotensina), fatores de
crescimento (como insulina e EGF) e neutotransmissores (como a dopamina e a
endorfina), sdo capazes de se ligar a receptores especificos e ativar os membros da
familia das fosfolipase C (PLC) (revisado por Mochly-Rosen et al., 2012). A ativacdo
da PLC resulta na hidrolise do fosfolipideo de membrana phosphatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2), formando DAG e inositol-1.4.5-trifosfato (IP3), sendo este ultimo
responsavel por ativar a liberacdo do ion calcio do reticulo endoplasmatico para o
citoplasma. Dessa maneira, um unico evento, mediado pela ativacdo da PLC, é
capaz de gerar dois segundos mensageiros (DAG e liberacdo do ion calcio)
importantes para a ativacdo das n e cPKCs (Steinber S.F., 2008; Geraldes P & King
G.L., 2010).

ModificagBes pods-traducional sdo importantes para a ativacdo das PKCs. A
fosforilacdo mediada por PDK1 (3-phosphoinositide Dependent Protein Kinase-1)
gue ocorre em um motivo altamente conservado entre as diferentes isoenzimas da
PKC, correspondente a sequéncia TFCGTX(E/D)YXAPE. A fosforilacdo deste
dominio induz uma forma da PKC cataliticamente competente, esse mecanismo de
regulacao € um dos principais observados nas aPKCs, uma vez que essas enzimas
sdo insensiveis ao célcio e ao DAG. A proteina quinase PI3K (Standaert M.L., 1997;
Campbell C.S. et al., 2004) é responsavel por converter PIP2, (formado a partir da
acdo da PLC), em PIPs. PIPs além de ser capaz de ativar diretamente as aPKCs
(Standaert M.L. et al., 2001), também fosforila a PDK1 (Miao B. et al., 2010), que
como citado anteriormente € um dos responsaveis por modular a atividade das

PKCs.
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Figura 4: Diagrama das diferentes conformagdes das PKCs. A) A PKC inativa encontra-
se em uma conformacao mais fechada isso €, ocorrem interacdes intra-moleculares como,
por exemplo, do dominio pseudossubstrato com o sitio catalitico da quinase. B) Um dos
mecanismos de ativagdo das PKCs € a fosforilagdo de residuos espefificos presentes
nessas isoenzimas, e a ligacdo de Ca?, PS e DAG (no caso das cPKCs) ilustrado de
maneira simplificada na figura. A PKC ativa sofre uma mudanga conformacional expondo
seu sitio catalitico. Esta mudanca permite que a PKC transloque para a membrana celular
onde passa a interagir com a membrana e com a sua proteina ancoradora [Rack
(Receptores de Proteina Kinase C Ativada))] tornando-se capaz de fosforilar substratos
especificos (Adaptado de Schechtman et al., 2004).

A ativagcdo da PKC gera mudancas conformacionais e interrupcdo de
interacdes intra-moleculares que favorecem a exposicao do dominio catalitico e de
dominios responsaveis pela interacdo da PKC com proteinas adaptadoras
(Schechtman & Mochly-Rosen, 2001) (Figura 4B). Esta ativacdo € acompanhada
pela translocacdo da enzima do citoplasma para a membrana plasmatica e

membranas das organelas, ou seja, para a fracdo particulada da célula. (Newton,

1995). Cabe destacar que o sitio de ligacdo da RACK, presente nas PKCs, se torna
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exposto apos a ativacao destas proteina quinases (Schechtman D. & Mochly-Rosen
D., 2002).

Mochly-Rosen, em 1991, demonstrou que a localizacdo subcelular das
diferentes isoenzimas da PKC pode ser determinada pela ligacdo especifica das
isoenzimas aos seus "Receptores de Proteina Kinase C Ativada” (RACK) (Mochly-
Rosen et al.,, 1991; Schechtman D. & Mochly-Rosen D., 2001). Estas proteinas
adaptadoras sao capazes de interagir com diversas proteinas participantes do
mesmo processo de transducdo de sinal. As RACKs tém como funcdo ancorar a
PKC ativa a membranas celulares e coordenar cascatas de sinalizacdo, aumentando
a velocidade de reacdes de fosforilacdo, a especificidade das vias de sinalizacdo
(Schechtman, D. & Mochly-Rosen. D., 2001) bem como facilitando a interacdo das
PKCs com seus substratos. Como exemplo, foi demonstrado que a RACK1 pode se
ligar concomitantemente a PKCBII e a dinamina-1, levando a um aumento da

fosforilacdo da dinamina-1 por esta isoenzima (Rodriguez et al., 1999).

1.4.2. A especificidade dos substratos das PKCs

Apesar de serem estudadas ha muitos anos, poucos substratos
intracelulares das PKCs foram caracterizados. Os primeiros trabalhos que
procuraram caracterizar as sequéncias consenso de fosforilacdo das PKCs se
baseavam na observacao da fosforilacdo de peptideos criados a partir de bibliotecas
randomicas (Pearson R.B. et al.,, 1991; Nishikawa et al., 1997). Estes trabalhos
permitiram observar que a fosforilagcdo dos residuos de serina e treonina dos
substratos apresentavam aminoacidos positivos adjacentes a sua cadeia peptidica
(Nishikawa et al., 1997). Posteriormente, utilizando dados de cristalografia e

modelagem molecular do dominio catalitico da quinase determinou-se mais
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precisamente o0 motivo consenso do sitio de fosforilacdo (Knighton D.R., et al, 1991).
Essas andlises foram realizadas a partir da Proteina Quinase A (PKA) dependente
de AMPc, cujo sitio ativo € muito semelhante ao da PKC (Plewczynski D. et al.,
2005). A sequéncia consenso, reconhecida pelas serina/ treonina quinases (PKA/C),
é formada pelos residuos de aminoécidos R/K R/K X S/T (Brinkworth et al., 2003).
Apesar da similaridade nessa sequéncia, entre PKA/C, ainda muitos estudos
necessitam ser realizados para determinar as diferencas nas sequéncias peptidicas
dos substratos que podem determinar a preferéncia por uma proteina quinase ou
outra (Durek P. et al., 2009; Pears S. et al., 1991).

A identificacdo de sitios de fosforilacdo pode ser realizada através de
predi¢do in silico. O desenvolvimento dos algoritimos é feito utilizando um banco de
dados composto por uma grande variedade de substratos ja descritos. A partir
dessas analises, uma assinatura € criada sendo possivel predizer novos sitios de
fosforilacdo (Obenauer et al., 2003; Brinkworth et al., 2003). Cabe destacar que,
apesar dessas ferramentas terem sido desenvolvidas com informagdes presente na
estrutura terciaria das proteinas quinases, estas ndo consideram a estrutura
tridimensional do substrato (Brinkworth et al., 2003) o que demonstramos nesta tese

ser essencial para a determinacdo de um sitio consenso conformacional.

1.4.3. Estratégias para inibicdo seletiva das PKCs.

A alta conservacdo do dominio catalitico das PKCs dificulta a especificidade
de inibidores convencionais a este sitio (Costa-Junior H.M. et al., 2009). A estratégia
encontrada para o desenvolvimento de moduladores especificos das diferentes
isoformas das PKCs tem como o principal racional as diferencas nas sequéncias

peptidicas variaveis entre as isoenzimas. Dentre essas regides, se destacam o0s
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dominios dos pseudossubstratos e os dominios de interacdo com as proteinas

ancoradoras RACK (Figura 5).

Peptideo y-Substrato ) Peptideo inibidor da ligagdao a Rack

. ) -~
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Figura 5: Mecanismos de inibicdo seletiva das PKCs. O desenvolvimento de peptideos
complementares ao dominio do pseudosubstrato (A) e que bloqueiam a interacdo com a
Rack (B) foram alternativas desenvolvidas para a inibicdo especifica das diferentes
isoenzimas das PKCs.

O peptideo responsavel pela inibicdo das aPKCs, por exemplo, foi
desenvolvido a partir da seqiiéncia do pseudossubstrato desta enzima. Os peptideos
derivados dessa regidao inibem competitivamente a interacdo entre a enzima e 0
substrato (Laudana C. et al., 1998; Kemp B.E. & Pearson R.B., 1991) (FIGURA 6A).
Outra estratégia de inibicdo, esta no bloqueio da ligacdo das PKCs com as suas
RACK (Souroujon et al., 1998) (Figura 6B). Como exemplo, o peptideo inibidor da
PKCBI, BIV5-3 foi desenvolvido a partir da determinacdo experimental que dois
dominios das PKCs se ligam a RACK (C2/ V1 e V5), dessa maneria a utilizacédo
deste peptideo bloqueia o ancoramento da PKCpI a sua RACK e consequentemente
sua atividade (Stebbins & Mochly-Rosen, 2001). Na presente tese, a funcdo das
aPKCs e da PKCBI, em CTE indiferenciadas, foi caracterizada utilizando esses dois

inibidores.
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1.5.Proteina Quinase C e Célula Tronco Embrionéria

Quinlan e colaboradores, em 2003, foram o0s primeiros a sinalizar a
importancia das PKCs na manutencdo das caracteristicas das CTE. Através da
utilizacdo de CTE murinas, este grupo descreveu o envolvimento da fosfolipase C e
das PKCs na proliferacdo destas células (Quinlan L.R. et al., 2003). Neste estudo,
ativadores globais das PKCs foram capazes de induzir a proliferacdo das CTE
(Quinlan L.R. et al., 2003). Em adicdo, algumas vias responsaveis pela
diferenciacdo e auto-renovacdo, como as mediadas por Sonic hedgehog e MAPK,
envolvem a ativacdo das PKCs (Heo et al., 2007; Lee et al., 2006; Yun et al., 2009).
Apesar dessas evidéncias, mais estudos precisam ser desenvolvidos para o
conhecimento sobre o papel especifico das diferentes isoformas da PKC nas CTE.

Resultados preliminares obtidos pelo nosso grupo, em 2010, permitiram
observar uma alta expressao das isoformas PKC «, BI, BII, 6 e /A em célula tronco
enbrionaria murina (Costa-Junior H.M. et al., 2010). Além da alta expressdo dessas
isoenzimas, uma localizac&o sub-celular distinta foi observada para cada isoenzima.
Onde as PKCa, 6 e ¢ encontram-se dispersas no citoplasma, enquanto que a
PKC{/A além da sua localizagdo citoplasmatica, também podem ser observadas no
contato célula-célula. A PKCBII esta localizada na regido perinuclear e em regiées
pontuais do nucleo proximas ao nucléolo. A PKCpI foi encontrada principalmente
concentrada no nucleo (Costa-Junior H.M. et al., 2010). Dessa maneira, esta
diferenca na distribuicdo sub-celular sugere funcbes especificas para cada
isoenzima em CTE murina indiferenciada (Costa-Junior H.M. et al., 2010).

Estudos anteriores descrevem o envolvimento das PKC{/A na ativacdo da
cascata da MAPK (Berra et al., 1995), na ativagao do fator de transcricdo NfkappaB

(Leitges et al., 2001), na polarizagdo celular, via PAR/ RhoA, e na inducdo da
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translocacdo dos receptores de glicose (GLUT), dependente de insulina, para a
membrana plasmatica, (Standaert et al., 1999). Em adicdo, a PKCA, € uma das
isoformas das aPKCs, essenciais para o desenvolvimento embrionério, uma vez que
o knockout para a esta isoenzima foi letal apdés a primeira semana de
desenvolvimento (Farese & Sajan, 2010). Dard e colaboradores, em 2009,
observaram que a PKC\ foi capaz de estabilizar a polarizagdo de proteinas e a
morfologia celular, além de regular o processo de divisdo assimétrica durante as
etapas iniciais de formacgéo do blastocisto (Dard N. et al., 2009). Nas linhagens de
célula tronco nulas para PKCA, o transporte de glicose dependente de insulina foi
drasticamente comprometido (Sajan M.P. et al., 2006). Em outro trabalho, foi
observado que a diferenciacdo das CTEs em cardiomiécito foram acompanhadas
pela reducao da expressao das isoformas PKC({ e PKCp (Zhou et al., 2003). Desta
forma, as aPKCs parecem regular eventos de importancia fundamental em
diferentes vias de sinalizag&o celular, bem como na auto-renovagéo das CTE. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar o envolvimento especifico das aPKCs nas
CTE, portanto, a identificacdo e a caracterizacdo de seus substratos foi um dos
focos dessa tese

A PKCpI é outra isoforma da PKC importante nas vias de sinaliza¢do das
CTE indiferenciadas, esta isoforma € a Unica expressa majoritariamente no nucleo
de células tronco indiferenciada (Costa-Junior H.M. et al., 2010). Costa-Junior e
colaboradores avaliaram através de fosfoproteoma, que proteinas alvos desta
isoenzima estdo envolvidas na regulagéo transcripcional, no evento de splicing e no
remodelamento de cromatina, importantes processos da divisdo e diferenciacao
celular. Apesar da inibicdo da PKCPBI ndo alterar a sintese de DNA em CTEs

indiferenciada, foi observado uma alteracao na sua localizacdo sub-celular durante a
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divisdo celular e durante a diferenciacdo celular. Em CTE diferenciadas ocorre ou
uma reducdo da expressdo de PKCPBI ou a expressdo desta isoenzima no
citoplasma. Estes resultados sugerem que a PKCBI pode participar ou do controle da
diferenciacéo celular, ou da manutencdo do estado indiferenciado ou de ambos os
processos (Costa-Junior H.M. et al., 2010).

No fosfoproteoma realizado por Costa-Junior e colaboradores também foi
observado que além da reducdo da fosforilacdo de proteinas nucleares, houve
reducdo da fosforilagdo de proteinas envolvidas na manutencdo do citoesqueleto.
Dentre os possiveis alvos da PKCBI destaca-se a a-tubulina. Esta proteina do
citoesqueleto ndo tem a fosforilagdo como principal modificacdo poés-traducional
determinante do controle da sua atividade. Entretanto, pouco se sabe sobre o
intrigante  mecanismo de controle da polimerizagdo e despolimerizacdo do
microtUbulo e a relevancia da fosforilagdo no processo de divisdo celular (revisado
por Fukushima N. et al., 2009). Dessa maneira, os resultados gerados a partir das
observacdes de Costa-Junior e colaboradores, abriram um leque de informacdes,
onde a caracterizacdo da a-tubulina como possivel substrato direto da PKCI foi
também um dos alvos de estudo desta tese.

O estudo das vias de sinalizacdo mediadas pelas PKCs em CTE torna-se
importante para uma eficiente utilizacéo clinica destas células. Para esse feito duas
abordagens metodoldgicas podem ser utilizadas: (i) uma abordagem exploratoria,
utilizando moduladores especificos das PKCs para identificar alvos e determinar vias
de sinalizacdo moduladas pelas diferentes isoenzimas; (ii) caracterizacdo dos alvos
identificados como substratos diretos ou indiretos das diferentes isoenzimas

dasPKCs, bem como a determinacéo da importancia da fosforilagdo de residuos de
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aminoacidos especificos como elementos sinalizador das cascatas ativadas pelas
PKCs.

A presente tese procurou seguir esse racional metodologico, através de
analise fosfoprote6mica obtida a partir da modulacéo das aPKCs foi possivel mapear
as vias de sinalizacdo moduladas por essa isoenzima em CTEs indiferenciadas. Ao
passo que, o estudo aprofundado da relevancia funcional da fosforilagdo de residuos
especificos mediados pelas PKCs foi desenvolvido através da investigacdo da

importancia da fosforilagéo da a-tubulina, como possivel substrato da PKCpI.
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2. OBJETIVOS

O trabalho desenvolvido nessa tese apresentou dois objetivos gerais, descritos a

sequir:

Objetivo 1: Elucidacao funcional das aPKCs em células tronco indiferenciada,

atraveés da identificacdo e caracterizacdo dos alvos destas insoenzimas.

1.1) Inibir as aPKCs utilizando um peptideo modulador especifico para estas
isoenzimas, a fim de identificar novos alvos por anélise fosfoprotedmica.
1.2) Determinar a relevancia funcional das aPKCs no modelo de CTE

indiferenciada, caracterizando os alvos identificados.

Objetivo 2: Estudo da fosforilagdo de a-tubulina pela PKCBI e a sua

importancia funcional.

2.1) Caracterizar a o-tubulina como substrato direto da PKCL.
2.2) Determinar a importancia funcional do sitio fosforilado pela PKCBI na a-

tubulina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Peptideos

A inibicdo das diferentes isoenzimas das PKCs [PKCBI e aPKCs (PKC(C e
PKCM)], foi realizada a partir da utilizacdo de peptideos moduladores especificos
(Costa-Junior H.M. et al., 2009).

O peptideo inibidor da PKCBI denominado BIV5-3, formado pela sequéncia,
KLFIMN (Stebbiens E.G. & Mochely-Risen D., 2001), ligado covalentemente por uma
ponte dissulfeto (Chen L. et al., 2001), ao peptideo carreador Tats7-57, aminoacidos
(47YGRKKRRQRRs7), da proteina Transactivator of transcription do HIV (Deshayes
S. et al., 2005) foi doado pela empresa KAl Pharmaceuticals ® (Califérnia, EUA).

O peptideo inibidor das aPKCs, pseudossubstrato das aPKCs
(113SIYRRGARRWRKLYRANz125) (Laudana C. et al.,, 1998; Kemp B.E. & Pearson
R.B., 1991), denominado de aPKC-yS, foi sintetizado em fusdo com o peptideo
carreador Tata7-57 através de um linker de GSG
(YGRKKRRQRRGSGSIYRRGARRWRKLYRAN) pela empresa Proteimax (Séo

Paulo, Brasil).

3.2. Cultura de células
A linhagem celular de CTE murina, E14TG2A, foi cedida pelo Dr. Joshua
Brickman (Center of Development in Stem Cell Biology, Institute for Stem Cell
Research, School of Biological Sciences - University of Edinburgh). Essa linhagem
celular tem a vantagem de se manter indiferenciada na auséncia de fibroblastos
embrionarios murinos inativados (células feeder). A cultura celular de E14TG2A
indiferenciada foi mantida em meio Glasgow Modificado por Eagle (GMEM; Sigma-

Aldrich, MO, EUA), suplementado com LIF (10° U/mL; ESGRO-LIF; Life
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Technologies Co., CA, EUA), soro fetal bovino (15% v/v; SFB, Hy-clone, Logan, UT,
EUA), B-mercaptoetanol (0.1 mM), aminoacidos ndo essenciais (1% v/v; Life
Technologies Co., CA, EUA), L-glutamina (2 mM; Life Technologies Co., CA, EUA),
penicilina (50 U/mL; cat.15140 Life Technologies Co.) e estreptomicina (50 ug/mL;
cat.15140 Life Technologies Co.) (Morrison G.M. & Brickman J.M., 2006). As
garrafas de cultura utlizadas para o cultivo das CTE foram previamente
gelatinizadas com gelatina de porco (0.2% m/v, cat.S2500, Sigma-Aldrich). Nessas
condi¢cbes de cultivo os marcadores de indiferenciagdo como Oct4, Nanog, SSEA
eram expressos em aproximadamente 80% das células (Costa-Junior H.M. et al.,
2010).

A linhagem celular HEK293T foi gentiimente cedida pela Dra. Nadja
Cristhina de Souza Pinto Lardner (Laboratério de Genética Mitocondrial, Instituto de
Quimica - Universidade de Sado Paulo). Essa linhagem foi cultivada em meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, MO, EUA),
suplementado com SFB (15% v/v; Hy-clone, Logan, UT, USA), bicarbonato de sodio
(44 mM), penicilina (50 U/mL, Life Technologies Co.), estreptomicina (50 pug/mL, Life
Technologies Co.), em uma atmosfera umidificada com 5% de COza 37°C.

O sub-cultivo das duas linhagens foram feitos a cada dois dias, ou quando

as células atingissem 80 - 90% de confluéncia.
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3.3.Identificacéo de alvos diretos e indiretos das aPKCs por fosfoproteoma
3.3.1. Preparacao de lisados para géis bidimensionais

Para identificar substratos diretos e indiretos das aPKCs, nas CTE
indiferenciada E14TG2A, foi realizado estudos de fosfoprotedmica. As células foram
tratadas com 500 nM do peptideo aPKC-yS ou com o peptideo carreador controle
Tata7-57, por 15 minutos a 37°C.

Apos o tratamento das CTE, estas foram lavadas duas vezes com tampé&o
fosfato (PBS) a 4°C e lisadas com 400 ul de tampao DyeStreak (Ge-Healthcare,
Buckinghamshire, UK) contendo [urea (7 M); tiourea (2 M); CHAPS (4% m/v);
ditiotreitol (DTT; 40 mM), inibidores de proteases (1:300; Sigma-Aldrich # P8340) e
de fosfatases (1:100; Phosphostop Inhibitor cocktail tablets, # no04906845001;
Roche, Basel, Suica)]. A lise celular mecénica foi realizada através do uso de rubber
policeman também a 4°C, seguida da passagem do lisado dez vezes por uma
seringa de insulina (31G - Becton Dickinson & Company, Nova Jersey, EUA). O
lisado foi sonicado (Branson Sonifier 250, CO, EUA), em banho de gelo a 40 Htz, por
cinco minutos. A concentracao protéica foi determinada pelo método colorimétrico de
Bradford (BioRad, CA, EUA) e confirmada por analise em gel de eletroforese
poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) corado com Coomassie Coloidal
G250 (Costa-Junior H.M. et al., 2010). As amostras foram aliquotadas e congeladas

a -80°C. Quatro experimentos independentes com cada tratamento foram realizados.

3.3.2. Eletroforese Bidimensional
Os lisados protéicos preparados, como descrito acima, na concentracao de
500 pg, foram carregados em fitas de 14 cm de comprimento com um intervalo de

pH 4-7 (Ge Healthcare) por hidratagdo, durante 18 horas a temperatura ambiente.
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Para a validacdo dos dados do proteoma por eletroforese bidimensional seguida do
imunoblotting, foram utilizadas fitas de 7 cm com o mesmo intervalo de pH (Ge
Healthcare).

A eletroforese bidimensional foi realizada com o sistema IPG4 (GE
Healthcare). A primeira dimenséo, separacdo por ponto isoelétrico, denominada
focalizacdo isoelétrica (IEF) foi dividida em quatro etapas: (i) 500 volts por 500
volts/h; (i) 2000 volts por 800 volts/h; (iii) 8000 volts por 11300 volts/h; (iv) 8000 volts
por 10000 volts/h. O total de volts acumulados foi de 39600 volts/h. Ao final do
eletrofocamento, as fitas foram reduzidas e alquiladas, durante 20 minutos a
temperatura ambiente, com solucédo de equilibrio [urea (6 M), Tris-HCI (75 mM, pH
8.8); glicerol (30% v/v); SDS (2% m/v); azul de bromofenol (0.002 % m/v)] contendo
DTT (10 mg/ml) ou iodocetamida (2.5 mg/ml), respectivamente. Em seguida, as fitas
foram transferidas para a segunda dimensdo de separacdo, que consistiu ha

separacao por peso molecular por SDS-PAGE (Ausubal F.M. et al., 1994).

3.3.3. Deteccdao das proteinas
3.3.3.1. Deteccdao de fosfoproteinas

A deteccdo de proteina fosforiladas nos géis bidimensionais foi feita
utilizando-se um corante fosfo-especifico, Pro-Q Diamond (Life Technologies Co.).
Para esta coloracdo, os géis bidimensionais foram fixados com solugcédo contendo
metanol (50% v/v) e acido acético (10% v/v), por 16 horas a temperatura ambiente.
Os geéis foram, entdo, lavados trés vezes com H20 deionizada por 30 minutos e
corados com o Pro-Q Diamond® (Life Technologies Co.) por 120 minutos. A solucao
descorante contendo acetato de sodio (50 mM; pH 4) e acetonitrila (20% v/v) foi

adicionada aos géis, durante trés ciclos de lavagens de 30 minutos, cada, seguido
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da adicéo de H20 deionizada. Os géis foram digitalizados no aparelho Typhoon 9400
(GE Healthcare) com excitacdo/emissdo de aproximadamente 555/580 nm

(Marondedze C. et al., 2013).

3.3.3.2. Deteccéo de proteinas totais
Apés a coloracdo com Pro-Q Diamond, os géis foram corados com,
Coomassie Coloidal G-250 (Sigma-Aldrich) para a deteccao de proteinas totais. Para
tanto, os géis foram incubados com uma solucdo contendo Coomassie Coloidal G-
250 (0,1% m/v); acido orto-fosférico (2% m/v) e sulfato de aménio (10% m/v), por 12
horas. Em seguida, os géis foram descorados com uma solucdo contendo acido
acético (5% v/v) por 60 minutos (Marondedze C. et al.,, 2013). Os géis foram

digitalizados e analizados conforme descrito abaixo.

3.3.4. Anélise dos géis

As imagens adquiridas foram analisadas utilizando o programa ImageMaster
2-D Platinum 5.0 (GE Healthcare), no qual foram avaliados os parametros a seguir:
(i) o numero total de spots; (ii) a similaridade entre os géis pareados e (i) a
diferenca da porcentagem de volume, entre cada condigdo de tratamento. Cabe
destacar que, este Ultimo parametro corresponde ao valor referente a normalizacédo
da saliéncia pela area do spot e a representatividade do mesmo no gel como um
todo, isto €, pelo total de proteinas coradas (fosforiladas). Spots comuns a todas as
condicbes foram considerados como marcadores para a realizacdo de um
pareamento eficiente e posterior analise dos mesmos. Assim, a partir das imagens
obtidas apo0s coloracdo com ProQDiamond®, foram selecionados spots que

apresentava reducdo da fosforilacdo de pelo menos 1,5 vezes em relacdo ao
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controle e/ou spots que apresentavam uma alteracdo com valor de p < 0,05 pelo
teste estatistico de ANOVA.

Para certificar de que a concentracdo proteica de cada amostra era similar,
uma analise global da expresséo proteica dos géis corados com Coomassie Coloidal

G-250 foi realizada.

3.3.5. Seccdo das proteinas do gel e identificacdo por espectrometria de
massa

Os spots de interesse foram seccionados do gel a partir do mapa gerado
pelo programa Image Master 2-D Platinum 5.0 (GE Healthcare) utilizado nas
analises.

Antes da digestdo das proteinas presentes nos spots, estes foram
descorados, por uma solucdo contendo metanol (50% v/v) e acido acético (2,5%
v/v). Os spots foram, entdo, desidratados com acetonitrila (100%) e as proteinas,
presentes no gel, foram reduzidas e alquiladas com uma solugéo contendo DTT (10
mM) e iodoacetamida (50 mM), respectivamente, a temperatura ambiente, por 30
minutos, cada. Apés remocao da solugdo contendo iodoacetamida foi adicionado ao
gel bicarbonato de aménio (100 mM) por dez minutos. Os spots foram desidratados
com acetonitrila (100%), incubados por cinco minutos a temperatura ambiente e
rehidratados com bicarbonato de aménio (100 mM) por dez minutos. Ciclos de
desidratacéo e rehidratacdo foram repetidos duas vezes. Cerca de 30 a 50 pl de
solugdo contendo tripsina (20 ng/ul, Promega, WI, EUA) em bicarbonato de aménio
(50 mM) foi adicionada por spot e os mesmos foram mantidos por 30 minutos em
banho de gelo. O excesso desta solucéo foi removido e bicarbonato de aménio (50

mM), foi adicionado até a total imerséo do spot.
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Os spots foram incubados por 16 horas a 37°C. A atividade da tripsina foi
interrompida com uma solucéo de extracdo contendo acido formico (5% v/v), por 10
minutos. O sobrenadante foi recolhido e incubado com segunda solucéo de extracao
contendo acido férmico (5% v/v) e acetonitrila (50% v/v), por dez minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi recolhido e os peptideos eluidos foram
concentrados em evaporador por aproximadamente 40 minutos a temperatura
ambiente.

Apos a secagem das amostras, os peptideos foram ressuspensos em
solucéo de acido férmico (1% v/v) e submetidos para andlise por espectrometria de
massas ESI-Q-TOF acoplado ao sistema nanoAcquity® (Waters Co. MA, EUA). Esta
etapa do procedimento foi realizada utilizando o servico de Espectometria de

Massas do Laboratério Nacional de Biociéncias (LnBio), Campinas, SP, Brasil.

3.3.6. Identificacdo das proteinas e sua caracterizacao funcional

Os espectros de massas gerados foram analisados pelo software Mascot
Daemon 2.3 (Matrix Science USA, analisado em junho de 2009). Foram
consideradas como identificadas, somente as proteinas que apresentaram uma
cobertura de no minimo quatro sequencias peptidicas com uma pontucdo total
(score) superior a 70 definido pelo programa Mascot Daemon. O banco de dados
utilizado para alinhamento e identificacdo das proteinas foi o banco de dados do
Swiss Prot (Boeckmann B. et al, 2005). O peso molecular e o ponto isoelétrico,
tedrico e experimental também foram obtidos a partir dessa analise.

O perfil funcional das proteinas identificadas pelo fosfoproteoma e a sua

localizagdo subcelular foi realizada a partir da analise, em fevereiro de 2013, dos
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bancos de dados GeneOntology (Martin D. et al. 2004, http:/www.geneontology.org)

e Kegg (Kanehisa M & Goto S.; 2000; http://www.genome.jp/kegg/).

3.4. Validacéo de Alvos das aPKCs

As CTE, E14TG2A ao atingirem 70-80% confluéncia foram tratadas com
peptideo aPKC-yS ou com peptideo carreador Tats7-57, por 15 minutos a 37°C. As
células foram lisadas, quantificadas, eletrofocalizadas, rehidratadas e resolvidas em
gel de SDS-Page conforme descrito na sec¢éo 3.3. acima.

Apbs a eletroforese bidimensional os géis foram transferidos para membrana
de nitrocelulose e incubadas com anticorpo especifico anti-PKM2 (1:500, cat. sc-
65176; Santa Cruz Biotechnology Inc., TX, EUA), seguindo o protocolo de
imunoblotting descrito a seguir. As proteinas foram analisadas quanto o0s
deslocamento do seu ponto isoelétrico, indicando a reducdo da fosforilagdo

mediante o tratamento com o peptideo aPKC-yS.

3.5. Predicao de interacfes entre alvos das aPKCs
O programa STRING foi utilizado para predizer e reconhecer as interacdes
de proteinas identificadas a partir do fosfoproteoma (Emily M. et al., 2009). Através
do website http://string-db.org/ foi possivel avaliar a interacdo entre algumas
proteinas do citoesqueleto e as aPKCs. A partir da andlise foram geradas linhas
tracejadas e linhas continuas conectando as proteinas, elas representam substratos
hipotéticos e interagbes ja confirmadas experimentalmente em humanos na

literatura, respectivamente.
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3.6.Avaliacado da atividade enziméatica da Lactato Desidrogenase e Piruvato
Quinase
As CTE E14TG2A, indiferenciada, foram plaqueadas na concentracéo de 3 x
108. Apds 24 horas, as células foram tratadas com 500 nM de petideo aPKC-yS ou
do peptideo carreador controle Tats7-s57, nos intervalos de tempo de 30 minutos, uma
hora, quatro horas e oito horas. O meio foi removido e as células foram contadas,
108 células para cada experimento, as quais foram lisadas na presenca dos tampdes
especificos para cada ensaio enzimatico.
A avaliacdo da atividade da lactato desidrogenase, da piruvato quinase e da
isocitrato desidrogenase foram realizadas seguindo as intru¢cdes dos fabricantes

(Cayman, Brasil & Abcam, USA, respectivamente).

3.7.Anédlise do perfil metabdlico

3.7.1. Consumo de glicose e producéao de lactato

As CTEs E14TG2A, indiferenciada, foram semeada em placas de 6 pocos
na concentracéo de 3,5 x 10° células/poco. Apés 24 horas, as células foram tratadas
com 500 nM dos peptideos aPKC-yS ou Tata7-s7, nos intervalos de tempo de trinta
minutos, uma hora, quatro horas e oito horas. Ap6s o tratamento, o meio foi
removido e centrifugado a 2.000 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C até a analise no
equipamento Bioprofile Basic 4 (Derfus G.E. et al., 2010; NovaBiomedical, MA,
EUA), em colaboragdo com o Laboratorio Nacional de Biociéncias (LnBio,
Campinas). As ceélulas de cada poc¢o foram contadas e a concentracéo de glicose e
lactato foram normalizadas a partir destes valores. Este ensaio foi realizado em trés

momentos diferentes e para cada analise foram utilizadas triplicatas experimentais.
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3.7.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-H)

A técnica de RMN-H foi utilizada como o estratégia de estudo para observar
alteracdo de compostos da via metabolica produzidos apds a inibicdo das aPKCs
(Beale M.H. et al., 2009). A pesquisadora Dra. Ana Carolina Zeri (Laboratério
Nacional de Biociéncias, Laboratorio Nacional de Luz Sincroton em Campinas) foi
nossa colaboradora para a realizacdo desta etapa da tese. As CTEs E14TG2A,
indiferenciada, foram semeada em garrafas de T25cm? na concentracdo de 1.0 x 108
células. Apos 16 horas, as células foram tratadas com 500 nM dos peptideos aPKC-
yS ou Tats7-57, nos intervalos de tempo de uma hora, quatro horas e oito horas

O meio foi removido em cada um dos intervalos do tratamento e apés
centrifugagédo a 1000 x g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e
filtrado em filtros de exclusdo de massa molecular (3kDa, Centricon — Millipore)
previamente centrifugados com pelo menos dois volumes de 4gua para retirada do
glicerol presente no filtro. Estas amostras foram liofilizadas e ressuspendidas em
tampéao fosfato (50 mM pH 7.5); Imidazol (10 mM); Azida Sédica (3 mM) e DSS (4,4-
dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid; 0.5 mM). As amostras foram processadas em
um aparelho de RMN-H de 500 mHz e 600 mHz. Os espectros foram analisados
pelo software Chenomx NMR Suite 7.1, a fim de identificar os metabdlitos que
apresentam variacdo de concentracdo ap6s a inibicdo das PKCs atipicas.

Sextuplicata experimental foram realizadas para a analise dessa metodologia.

3.7.3. Consumo de oxigénio
O consumo de oxigénio foi medido utilizando o equipamento Seahorse
(Seahorse Bioscience), seguindo as intru¢des do fabricante (Choi S.W. et al., 2009),

em colaboragdo com a Dra Alicia Juliana Kowaltowski, do laboratério de
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Bioenergética Mitocondrial do Instituto de Quimica (Universidade de Séao Paulo, SP,
Brasil). Os ensaios foram realizados na presenca de monocamada de células
aderidas no modelo de placa V7 PS Cell Culture Microplates (Seahorse Bioscience,
Noble Park, Australia) e a hidratacdo do sensor cartridge (Seahorse Bioscience) foi
realizada com tampéao XF Calibration Solution (Seahorse Bioscience) por 18 horas a
37°C.

As CTE E14TG2A, indiferenciada, foram semeadas na concentracdo de 10°
células/poco apOs exatamente 18 horas, o meio foi removido, 0os pocos foram
lavados uma vez com PBS e as células foram incubadas por uma hora em estufa
sem CO2 a 37°C, em meio DMEM High Glucose (Sigma-Aldrich), SFB (15%v/v), sem
adicao de bicarbonato de sddio. Leituras basais, por aproximadamente 20 minutos,
foram feitas e as células foram tratadas, por injecdo automatica, com os peptideos
aPKC-yS ou Tats7s7, na concentracdo final de 500 nM. ApoOs o intervalo de
aproximadamente trés horas de tratamento foi adicionado 1 uM de oligomicina,
durante aproximadamente uma hora, em seguida FCCP na concentracdo final de
500 nM foi adicionado. Por fim, antimicina A, na concentracdo de 1 pM foi
adicionado (Fornazari M. et al., 2011). O consumo de oxigénio foi observado a cada

nove minutos durante todo o experimento.

3.7.4. Ensaio de fosforilacao in vitro
O ensaio de fosforilagdo in vitro foi realizado em dois momentos durante o
desenvolvimento desta tese. No primeiro momento, em colaboragéo com a Dra Daria
Mochly-Rosen do Department of Chemical and Systems Biology, (Stanford University
School of Medicine, CA, EUA), onde a a-tubulina, identificada como possivel

substrato da PKCpI, foi fosforilada utilizando a proteina recombinante GST-a-
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tubulina (HO0007278-P01 Abnova Co. CA, EUA) e GST-PKCBI (Cell Signaling
Technology, MA, EUA ). A concentracdo de substrato e PKC foi utilizada na
proporcao 2:1, o tampéo utilizado foi Tris-HCI (20 mM, pH 7.5), MgCl2 (20 mM) e
ATP (20 mM), BIATP (5 uCu), CaCl2 (2 mM) contendo 1.2 mg/ml de PS e 0.04
mg/ml de DAG (Schechtman D. et al., 2004). Apdés a reacdo de fosforilacdo as
amostras foram corridas em gel SDS-PAGE 8%. Os géis foram secados e expostos
para a realizacédo da autoradiografia.

No segundo momento, foram avaliados os substratos identificados no
fosfoproteoma com modulador especifico das aPKCs. As enzimas Piruvato Quinase
(Sigma-Aldrich) e Lactato Desidrogenase (Sigma-Aldrich), nas concentracbes de
1000 ng, respectivamente, foram adicionadas ao tampéao contendo Tris-HCI (20 mM,
pH 7.5), MgCl2 (20 mM) e ATP (20 mM), além das enzima PKCA ou PKC( (100 ng,
Invitrogen®) (Schechtman D. et al., 2004), ceramida C6 (50 nM; Avanti Polar Lipids,
Alabana, EUA) foi utilizada como ativador . Apés reacdo de fosforilacdo in vitro, foi
adicionado as amostras 5 ul de tampao Laemmli [Tris-HCI (60 mM, pH 6.8), SDS
(2% m/v); glicerol (10% v/v), B-mercaptoetanol (5% v/v), azul de bromofenol (0.001%
m/v)], seguido do aquecimento das amostras por dez minutos a 100°C e aplicacao
no gel SDS-PAGE. O gel foi fixado, corado com corante fosfoespecifico ProQ
Diamond® (Life Technologies Co.) e escaneado como descrito anteriormente. A
concentracdo de proteina total foi observada apds coloragdo com Coomassie
Coloidal. A intensidade de fosfosforilacdo foi quantificada utilizando o programa

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/), a normalizacdo dos dados foi feita a partir da

intensidade de proteina total. Analise estatistica (teste t) foi realizada comparando as
amostras fosforiladas ou néo pelas aPKCs, utilizando o programa GraphPad Prism.

3.8.1dentificagéo dos residuos de a-tubulina fosforilados
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A tubulina bovina purificada (T1238, Cytosketeon Inc., CO, EUA) foi fosforilada
in vitro, como descrita anteriormente, e a identificacdo do sitio de fosforilacdo foi
realizada em colaboracdo com Dra Daria Mochly-Rosen no Mass Spectrometry
Laboratory (Stanford University School of Medicine, CA, EUA). A proteina fosforilada
foi precipitada com quatro vezes o volume de acetona a -80°C. O pellet de proteina
foi reconstituido com 15 pl de urea (8 M; pH 7.8) e 20 ul de Protease Max (0.2% Vl/v;
Promega) como descrito pelo fabricante. As amostras foram solubilizadas por
agitagéo e sonicagao a temperatura ambiente. O material solubilizado foi reduzido e
alquilado como descrito anteriormente. A digestao foi realizada durante 16 horas a
37°C com tripsina (100 ng, Promega). As amostras foram acidificadas com acido
formico (1%).

A identificacdo do residuo de aminoacido de a-tubulina fosforilado foi feita
utilizando espectometro de massa LTQ Orbitrap VelosData (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA), os arquivos gerados em RAW foram convertidos para formato
mzXML e localizados no sistema de processamento SORCERER™ (SageN

Research, CA, EUA).

3.9.Alinhamento de sequéncia, dindmica molecular e célculo de energia de
ligacdo dos polimeros de tubulina

Esta etapa da tese foi realizada em colaboracdo com o Dr Paulo Sérgio Lopes

de Oliveira do LnBio. O alinhamento das sequencias de o e B-tubulina foram

realizadas seguindo os parametros definidos pelo programa Clustalx (Conway

Institute, Dublin, Irlanda). A construgdo do polimero de tubulina foi criada a partir do

modelo estrutural do heterodimero a e B-tubulina depositada no Protein Data Bank

(PDB Id # 1JFF, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (Lowe J. et al., 2001). As
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quatro unidades do polimero foram obtidas duplicando e sobrepondo a estrutura
cristalografica do heterodimero seguida por uma adicdo de um outro dimero ao
longo do eixo anteriormente fixado. O segundo polimero contendo a treonina
fosforilada na posicdo 253 de a-tubulina foi gerado. Ambas as estruturas foram
submetidas a minimizacao de energia e simulagéo de dinamica molecular usando o

programa YASARA (http://www.yasara.org/index.html). Todos os atomos de

hidrogénio e outros atomos ndo presentes na estrutura foram criados usando
parametros de campo de forca obtidos por AMBER99 (Wang J. et al., 2000). A
protonacéo foi realizada tendo como referéncia o pH 7.0. O limite de simulacao foi
definido po 15 A em torno de todos os atomos de cada complexo macromolecular.
Inicialmente, uma simulacdo de dinamica molecular foi realizada pelo ajuste de
solvente e moléculas de 4gua que foi em seguida removida até obter um modelo
com densidade da agua de 0.997 mg/ml. Em seguida, um novo passo de simulacao
foi realizado a fim de minimizar a energia até que a velocidade maxima do atomo
fosse reduzida até 2200 m/s. 500 etapas de simulacdo de anelamento foram
realizadas com temperatura de 0 K. Finalmente, uma simulacdo de quatro
nanosegundo a 298 K, com um corte de 7.86 A de heterodimeros de tubulina ndo
ligada foi realizada e imagens a cada 7.5 picosegundos foram salvas. Foram
moduladas 150 conformacdes e a energia potencial calculada para todo o polimero e
para cada heterodimero. O célculo da energia de ligacdo utilizando o programa
YASARA foi realizado a partir da subtracdo da energia do polimero pela soma dos
dimeros isolados de cada conformacao. A significancia estatistica da distribuicdo de

energia foi avaliada por teste t.


http://www.yasara.org/index.html
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3.10. Imunoblotting

Aproximadamente 150 pg do lisado proteico foi resolvida por SDS-PAGE, a
preparacdo das amostras foi realizada como descrita na seccédo 3.3.2. Em seguida,
as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitro-celulose (Bio-
Rad Laboratories, Inc., CA, EUA), com o auxilio de um aparato de transferéncia (Bio-
Rad Laboratories, Inc.) a 100 W por duas horas em temperatura ambiente, de
acordo com o método de Towbin (Towbin H. et al. 1979).

A membrana de nitrocelulose, contendo as proteinas, foi bloqueada com
tampdo de bloqueio TBS-T [leite desnatado (5%); Tris-HCI (20 mM), Tween20
(0.05% v/v, pH7.4)] por 2 horas a temperatura ambiente. Apés o bloqueio, a
membrana foi incubada com o anticorpo primario, por 1 hora a temperatura ambiente
ou alternativamente por 16 horas a 4°C, sob agitacdo constante. Foram utilizados
anticorpos anti-a-tubulina (1:2000, cat. T5168; Sigma-Aldrich), anti-GFP (1:1000;
gentilmente cedido pelo Dr. Frederico José Gueiros Filho do Laborat6rio Diviséo
Celular Bacteriana, Instituto de Quimica - Universidade de S&o Paulo), anti-PKM2
(1:500, cat. sc-65176; Santa Cruz Biotechnology), diluidos em tampéo de bloqueio
TBS-T por uma hora. Ao término da incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes
com TBS-T, por 30 minutos a temperatura ambiente. As membranas foram
subsequentemente incubadas por uma hora com anticorpo secundario especifico
conjugados a peroxidase (1:1000; Ge-Healthcare) seguindo as recomendacdes do
fabricante. A membrana foi lavada novamente, como descrito acima, e a revelacao
realizada por quimioluminecéncia de acordo com as instrucdes do fabricante
(Enhancer Chemi-Luminescence, Ge-Healthcare). Para a analise quantitativa, as

auto-radiografias foram escaneadas e quantificadas utilizando-se o software Image J
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(http:/rsbweb.nih.gov/download.html). A significancia estatistica foi determinada

utilizando-se o teste T (GraphPad Software, Inc).

3.11. Plasmideos e mutacéo sitio-dirigida da a-tubulina

A a-tubulina humana derivada do vetor pTagBFP-tubulina (Evrogenswas,
Mo, Russia gentilmente cedida pelo Dr. Jorg Kobarg, Laboratorio Nacional da Luz
Sincroton, LNBio, Campinas, Brasil) foi subclonada no N-terminal ao vetor de
expressao de mamiferos pEGFP-CI (Clontech Laboratories, Inc., CA, EUA) entre os
sitios de restricdo enzimética Xho | e Bam HI. As muta¢cdes sitio dirigidas dos
mutantes T253E e T253A foram realizadas com o kit QuikChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies - USA) conforme instrugdes do fabricante. Os
oligonucleotideos utilizados estao descritos na tabela 1 a seguir. As mutacdes foram

confirmadas por sequenciamento (IQ-USP) das regides mutadas.

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a realizagdo das mutacgdes

sitio dirigidas em a-tubulina

Mutante Orientacao Sequéncia

T253E Forward TGAATGTTGACCTGGAAGAATTCCAGACCAAC

T253E Reverse GTTGGTCTGGAATTCTTCCAGGTCAACATTCA

T253A Forward TGAATGTTGACCTGGCAGAATTCCAGACCAAC

T253A Reverse GTTGGTCTGGAATTCTGCCAGGTCAACATTCA
3.12. Transfecc¢ao da linhagem celular HEK 393T com a-tubulina

A LipofectaminaTM 200 (Invitrogen), 15 ul, foi diluida em 500 ul de DMEM
contendo 25 mM de glicose (DMEM High Glucose — Invitrogen/USA; Hashemi A. et

al., 2012) sem soro e incubada por dez minutos a temperatura ambiente. Apds esta
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incubacdo 5 ug de DNA foi adicionado a esta solucdo que foi incubada a
temperatura ambiente por mais dez minutos. Em seguida, 10° células, previamente
lavadas com PBS, foram incubadas com a solu¢do contendo LipofectaminaTM e
DNA por cinco minutos adicionais a temperatura ambiente. As células foram
ressuspensas em 5 ml de DMEM (Sigma-Aldrich), suplementado com SFB (15% vl/v;
Hy-clone-Invitrogen/USA) e bicarbonato de sodio (44 mM).

As células transfectadas foram mantidas a 37°C em atmosfera com 5% COz,
por 48 horas, para a realizacdo subsequente dos experimentos descritos. A
intensidade de transfeccdo foi monitorada por microscopia de fluorescéncia e por

imunoblotting, utilizando anticorpo anti-a-tubulina e anti GFP.

3.13. Fracionamento celular

O fracionamento celular para separar tubulina soltvel e insolavel (Tagawa H.
et al., 1996; Tashiro T. et al., 1989) foi realizado como descrito por Schechtman D. e
colaboradores, (2003). As linhagens celulares HEK293T transfectadas, como
descrita anteriormente, foram lisadas com tampao de homogenizacao [Tris-HCI (20
mM; pH 7.5); EDTA (2 mM); EGTA (10 mM); sucrose (0.25 M); coquetel inibidores de
protease (1:300, Sigma # P8340) e coquetel inibidores de fosfatase (1:100 Cat n°
04906845001, Roche). Apds ultracentrifugacdo a 100.000 Xg por 40 minutos a 4°C,
o sobrenadante foi removido (fracdo solUvel) e o precipitado ressuspenso em
tampdo de DE [Tris-HCI (20 mM; pH 7.5; EDTA (1 mM), EGTA (1 mM); B-
mercaptoetanol (12 mM), glicerol (10% v/v), Triton-X 100 (1% v/v) e inibidores de
protease e fosfatase, na mesma concentracao descrita anteriormente].

O homogenato (fracdo insoluvel) foi sonicado por dez minutos na amplitude

de 60 (Branson Sonifier # S-450A). A concentracdo de proteina foi determinada por
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Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc.) e o imunoblotting das duas fracdes foi
realizado como descrito anteriormente.

A taxa de despolimerizacédo foi observada pela razdo de tubulina insoluvel
apos o tratamento com nocodazol pelo controle (sem tratamento). Este tipo de
analise foi realizado tanto na linhagem E14TG2A tratada com o peptideo inibidor da
PKCBI, quanto na linhagem HEK293T transfectada com os diferentes mutantes de
a-tubulina-GFP (descritos acima). Neste ultimo caso, apds a extracdo e
fracionamento celular, a analise foi realizada a partir dos dados obtidos pelo
imunoblotting utilizando anticorpo especifico anti-GFP. O teste t foi o ensaio
estatistico escolhido para comparar a relevancia significativa de cada condicdo de
tratamento. A intensidade das bandas foi analisada por densitometria usando o

Image J (http:// rsbweb.nih.gov/ij/).

3.14. Imunoprecipitacao

A o-tubulina foi imunoprecipitada das CTE, E14TG2A, a partir da fragédo
insolavel descrita anteriormente. Esta fracdo foi diluida dez vezes em Tris-HCI (20
mM; pH 7.5), coquetel inibidores de proteases (1:300, # P8340 Sigma-Aldrich) e
coquetel inibidores de fosfatases (1:100 Cat n° 04906845001, Roche).

A a-tubulina-GFP foi imunoprecipitada a partir de extrato celular de
HEK293T tranfectada com os diferentes mutantes da a-tubulina (Selvagem, a-
tubulina-GFP-T253A e a-tubulina-GFP-T253E). O lisado de HEK293T foi congelado
(-80°C) e descongelado quatro vezes e posteriormente foi passado por uma seringa
vinite vezes e sonicado por dez minutos na amplitude de 60, como descrito

anteriormente.
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O pré-clearing, para estes dois tipos de extratos, foi feito incubando-se as
amostras com 20 ul de beads de proteina G-agarose (Life Technologies Co.) por
duas horas a 4°C. O material ndo ligado foi entdo incubado com 30 ul de beads de
proteina G-agarose e anti-a-tublina (150 pug/ml, cat. T5168; Sigma-Aldrich), por 16
horas a 4 °C. ApOs a incubacdo das amostras, os beads foram lavados por
centrifugagéo trés vezes com Tris-HCI (20 mM; pH 7.5) contendo coquetel inibidor de
proteases (1:300, # P8340 Sigma-Aldrich) e coquetel inibidor de fosfatases (1:100
Cat n° 04906845001, Roche). Os beads foram ressuspensos em 60 uL de tampéo
Laemmli, aquecidos a 100°C por dez minutos e aplicadas em gel SDS-PAGE
(Schechtman D. et al., 2003). O imunobloting foi realizado utilizando anticorpo anti-
fosfotreonina (Life Technologies Co.), anti-a-tubulina e anti-GFP, conforme descrito

anteriormente.

3.15. Polimerizagdo da tubulina in vitro

O ensaio de polimerizagédo da tubulina foi realizado em colaboragdo com o
laboratorio da Dra Daria Mochly-Rosen do Department of Chemical and Systems
Biology, (Stanford University School of Medicine, CA, EUA). Antes do ensaio de
polimeriza¢do, as amostras foram incubadas por dez minutos no gelo, a fim de evitar
qualquer tubulina polimerizada antes do inicio da realizagdo do ensaio (Fourest-
Lieuvin A. et al., 2006).

A reacdo de polimerizagdo da tubulina bovina (400 ng, TL238
Cytoskeleton®) nao fosforilada e fosforilada, pela PKCBI ativada, (como descrito na
seccao 3.8), foi realizada em 180 ul de tampao G-PEM [PIPIES (80 mM, pH 6.9);
MgCl2 (2 mM); EGTA (0.5 mM), glicerol (60% v/v)]. A polimerizagdo foi iniciada

adicionando GTP (1 mM) e as leituras de absorbancia a 340 nm obtidas com um
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espectrofotometro. Em cada condicdo a polimerizacdo foi acompanhada por 30

minutos a 37°C.

3.16. Microscopia Confocal de Fluorescéncia

As linhagens celulares, CTE E14TG2A e HEK293T, foram cultivadas em
laminulas redondas de 13 mm até que atingissem 70-80% de confluéncia. As células
foram fixadas com paraformaldeideo (PFA, 4%) por dez minutos a temperatura
ambiente. Apés fixacdo, as laminulas foram lavadas novamente duas vezes com
PBS e guardadas com agua destilada a 4°C até serem marcadas com anticorpos
especificos. As células fixadas foram blogueadas com solu¢do contendo PBS, soro
de cabra (1% v/v) e Triton-X 100 (0.1% v/v) e incubadas em atmosfera Umida a
temperatura ambiente por 30 minutos. A solucdo bloqueadora foi aspirada e as
células incubadas com os anticorpos primarios diluidos na solucao bloqueadora por
pelo menos duas horas a temperatura ambiente, incuba¢cdes mais extensas foram
feitas a 4°C (Costa-Junior H.M. et al., 2010). Os anticorpos primarios usados para o
ensaio foram anti-PKCpI (1:100, Santa Cruz Biotechnology) e anti-a-tubulina (1:500,
Sigma-Aldrich). Os anticorpos primarios foram aspirados e as células lavadas trés
vezes com incubacGes de 15 minutos em solucdo contendo PBS e Triton-X 100
(0.1% v/v). Os anticorpos secundarios fluorescentes [ex.; vermelho de Texas e/ou
isothiocyanato de fluoresceina (FITC) (Molecular Probes®, OR, EUA)], foram
diluidos (1:300) na solucdo de blogueio e incubados no escuro a temperatura
ambiente por uma hora. As células foram lavadas conforme descrito acima. As
laminas e laminulas foram montadas em solucdo [glicerol (50% v/v) em PBS
contendo DAPI (20 upg/mL; 4'6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride)]. As

laminulas foram seladas com esmalte incolor. A marcacdo foi detectada por
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microscopia de epi-flurescéncia (Nikon Eclipse E600, objetiva Plan FLuor 60X) ou
por microscopia confocal (Carl Zeiss ® 510 LMS conectado ao microscopio Axiover,
objetiva 68X).

Durante a aquisicdo das imagens por microscopia confocal, a intensidade do
laser foi cuidadosamente controlada, a fim de evitar diferenca de intensidade de cor
entre as amostras. Para a analise de incorporacdo de a-tubulina-GFP no fuso
mitotico, as imagens de cortes de 7.4 mm e pinhole de 0.82 mm foram obtidas. O
perfil de intensidade de verde/ vermelho (488 nm e 555 nm, respectivamente) foi
medido usando o programa Zen lite 2011 (Carl Zeiss ®, Ostalbkreis, Alemanha).
Pelo menos sete células em metafase foram analisadas para cada mutante de a-
tubulina. O grafico de dispersdo decorrente dessa analise foi realizado a partir da
razdo da intensidade de marcacédo verde (a-tubulina-GFP) por vermelho (a-tubulina

total).

3.16.1.Coleta e imunofluorescéncia dos embrides de camundongo

Esta etapa da tese foi realizada em colaboracdo com o Dr José Xavier (LnBio
Laboratdrio Nacional Biosciéncias, Campinas). Camundongos fémeas com idade de
seis a oito semanas foram tratadas com gonadotrofina (5 Ul, G4527 Sigma-Alcridh)
e gonadotrofina coridnica humana hCG (5 Ul; C8554, Sigma-Aldrich) como descrito
por Dehghani H. e colaboradores, 2005. Trés dias e meio ap6s o0 coito, 0S
blastocistos foram removidos do utero das fémeas utilizando meio EmbryoMax ® M2
(Merck Millipore, MA, EUA) e imediatamente fixado com PFA (2%). A microscopia
confocal de embrides de camundongos foi realizada como descrita por Dehghani e
colaboradores (REF 18 do arquivo faseb). Os blastocistos fixados foram

permeabilizados em solucdo contendo PBS e Triton-X 100 (0.5% v/v). Lavados com
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PBS e glicina (5 mM) e incubados em PBS e Tween-20 (1% v/v) por dez minutos.
Posteriormente, foi adicionado um tampao intracelular [KCI (100 mM); MgClz (5 mM);
EGTA (3 mM); BSA (1% m/v) e HEPES (20 mM pH 6.8)]. Apds esta etapa de
permeabilizacdo, a marcacdo com anticorpos anti-PKCBI e anti-a-tubulina foi

realizada conforme descrito previamente.
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4. RESULTADOS

4.1. Elucidacdo funcional das aPKCs em células tronco indiferenciada,

identificacdo e caracterizacao dos substratos destas isoenzimas.

4.1.1. Identificacdo dos alvos das aPKCs em CTE indiferenciadas
utilizando fosfoprotedmica
Conforme apresentado na introducdo, as aPKCs (A e ) sdo altamente
expressas em CTE (Costa-Junior et al., 2010) e apesar de alguns trabalhos
indicarem sua importancia nesse modelo (Heo et al., 2007; Lee et al., 2006; Yun et
al., 2009), as vias de sinalizagcdo em que estas isoenzimas estdo envolvidas ainda
nao foram completamente elucidada. Com o objetivo de avaliar a importancia
funcional destas serina/ treonina quinases em CTE indiferenciadas, foi utilizado a
técnica de fosfoprote6bmica combinada ao tratamento com inibidor especifico das
aPKCs, o peptideo pseudossubstrato (aPKC-yS). As células tronco embrionaria,
E14TG2A indiferenciada, foram tratadas com peptideo carreador controle Tats7-s7 €
com o peptideo inibidor aPKC-yS, na concentracdo de 500 nM, durante 15 minutos
a 37°C. Cabe destacar que, estudos anteriores indicam que esta concentracéo de
peptideo foi suficiente para inibir a atividade das aPKCs (Laudanna C. et al., 1998),
e que tratamentos por curto periodo permitem observar o efeito inicial da inibicdo da
fosforilacdo mediada por essas quinases (Costa-Junior H.M. et al., 2010). Ap6s o
tratamento, os lisados protéicos foram preparados para observacdo das alteracdes
nas fosfoproteinas por géis bidimensionais (Figura 6).
Os géis bidimensionais foram marcados com corante fosfoespecifico, (ProQ

Diamond), sendo possivel detectar em quatro geéis, para cada tratamento, uma
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média de cerca de 515 e 502 spots fosforilados obtidos a partir de amostras tratadas
com o peptideo Tats7s7, € com 0 peptideo inibidor, aPKC-yS, respectivamente
(Figura 6). Estes mesmos géis também foram corados para proteinas totais, sendo
possivel identificar uma média de 500 spots corados com Coomasie Coloidal

(G250), entre as quadruplicatas dos dois tratamentos (Figura 6B).

ProQ - Diamond

aPKC-yS

MW (kDa)

Figura 6: Deteccéo dos alvos das aPKCs em CTE E14TG2A, indiferenciada, utilizando
corante fosfo-especifico. Lisado protéico de células tratadas com 500 nM do peptideo
carreador controle TAT47s7 (A e C) e com o peptideo pseudossubstrato das aPKCs (aPKC-
yS) (B e D), por 15 minutos. A focalizacdo isoelétrica foi realizada em fitas de 13 cm pH 4-7,
em seguida as proteinas foram resolvidas em gel SDS-PAGE 11%. (A e B) Géis corados
com corante fosfoespecifico Pro-Q Diamond (Invitrogen). (C e D) Coloracdo com Coomassie
Coloidal, para andlise de proteinas totais. Géis representativos de quadruplicata biolégica. A
numeracao indicada nos géis A e C indicam os spots utilizados para realizar o alinhamento
dos géis durante a andlise no ImageMaster, ao passo que a numeracao dos spots indicados
em D é referente as proteinas que sofreram reducdo da fosforilacdo e estdo descritas na
tabela 2.
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A analise dos géis foi realizada a partir do pareamento dos mesmos com 0s
spots destacados nas Figuras 6A e C. Com o objetivo de identificar possiveis alvos,
incluindo substratos diretos das aPKCs, foram selecionados 83 spots que
apresentaram reducéo na intensidade de fosfo-marcacdo apds o tratamento com o
inibidor aPKC- yS.

Os spots selecionados apresentaram reducéo na fosforilacdo de pelo menos
1,5 vezes em relagdo ao controle (TAT47-57) e/ou alteracdo na marcagdo com valor
de p < 0,05, pelo teste estatistico de ANOVA, calculados pelo software Image Master
2D Platinum 7.0 (GE Healthcare Life Science), como pode ser observado na tabela
2. Cabe destacar que, apenas 57 spots foram passiveis de remoc¢ao dos géis, uma
vez que, alguns deles, ndo foram detectados apds a coloracdo com Coomassie
Coloidal Blue (G250). Indicando, assim, que estas proteinas apesar de
apresentarem intensa fosforilacdo, possuem expressao total reduzida.

Os spots foram digeridos com tripsina e os peptideos submetidos a analise
por espectrometria de massas utilizando o aparelho ESI-Q-Tof. As proteinas

identificadas estao referenciadas na Figura 6D e descritas na tabela 2.
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Tabela 2: Identificagc&o das proteinas cuja fosforilagao foi reduzida ap6s o tratamento com o peptideo aPKC-yS

Score NP % Teorico Experimental llzrz)t;rz)sriildaac;i
ID Proteina Uniprot Mascot peptideos Cobertura PM PM - ANOVA
pl (kDa) pl (kDa) TAT 4757 aPKC-yS

2 ATP-dependent RNA helicase Q62095 167 7 0,12 6,72 73,49 5,11 82,06 1,92 1,41 3,79E-02
2 Golgi resident protein GCP60 Q8BMP6 94 3 0,05 5,02 60,40 5,11 82,06 1,92 1,41 3,79E-02

TNF receptor-associated protein 1 Q12931 1024 29 0,38 6,25 80,03 6,40 83,70 1,11 - 1,63E-01
10 Glycyl-tRNA synthetase Q9CzD3 522 15 0,23 6,24 82,60 6,36 81,52 1,11 - 1,56E-01
11 Glycerol phosphate dehydrogenase 2, mitochondrial Q64521 204 7 0,1 6,17 80,85 6,49 79,53 1,10 - 1,89E-01
14 GMP synthase Q3THK7 333 12 0,18 6,29 7751 6,82 83,56 1,06 - 2,71E-01
15 Nuclear autoantigenic sperm protein (NASP) Q99MD9 82 5 0,02 4,35 84,00 4,01 84,19 2,93 1,70 2,84E-02
22 M2-type pyruvate kinase P52480 118 5 0,08 7,18 58,45 6,48 68,68 1,07 - 2,57E-01
23 inositol-3-phosphate synthase 1 Q9JHU9 155 5 0,09 5,99 61,52 6,68 74,95 1,10 - 2,00E-01
24 T-complex protein 1 subunit beta P80314 122 2 0,04 6,23 61,02 6,83 75,32 1,08 - 2,28E-01
25 Stress-induced phosphoprotein 1 Q60864 962 29 0,35 6,40 63,16 6,91 75,32 1,08 - 2,35E-01
27 Tubulin alpha-1 chain P05213 78 5 0,04 4,95 50,50 4,52 66,02 4,34 2,52 3,02E-03
33 Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3 Q64737 656 19 0,35 6,25 107,5 8,39 60 1,09 - 2,13E-01
34 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X Q00612 1054 33 0,51 6,06 59,23 6,71 67,00 1,07 - 2,58E-01
35 Pre-mRNA-processing factor 19 Q99KP6 364 9 0,2 6,14 55,66 6,77 65,15 1,10 - 1,90E-01
35 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase Q61753 258 6 0,13 6,29 57,34 5,56 61,60 1,10 - 1,90E-01
39 Actin-binding Rho-activating protein Q8BUZ1 1027 24 0,52 5,29 42,05 5,56 61,60 1,11 - 2,08E-01
40 Ribosome biogenesis protein WDR12 Q9JJA4 527 20 0,46 5,36 47,77 5,68 60,50 4,04 1,62 2,60E-02
40 ATP synthase subunit alpha Q03265 299 10 0,16 5,36 47,77 5,68 60,50 4,04 1,62 2,60E-02
44 Elongation factor 1-alpha 1 P10126 579 14 0,31 9,10 50,42 5,09 54,89 3,89 1,67 2,13E-02
44 Hsc70-interacting protein Q99L47 179 8 0,19 5,19 41,80 5,09 54,89 3,89 1,67 2,13E-02
45 Rab GDP dissociation inhibitor beta Q61598 173 8 0,17 8,66 53,42 5,98 54,62 1,11 - 1,40E-01
46 Alpha-enolase P17182 2659 92 0,76 6,37 47,11 6,66 55,07 1,46 - 7,49E-02
47 Adenosine Kinase P55264 759 30 0,49 5,84 40,12 6,29 53,11 2,43 - 5,26E-03
48 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 Q8BG32 530 14 0,36 6,09 47,18 6,44 54,71 1,05 - 1,18E-01
48  C-terminal-binding protein 2 isoform 2 P56546 422 13 0,35 6,47 49,44 6,44 54,71 1,05 - 1,18E-01
52 Annexin A7 Q07076 614 17 0,34 591 50,19 5,97 49,72 1,06 - 1,22E-01
53 Adenosylhomocysteinase P50247 701 21 0,47 5,98 48,16 6,63 51,99 1,05 - 1,19E-01
53 Beta-centractin Q8R5C5 414 10 0,37 5,98 42,37 6,63 51,99 1,05 - 1,19E-01
54 TAR DNA-binding protein 43 Q921F2 836 19 0,39 6,26 44,92 6,76 49,64 1,09 - 2,07E-01

57 ATPase Asnal 054984 414 12 0,32 4,81 39,25 4,87 43,72 1,04 = 1,18E-01
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Intensidade

ID Proteina Uniprot I\?ggggt peptl\il;eos Coboe/:"tura Teorico oy ExperlmentaIPM Fosforilagdo ANOVA
pl (kDa) pl (kDa) TATa757 aPKC-yS

62 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial Q8BWT1 241 8 0,22 8,63 41,28 6,48 44,01 2,76 1,43 3,34E-02
65 Eukaryotic translation initiation factor 2A Q9BY44 733 20 0,52 5,02 36,37 5,30 37,33 1,10 - 1,38E-01
66 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 088844 214 8 0,28 6,27 39,61 5,66 40,27 1,07 - 2,40E-01
67 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase P16858 221 7 0,28 8,44 36,07 5,63 37,51 1,09 - 1,29E-01
67 Serine/threonine-protein phosphatase 2A P62715 209 6 0,23 5,30 36,18 5,63 37,51 1,09 - 1,29E-01
67 Protein ADP-ribosylarginine P54923 192 7 0,24 5,46 40,32 5,63 37,51 1,09 - 1,29E-01
68 Transaldolase Q93092 379 11 0,29 6,57 37,53 6,18 40,80 1,10 - 1,34E-01
69 L-lactate dehydrogenase B chain P16125 473 24 0,55 5,70 36,83 6,67 37,58 1,68 1,40 3,00E-02
70 60S acidic ribosomal protein PO P47962 119 4 0,13 9,78 34,61 6,00 35,18 1,11 - 1,87E-01
71 Proliferating cell nuclear antigen P17918 581 18 0,58 4,66 29,11 4,47 37,95 1,08 - 1,25E-01
72 Serine/arginine-rich splicing factor 1 Q6PDM2 842 16 0,5 10,37 27,84 5,19 34,77 4,22 1,65 3,25E-02
73 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 035381 525 15 0,35 4,00 28,50 3,90 31,14 5,36 1,65 1,76E-02
74 Apolipoprotein E P08226 89 3 0,12 26,99 4,89 4,10 31,67 6,36 1,49 3,51E-02
77 Proteasome subunit beta type-7 P70195 312 12 0,24 8,14 30,21 6,49 28,25 1,06 - 2,68E-01
79 GTP-binding nuclear protein Ran P62827 432 13 0,53 7,01 24,58 4,24 25,09 1,76 - 2,41E-02
81 DNA-directed RNA polymerases |, I, and llI Q80UWS 524 14 0,62 24,67 569 6,13 25,01 1,10 - 2,03E-01
81 Phosphoserine phosphatase Q99LS3 218 7 0,28 5,81 2531 6,13 25,01 1,10 - 2,03E-01
82 Peroxiredoxin-6 008709 1337 19 0,83 571 24,97 6,30 24,56 1,09 - 1,30E-01
83 Heat shock protein beta-1 P14602 1281 38 0,9 6,12 23,00 6,62 25,13 2,95 - 2,31E-03
84 Translationally-controlled tumor protein P63028 113 4 0,27 4,76 1956 4,44 21,63 1,10 - 1,32E-01
85 Kinetochore protein Spc24 Q9D083 331 6 0,4 4,57 23,57 4,30 24,64 1,00 - 1,16E-01
86 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 P70296 859 17 0,8 5,19 20,99 5,19 19,12 1,11 - 1,84E-01
87 Chromobox protein homolog 3 P23198 150 4 0,25 4,96 19,91 5,44 13,61 0,65 - 7,20E-01
88 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha Q99PT1 72 5 0,21 512 23,43 5,65 34,98 0,08 - 5,00E-02
88 40S ribosomal protein P25444 112 8 0,15 4,74 32,81 4,79 42,10 1,04 1,01 1,90E-01
92 Tubulin beta-2C chain P68372 181 8 0,13 4,79 50,26 4,81 57,27 0,38 0,31 6,50E-01
o8 60 kDa heat shock protein, mitochondrial precursor P63038 152 9 0,07 5,91 61,09 5,53 59,86 0,72 0,62 2,60E-01
94 Tubulin beta-5 chain P99024 258 10 0,27 4,78 50,10 5,22 62,95 0,82 0,64 3,14E-01
96 Heat shock cognate 71kDa protein P63017 74 11 0,11 5,37 71,06 4,88 72,09 1,40 1,17 1,00E-01
97 Eukaryotic Translation Initiation Factor 4B Q8BGD9 86 4 0,09 5,47 68,97 5,59 81,77 0,37 0,17 6,50E-01
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Como indicado na tabela 2, foram identificadas 62 proteinas dos 57 spots
seccionados, uma vez que, em alguns casos, um unico spot continha mais de uma
proteina. Conforme sugerido pelo programa Mascot Daemon (Matrix Science USA),
as proteinas consideradas apresentavam pontuacdo (score) superior a 70, sendo o
score definido como a probabilidade que o pareamento observado seja um evento
randémico (Perkins D.N. et al., 1999). Em adicdo, as proteinas selecionadas a partir
do resultado obtido pelo espectrometro de massas continham no minimo quatro
sequéncias peptidicas alinhadas com a sequéncia protéica identificada a partir do
banco de dados do Swiss Prot (Boeckmann B. et al, 2005). A partir da tabela 2,
também ¢é possivel observar a porcentagem de cobertura dos peptideos
identificados em relacdo a proteina descrita, além do peso molecular e do ponto
isoelétrico, teodrico e experimental. Cabe destacar que, o nome das proteinas
identificadas esta descrito tal como foi idicado apds analise no Mascot Daemon (em
inglés).

Dentre as proteinas identificadas 41,6% s&o proteinas exclusivamente
citoplasmaticas, 17% proteinas exclusivamente nucleares, 12,1% s&o proteinas
mitocondriais e 29,3% sdo proteinas descritas como citoplasmaticas e nucleares.
(Figura 7A). Esta distribuicdo estd de acordo com a localizagdo sub-celular das
aPKCs, citoplasmatica e em juncdes célula-célula, observada em trabalho anterior

do nosso grupo (Costa-Junior et al., 2010).
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Figura 7: Classificagcdo funcional das proteinas cuja fosforilagdo diminuiu apos o
tratamento com o inibidor das aPKCs. A) Distribuicdo percentual com relacédo a localizagcdo
subcelular dos alvos das aPKCs, o citoplasma esta representado como ¢; niicleo como n; mitocondria
como m. B) Distribuicdo das proteinas de acordo com o processo bioldgico que participam. Dados

obtidos a partir da tabela 2 e do GeneOntology (http://www.geneontology.org/, analisado em fevereiro
de 2013).

Ao avaliar a distribuicdo funcional das proteinas que apresentaram a
reducdo da fosforilacdo apds a inibicdo das aPKCs, dois principais grupos de
proteinas foram identificados: i) proteinas envolvidas em vias metabdlicas, como
glicélise, metabolismo de lipideos, via das pentoses e producdo de aminoacidos
(27%); ii) proteinas envolvidas na manutencdo do citoesqueleto, adeséo celular e
transporte de proteinas (22%). Cabe destacar que, 7% das proteinas sédo
chaperonas envolvidas no controle do metabolismo e na manutencdo do
citoesqueleto. Como pode ser observado na Tabela 2 e na figura 7B.

Aproximadamente um terco das proteinas, identificadas por sofrerem

reducdo da fosforilacdo apdés o tratamento com o inibidor das aPKCs, estédo
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envolvidas no controle metabdlico. Dessa maneira, considerando a grande
importancia da modulacdo das vias metabdlicas no controle da auto-renovacéao /
diferenciacdo das células tronco (Zhang J. et al., 2012), somado ainda, ao papel ja
descrito das aPKCs no controle da captacao de glicose (Sajan M.P. et al., 2006),
nas etapas subsequente dessa tese as aPKCs foram caracterizadas no controle

metabolico.

4.1.2. Caracterizacédo funcional das aPKCs no controle metabdlico
Através da andlise de bancos de dados GeneOntology (Martin D. et al.,
2004) e Kegg (Kanehisa M. & Goto S., 2000) foi possivel identificar que dentre as
proteinas envolvidas no controle da rede metabdlica, cerca de 27% sé&o proteinas da
via glicolitica (seis proteinas), 23% séo proteinas presentes no metabolismo de
lipideos (cinco proteinas), e dentre as proteinas que estdo envolvidas na sintese de
purinas, aminoacidos e metabolismo de glutationa, foram observados trés proteinas

em cada um desses grupos (Tabela 3).



Tabela 3:

Identificacdo das proteinas metabdlicas que sofreram
fosforilagdo ap6s o tratamento com o peptideo aPKC-yS

Resultados m

reducdo da

Intensidade
ID.  Proteina Fosforilagdo ANOVA Localizagdo  Short name
TAT47.57 aPKC-yS

2 Golgi resident protein GCP60 1,92 1,41 3,79E-02 M GCP60
11 anIii/(():;:(;Ianr]i(:phate dehydrogenase 2, 1,10 i 1.89E-01 GPD2
14 GMP synthase 1,06 - 2,71E-01 C GMPS
22 M2-type pyruvate kinase 1,07 - 2,57E-01 CI/N PKM2
23 Inositol-3-phosphate synthase 1 1,10 - 2,00E-01 © IPS1
33 ;’(r;g;récstilr?gz! purine biosynthetic protein 1,09 a 213E-01 c GART
34 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X 1,07 - 2,58E-01 © G6PDX
35 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 1,10 - 1,90E-01 M PHGDH
40 ATP synthase subunit alpha 4,04 1,62 2,60E-02 M Atp5al
46 Alpha-enolase 1,46 - 7,49E-02 C ENO1
47 Adenosine Kinase 2,43 - 5,26E-03 CIN ADK
53 Adenosylhomocysteinase 1,05 - 1,19E-01 C AHCY
62 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial 2,76 1,43 3,34E-02 M ACAA2
66 L??gg{gtsern‘?fhydroge”ase [NADP] 1,07 - 2,40E-01 c IDH
67 Sg}%ﬂggggg's'phos’)hate 1,09 : 1,29E-01 c GAPDH
67 Protein ADP-ribosylarginine 1,09 - 1,29E-01 C Adprhl1
68 Transaldolase 1,10 - 1,34E-01 © TALDO
69 L-lactate dehydrogenase B chain 1,68 1,40 3,00E-02 C LDH
74 Apolipoprotein E 6,36 1,49 3,51E-02 C APOE
81 Phosphoserine phosphatase 1,10 - 2,03E-01 C PSPase

Na figura 8, estdo em destaque as proteinas envolvidas diretamente na via

glicolitica e ainda algumas enzimas, presentes em algumas vias como a via das

pentoses e biossintese de serina, que sdo capazes de produzir ou utilizar

intermediarios metabdlicos que convergem direramente para a glicélise.
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Figura 8: A inibicdo das aPKCs reduz a fosforilagdo de algumas enzimas envolvidas
na biossintese de intermediérios da via glicolitica. As proteinas que sofreram a reducéo
da fosforilacdo estdo em destaque entre as etapas de algumas vias envolvidas no

metabolismo da glicose.
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A enzima Piruvato Quinase (PK) é responsavel por uma das etapas limitante
da glicdlise (Mazurek S. et al., 2011), em adi¢do, trabalhos recentes descrevem a
importancia dela como regulador da diferenciacdo celular (Feron O, 2009) e auto-
renovacao das CTE (Lee J. et al., 2008). Considerando este cenario, esta enzima foi
validada como possivel alvo das aPKCs, utilizando anticorpos especificos.

Como indicado na figura 9A e 9B, a Piruvato Quinase M2 (PKM2) sofre
reducdo da fosforilacdo apds o tratamento com o peptideo inibidor das aPKCs. A
realizacdo de uma eletroforese bidimensional seguida do imunoblotting utilizando
anti-PKM permitiu observar uma reducdo do spot com um pH mais acido apdés o
tratamento com o peptideo aPKC-yS (Figura 9C) o que seria esperado na aséncia
da fosforilagdo. Estes dados reforcam a hip6tese que esta enzima pode sofrer uma

mudanca na fosforilagdo apds o tratamento com o peptideo inibidor das aPKCs.



Resultados
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Figura 9: Validacdo da Piruvato Quinase-2 (PKM2) como um dos alvos das aPKCs em
CTE indiferenciada. A linhagem celular E14TG2A foi tratada com 500 nM do peptideo
controle, TAT47.57, € do peptideo inibidor aPKC-yS, por 15 minutos. A) Spot referente a
PKM2. Géis de eletroforese bidimensional foram corados com os corantes ProQDiamond e
Coomassie Coloidal. B) Andlise quantitativa da média normalizada de quatro experimentos
independentes, comparando o volume do spot fosforilado entre os géis controle, tratados
com TATszs7, com 0s geéis tratados com o peptideo aPKC-yS. Géis representativos de
guadruplicata experimental, p < 0,05. C) Alteracdo do ponto isoelétrico da Piruvato Quinase
observada por eletroforese bidimensional seguido de imunoblotting utilizando anti-PKM2,
como anticorpo. Média de triplicata experimental; * p < 0,005 pelo teste t.

A partir do ensaio de imunoblotting dos géis bidimensionais nédo é possivel
inferir que a PKM2 é substrato direto das aPKC, para isso, foram realizados ensaio

de fosforilagéo in vitro (Figura 10). Nesse ensaio, foi utilizado PKM2 purificada e as
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isoformas PKC({ e PKCA recombinante além de ceramida (C6) como ativador das
aPKCs. A reacdo de fosforilacao foi realizada por 30 minutos a temperatura
ambiente. ApGs esse periodo as amostras foram resolvidas por SDS-PAGE e os géis
foram corados com corante fosfoespecifico, ProQ Diamond, e para andlise da
concentracdo de proteina total foi utilizado Coomassie Coloidal Blue (G250) (Figura
10A e B). Como pode ser observada na figura 10, a PKCA\ foi capaz de fosforilar a
PKM2 (Figura 10 A e C), com um aumento na intensidade de fosforilacdo de
aproximadamente quatro vezes. A PKC( também foi capaz de fosforilar diretamente
PKM2, porém o aumento na intensidade de fosforilagédo foi de somente duas vezes,
como pode ser observado no gréfico (Figura 10D). Estas diferencas podem ser
devido a especificidade das duas enzimas ou da atividade especifica das mesmas, o

gue néo foi avaliado no presente estudo.
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Figura 10: Piruvato Quinase é um substrato direto das aPKCs. A enzima PKM purificada
foi submetida ao ensaio de fosforilagéo in vitro, 100 ng de PKC({ e PKCA foram adicionadas
a reacdo contendo 1000 ng de PKM2, na presenca ou auséncia de 50 nM de ceramida (Cs).
Ap6s 30 minutos de reagdo, as proteinas foram desnaturadas com tampdo Laemmli e
resolvidas em gel de eletroforese SDS-PAGE. A e B) Os géis foram corados com
ProQDiamond e Coomassie Coloidal.C e D) Porcentagem de fosforilacdo, apés
normalizacdo das bandas pelo Coomassie Coloidal, grafico obtido a partir da densitometria
das bandas utilizando o software ImageJ. Média de duplicata experimental.

Além da enzima Piruvato Quinase, outras enzimas da via glicolitica como a
Gliceraldeido 3-fosfato Desidrogenase (GAPDH), a Enolase (ENO) e a Lactato

Desidrogenase (LDH), também sofreram reducéo da fosforilagcdo apds o tratamento com

aPKC-yS, como pode ser observado na figura 11.
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Figura 11: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), Enolase (ENO) e L-Lactato
Desidrogenase (LDH) sofrem reduc&do da fosforilagdo apds inibicdo das aPKCs em
CTE indiferenciadas. A linhagem celular E14TG2A foi tratada com 500 nM do peptideo
controle, TAT47.57, ou com o peptideo inibidor aPKC-yS, por 15 minutos. (A, C e E) Spot
referente a GAPDH, ENO e LDH em destaque. Géis de eletroforese bidimensional foram
corados com corante ProQ Diamond e com Coomassie Coloidal. (B, D e F) Analise
guantitativa da média normalizada de quatro experimentos independentes, comparando o
volume do spot fosforilado entre os géis controle, tratados com TATaz.s7, COM 0S Qe€is
tratados com o peptideo aPKC-yS. ** p < 0,001; *** p < 0,0001; teste t.
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A fim de avaliar se as mesmas também sao substratos diretos das aPKCs, o
ensaio de fosforilagdo in vitro foi realizado (Figura 12). Ao contrario da PKM2, a
enzimas Enolase e Lactato Desidrogenase nao sdo substratos diretos das aPKCs,
como pode ser observado na figura 12. Um aumento na intensidade de fosforilacao
nao foi observado, quando o substrato, Enolase ou Lactato Desidrogenase, foi
adicionado as diferentes isoenzimas das aPKCs ativadas. Cabe ressaltar, que foi
considerado a fosforilagdo do substrato pelas aPKCs, quando ha um aumento de

mais de 1,5 vezes na intensidade de marca¢cédo do ProQDiamond.
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Figura 12: Enolase e Lactato Desidrogenase nédo séo substratos direto das aPKCs. A
As enzimas ENO e LDH purificadas (Sigmas) foram submetida ao ensaio de fosforilagéo in
vitro. 100 ng de PKCC ou de PKCA (Invitrogen) foi adicionada a reagéo contendo 1000 ng
de substrato, na presenca ou auséncia de 50 nM de ceramida. Apés 30 minutos de reacéo,
as proteinas foram desnaturadas com tampado Loading Buffer e resolvidas em Gel SDS-
PAGE. (A e B) Os geéis foram corados com ProQDiamond e Coomassie Coloidal. (C e D)
Porcentagem de fosforilacdo, ap6és normalizacdo das bandas pelo Coomassie Coloidal,
grafico obtido a partir da densitometria das bandas utilizando o software ImageJ. Média de
duplicata experimental.
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4.1.3. Andlise da atividade enzimética da lactato desidrogenase e da

piruvato quinase

A atividade enzimatica da Piruvato Quinase e da Lactato Desidrogenase
foram avaliadas na CTE E14TG2A, indiferenciada, apés uma hora de tratamento
com o peptideo inibidor das aPKCs. Para a realizacdo deste ensaio foram utilizados
os kits de ensaio colorimétrico produzidos pela Doles (Brasil) e pela Cayman (EUA),
para as enzimas Lactato Desidrogenase e Piruvato Quinase, respectivamente.
Como pode ser observado pela Figura 13, a atividade da Lactato Desidrogenase foi
reduzida significativamente apos o tratamento com aPKC-yS, quando comparada ao
Tats7-57, a0 passo que, a atividade da Piruvato Quinase ndo foi alterada. Esses
ensaios foram realizados a partir da analise da redugcdo do NAD* no ensaio de
atividade da Piruvato Quinase e oxidacdo do NADH no ensaio da Lactato

Desidrogenase, medindo consequentemente a producdo de piruvato e lactato,

respectivamente.
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Figura 13: A inibicdo das aPKCs reduz a atividade da Lactato Desidrogenase em CTE
E14TG2A indiferenciada. Atividade da LDH e da PKM medida utilizando os kits de ensaio
colorimétrico seguindo as intrucées do fabricante, Doles e Cayman, respectivamente. O
extrato celular foi obtido ap6s uma hora de tratamento com o0s peptideos Tats;s7 € com
aPKC-yS, utilizando solucédo tampéao fornecida pelos fabricantes. Média de quadruplicata
experimental; * p < 0,01 pelo teste t.
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4.1.4. Andlise do perfil metabdlico das CTEs indiferenciada apos

inibicdo das aPKCs

Os resultados obtidos nessa tese indicam pela primeira vez o envolvimento
das aPKCs como um dos agentes responsaveis pela fosforilagdo de enzimas da via
glicolitica, reforcando a hipétese de que estas quinases sédo importantes ndo apenas
para a regulacdo do consumo de glicose como havia sido demonstrado
anteriormente (Sajan M.P. et al, 2006) como também, em outras etapas do
metabolismo. Dessa maneira, como proxima etapa da realizacdo dessa tese, foi
verificado que a captacdo de glicose, producdo de lactato (Figura 14 e 15) e o
consumo de oxigénio (Figura 17) sofrem alteracdo apds o tratamento das CTE
indiferenciada com o peptideo inibidor das aPKCs.

O consumo de glicose e a producdo de lactato foram avaliados por duas
metodologias diferentes, pelo aparelho Bioprofile ® (Nova Biomedical) e por
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-H). As células CTE, E14TG2A,
foram tratadas com 500 nM de peptideo carreador controle TAT4757 € com 0O
peptideo inibidor das aPKCs, aPKC-yS, o sobrenadante foi recolhido e submetido a
analise metabodlica pelas duas metodologias, como descrito nos Materiais e

Métodos.

4.1.4.1. Alteragcdo no consumo de glicose e producéao de lactato
Como pode ser observado pela Figura 14, as células E14TG2A,
indiferenciada, tratadas com o pepideo inibidor aPKC-yS apresentaram reducdo no
consumo de glicose e producéo de lactato em comparacéo a células tratadas com o

peptideo controle, TAT47s7. Essas analises foram realizadas pelo aparelho
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Bioprofile® e sao relativa a concentracdo de glicose e lactato presente no meio de
cultura, ou seja, a concentracdo desses metabolitos presentes no meio de cultura
(GMEN High Glucose) foram subtraidas pela concentracdo de glicose e lactato
analisada no meio extracelular ap6s os diferentes intervalos de tempo do tratamento
com os peptideos. Cabe destacar, que o numero de célula ndo variou com a inibicéo
das aPKCs, apos oito horas de tratamento, como pode ser observado pela figura 14
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Figura 14: A inibicdo das aPKCs reduz o consumo de glicose e producéo de lactato. A
linhagem celular CTE E14TG2A, indiferenciada, foi tratada com 500 nM de peptideo
carreador controle (TATszs7) € com o peptideo inibidor aPKC-yS por até oito horas e a
concentracdo dos metabdlitos presente no meio celular foi obtida a partir da andlise no
Bioprofile®. A) O consumo de glicose relativo foi obtido a partir da concentracéo de glicose
presente no meio de cultura (GMEM HighGlucose) pela subtracdo da concentracdo de
glicose observada a partir do meio condicionado apds os diferentes pontos da cinética. Valor
de p < 0,01 a partir do teste estatistico two-way ANOVA. B) A producéo de lactato relativa foi
observada a partir da concentragdo de lactato liberada pela célula, nos diferentes pontos da
cinética de tratamento, pela subtracdo da concentracdo presente no meio de cultura (GMEM
HighGlucose). Valor de p < 0,01 a partir do teste estatistico two-way ANOVA. C) Analise da
proliferacdo celular, apds oito horas de tratamento. As células foram contadas em camera
de neubauer. Dados obtidos a partir de triplicata experimental. Essas andlises foram
realizadas a partir de nonoplicata biol6gicas.

A figura 15 A indica a variacdo no consumo de glicose apdés uma hora de

tratamento e nos intervalos entre 1-4 horas e 1-8 horas de inibicdo das aPKCs. A
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producdo de lactato, nestes mesmos intervalos, estd descrita na figura 15 B.
Diferente da andlise anterior, esta foi realizada a partir da subtracdo da
concentracdo de glicose presente no meio condicionado, no tempo zero (sem
tratamento) ou no tempo de uma hora e apés os intervalos de tempo indicados no
grafico. Como o lactato, ao contrario da glicose, é produzido pela célula, sua analise
foi realizada pela subtracdo da concentracdo do mesmo no tempo final do
experimento pelo tempo inicial, tempo zero (sem tratamento) ou pelo tempo de uma
hora. A taxa fermentativa (Figura 15 C) foi obtida a partir da raz&o entre a producao
de lactato pelo consumo de glicose, nos intervalos de tempo indicados no grafico.
Cabe destacar que valores proximos de dois indicam que o tratamento
possivelmente torna a célula mais fermentativa. Todos esses calculos foram

normalizados pelo numero de células.
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Figura 15: Andlise da taxa metabdlica da CTE TG2A indiferenciada tratada com o
peptideo inibidor das aPKCs, pelo Bioprofile®. A) Andlise relativa a primeira hora de
tratamento e dos intervalos entre 1-4 e 1-8 horas. Calculo do consumo de glicose avaliado
pela subtracdo da concentracéo de glicose extracelular no tempo zero e apés uma hora de
tratamento. B) Producgéo de lactato relativa a primeira hora de tratamento e dos intervalos
entre 1-4 ou 8 horas. Producdo de lactato avaliado pela subtracdo de da concentracdo de
lactato em uma hora de tratamento pelo tempo zero. C) A taxa de fermentacdo € a razdo da
taxa de producgédo de lactato pelo consumo de glicose, entre a primeira hora de tratamento e
no intervalo entre 1-8 hora. Calculo realizado a partir dos resultados do bioprofile e
normalizado pelo nimero de célula (10° células). Essas andlises foram realizadas a partir de
nove repeticdes biologicas. * p< 0.05 pelo teste t.

Analise do perfil bioenergético da linhagem celular EL14TG2A apds a inibicdo
das aPKCs também foi avaliada por RMN-H (Figura 16). A analise dos espectros foi
realizada a partir do software Chenomx (Figura 16A). O calculo do consumo de
glicose (Figura 16 B) e da producédo de lactato (Figura 16 C) no intervalo entre 1-4
horas e 1-8 horas de tratamento com o peptideo aPKC-yS foram realizados tal como

na figura anterior.



Resultados

0.0

* %k

1

A. N Il o
I‘ H Glicose M i | | |
O _aO (11 [
| HO [ "J.'" l ‘ | ‘ ‘ ‘I 1.4
Lactato “ \ - 1 - | | I
o | ‘ \ | ‘l “ ‘ il 1.2
H’C\‘/J—L* oH | ‘ ‘l 1 ' | |
| |
on ~. l||l ||| ‘| -
WAl | | M
fl L ‘._: . 1 I | ‘ \I ,‘7." Los
W J | 1 i I‘ { | I/ |
Ia¥ Al
| [ 1]
| .‘.'1 ‘ | I/ \ |
TAT 757 {
aPKC-yS \ _
. A = N~~~ =
425 4.20 415 4.10 4.05 4.00 395 3.90 385 3.80 (ppm)
B. =« g
T 40+ 5 407
=3 g3
= @
ES £8 L0l
o £ 30 %
N o o @
Q0 52
L3 @ 2
o ‘ET 20 - £ 204
] g T 'g =
O o €T 5
E Z 104 &3 104 L
79 * 58
- 3
o3 0- T . a. g 0- T T T
.é Tat47_5-, aPKC-yS Tat4-,_57aPKC-\|;S E. Taty7.57 aPKC-yS Taty;.s7 aPKC-yS
14 horas 1-8 horas 1-4 horas 1-8 horas

Figura 16: Andlise da taxa metabdlica da CTE TG2A indiferenciada tratada com o
peptideo inibidor das aPKCs, por RNM-H. A) Espectro obtido a partir da analise por RMN-
H foi analisado utilisando o software Chenomx, sendo possivel identificar a regido referente
ao lactato e a glicose, indicado na figura. A concentracdo foi obtida pela adicdo de CSI,
como descrita nos Materiais e Métodos. A linha em azul indica o espectro do meio de cultura
contendo as células tratadas com o peptideo carreador Tats7.s7, € a linha em rosa indica o
espectro do meio de cultura contendo as células tratadas com o peptideo aPKCyS. B)
Consumo de glicose observado no intervalo entre 1-4 ou 8 horas de tratamento. C)
Producéo de lactato observada no intervalo entre 1-4 ou 8 horas. Andlises realisadas a partir
de triplicatas biolégicas; * p< 0.05; ** p < 0,005; teste t.

Esses dados corroboram a analise realizada pelo Bioprofile®, bem como os
ensaios de atvidade da enzima Lactato Dedidrogenase, descrita anteriormente
(Figura 13). As células E14TG2A, indiferenciada, ap0s o tratamento com o peptideo
inibidor das aPKCs apresentam sua taxa metabdlica alterada, reduzindo o consumo
de glicose, como descrito em outros trabalho (Bandyopadhyay G. et al., 2004), a

producao de lactato e consequentemente sua taxa fermentativa.
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4.1.4.2. Anélise da atividade mitocondrial

Com o proposito de confirmar a relevancia da atividade das aPKCs na
modulacdo bioenergética celular, o consumo de oxigénio das CTE E14TG2A,
indiferenciada, foi avaliado (Figura 18). Utilizando o equipamento Seahorse, capaz
de medir a concentracao de O2 (pMol) em diferentes intervalos de tempo, a linhagem
celular E14TG2A, indiferenciada, foi tratada por trés horas como os peptideo
carreador controle, TAT4757, € com 0 peptideo aPKC-yS, na concentragdo de 500
nM, seguido da adi¢do de oligomicina (inibidor da ATPsintase), na concentracao de
1 uM, de FCCP (desacoplador), na concentracdo de 500 nM e por fim antimicina
(inibidor do complexo Ill), na concentracéo de 1 uM (Figura 17).

Como pode ser observado pela figura 17, o consumo basal de oxigénio,
correspondente a fase inicial de tratamento (primeiras trés horas), foi maior na
linhagem E14TG2A tratada com o inibidor das aPKCs. A diferengca no consumo de
oxigénio se torna significativa apds a adicdo de oligomicina e FCCP, sendo,
portanto, possivel observar um aumento da atividade mitocondrial nas células que
foram tratadas com o peptideo aPKC-yS. A adicdo de antimicina permite inferir que
a diferenca no consumo de Oz € devido a diferengas na atividade mitocondrial. A
partir desses resultados foi possivel concluir que o tratamento com o inibidor das

aPKCs induziu um aumento da capacidade respiratéria total.
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Figura 17: O consumo de oxigénio ap0s o tratamento das em CTE indiferenciada. com
0 peptideo aPKC-yS. CTE E14TG2A indiferenciada foi plaqueada na concentragdo de 9 x
10* células por poco, ap6s 18 horas, o meio foi removido, os pocgos foram lavados 1x com
tampdo salino e adicionado meio DMEM sem bicarbonato. A placa foi deixada por 1h em
estufa sem CO, a 37°C e em seguida o consumo de oxigénio foi lido no aparelho Seahorse.
As células foram tratadas com peptideo inibidor das aPKCs e com o peptideo carreador
(500 nM), oligomicina (1 uM), FCCP (500 nM) e antimicina (1 uM), o consumo de oxigénio
estdo indicados no gréafico. Analises realizadas a partir de triplicatas bioldgicas. * p< 0.05; ***
p < 0,0005; teste t.

Os resultados apresentados nesta etapa da tese indicam que as aPKCs séo
capazes de modular importantes proteinas da via glicolitica, como a PKM, a LDH e
ENO, além de fosforilar diretamente a PKM2. Essa modulacdo esta diretamente
relacionada a atividade da lactato desidrogenase, a captagéo de glicose, producgao

de lactato e alteracdo da respiracao celular e atividade mitocondrial.
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na manutencdo do

O segundo importante grupo de proteinas identificadas pelo fosfoproteoma

(22%) foram as proteinas envolvidas na manutencdo do citoesqueleto, adesao

celular e transporte de proteinas, destacadas na tabela 4. O envolvimento das

aPKCs na modulacdo da polarizacéo e adesao celular € bem descrito (Chen J. et al,

2013) e a identificacdo desse segundo grupo de proteinas reforca a confiabilidade

dos dados obtidos a partir desse proteoma.

Tabela 4: Identificacdo das proteinas estruturais que sofreram reducao da fosforilacao
apos o tratamento com o peptideo aPKC-yS

Intensidade
Fosforilagdo

ID. Proteina ANOVA Localizagao Funcéo
TATs7.57 aPKC-yS

2 Golgi resident protein GCP60 1,92 1,41 3,79E-02 M Transporte de proteina

24 T-complex protein 1 subunit beta 1,08 2,28E-01 C Transporte de proteina

25 Hsc70 1,08 - 2,35E-01 C/N Chaperona

27  alpha-tubulin 4,34 2,52 3,02E-03 C Citoesqueleto

39 Actin-binding Rho-activating 1,11 - 2,08E-01 C Transporte de proteina

44 Hsc70-interacting protein 3,89 1,67 2,13E-02 C Chaperona

45 Rab GDP dissociation inhibitor 1,11 - 1,40E-01 C Transporte de proteina

53 Beta-centractin 1,05 1,19E-01 C Citoesqueleto

57  ATPase Asnal 1,04 - 1,18E-01 CIN Chaperone

61 Septin-2 2,30 6,95E-03 C Citoesqueleto

79 GTP-binding nuclear protein Ran 1,76 - 2,41E-02 CIN Transporte de proteina

83 Hsp27 2,95 2,31E-03 C/N Citoesqueleto

84 TPT1 1,10 - 1,32E-01 © Citoesqueleto

85 Kinetochore protein Spc24 1,00 1,16E-01 N Citoesqueleto

88 Rho GDP dissociation inhibitor 0,08 - 5,00E-02 © Transporte de proteina

92  Tubulin beta-2C chain 0,38 0,31 6,50E-01 C Citoesqueleto

94  Tubulin beta-5 chain 0,82 0,64 3,14E-01 C Citoesqueleto

96 HSC70 1,40 1,17 1,00E-01 C/N Chaperona

Com o objetivo de investigar a importancia das aPKCs na manutencédo do

citoesqueleto foi realizado uma analise preliminar da interagdo proteina-proteina,

entre os alvos identificados no proteoma por apresentarem reducao da fosforilacao

na presenca do inibidor das aPKCs. A partir da utilizagdo do banco de dados

STRING (http://string-db.org/), que utiliza informacdes de interacdes proteina-
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proteina humanas previamente descritas (Figura 18), foi possivel observar que oito
proteinas, descritas por reduzir a fosforilacdo apos a inbicdo das aPKCs, foram
capazes de interagir entre si. Assim como, que as aPKCs podem interagir
diretamente com algumas destas proteinas, como por exemplo a RhoGDI (linhas
continuas) ou possivelmente interage com as outras proteinas identificadas (linhas
tracejadas). As linhas tracejadas marcam interacdes diretas que devem ser
validadas. De qualquer maneira, com excecado da RHOA, as proteinas demarcadas
na rede de interacdo foram identificadas no estudo de prote6mica e estdo envolvidas
0 processo de adesdo célula-célula descrito anteriormente, mediado pelas aPKCs

(Liu D. etal., 2010).
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Figura 18: Interacdo entre os substratos (diretos ou indiretos) das aPKCs detectados
por fosfoprotebmica. Andlise da interacdo entre as aPKCs com algumas proteinas
identificadas no estudo de fosfoprotebmica apdés o tratamento com o peptideo inibidor
aPKC-yS. As linhas tracejadas indicam os substratos hipotéticos das aPKCs, sendo
necessario avaliar se sao substratos diretos ou indiretos. Linhas continiuas séo inter¢des ja
descritas anteriormente encontradas pelo programa pelo programa STRING (http://string-
db.org/) usando um banco de dados de interaces proteina-proteina de humanos.
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Dentre as proteinas identificadas nesse grupo, aproximadamente 31% esta
envolvida com transporte de proteina e polarizacao celular. A RhoGDI (Figura 19) foi
identificada por Kuribayashi e colaboradores, como um substrato direto da
PKC(,esta fosforilagdo inibe a atividade dessa proteina, permitindo
consequentemente a ativacdo da Rho, e alteragcdo em importantes vias como a

polarizacéo e adeséo celular (Kuribayashi et al., 2007).
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Figura 19: RhoGDI apresentou a sua fosforilagdo reduzida apés a inibicdo das aPKCs.
A linhagem celular E14TG2A foi tratada com 500 nM do peptideo controle, TAT47.s7, € do
peptideo inibidor aPKC-yS, por 15 minutos. A) Spot referente a RhoGDI em destaque. Géis
de eletroforese bidimensional foram corados com corante ProQDiamond e com Coomassie
Coloidal. B) Analise quantitativa da média normalizada de quatro experimentos
independentes, comparando o volume do spot fosforilado entre os géis controle, tratados
com TAT47s7, com 0s géis tratados com o peptideo aPKC-yS. Géis representativos de
quadruplicata experimental; p < 0,05; teste t.

Como pode ser observado pela tabela 3, algumas isoformas de tubulina
sofreram reducdo da fosforilacdo apdés o tratamento com aPKC-yS. Como
apresentado na figura 20, a-tubulina tem a sua fosforilagdo reduzida apoés a inibicao
das aPKCs, indicando que esta proteina € também um possivel substrato dessa

subfamilia das PKCs.
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Figura 20: a-tubulina sofre reducéo da fosforilacdo ap6s inibicdo das aPKCs em CTE
indiferenciada. A linhagem celular E14TG2A foi tratada com 500 nM do peptideo controle,
TAT47.57, € do peptideo inibidor aPKC-yS, por 15 minutos. A) Spot referente a a-tubulina em
destaque. Géis de eletroforese bidimensional foram corados com corante ProQDiamond e
com Coomassie Coloidal. B) Andlise quantitativa da média normalizada de quatro
experimentos independentes, comparando o volume do spot fosforilado entre os géis
controle, tratados com TAT4zs7;, com 0s géis tratados com o peptideo aPKC-yS. Géis
representativos de quadruplicata experimental,* p < 0,05; teste t.

Alguns trabalhos descrevem que as PKC{/A sdo capazes de interagir com
tubulina (Garcia-Rocha et al.,, 1997; Banan A. et al., 2005). Garcia-Rocha e
colaboradores observaram através de cromotagrafia de afinidade que tubulina é
capaz de interagir com PKC(, possivelmente a partir da regido do pseudossubstrato
(Garcia-Rocha et al., 1997). Em 2005, Banan e colaboradores, observaram que a
PKCM\ ativa é capaz de despolimerizar tubulina. Contudo, nenhum desses trabalhos
indicam se aPKCs séo capazes de fosforilar diretamente a-tubulina.

Costa-Junior e colaboradores, em 2010, haviam observado que a-tubulina
sofre também uma reducdo na fosforilacdo na presenca do peptideo inibidor da
PKCBI (BIV5-3), em CTE E14TG2A, indiferenciada (Costa-Junior et al., 2010). A fim

de compreender a relevancia funcional da fosforilagdo da oa-tubulina por diferentes
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isoenzimas das PKCs, foi realizado ensaios de imunoflorescéncia como proxima

etapa desta tese.

4.1.6. a-tubulina como alvo das aPKCs e da PKCBI
Como pode ser observado na figura 21, durante a interfase, a a-tubulina
esta co-localizada majoritariamente com as PKC{/A, ao passo que, nas células em
mitose, a co-localilzacdo com as PKCs atipicas ndo é tdo marcante quanto como
observado com a PKCBI, como esté indicado pelas setas brancas. Desta forma as
diferentes isoenzimas das PKCs deve fosforilar a a-tubulina em diferentes

momentos do ciclo celular.
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B. PKCBI o-tubulin Sobreposigéo

Figura 21: a-tubulina se co-localiza com as aPKCs e PKCBI em diferentes estagios do
ciclo celular. As aPKCs se co-localizam com a a-tubulina durante a interfase, enquanto que
a PKCBI se co-localiza com a a-tubulina durante a mitose, na linhagem celular E14TG2A,
indiferenciada. As setas indicam as células em mitose. A andlise da co-localizacdo foi
realizada por microscopia confocal, PKC{/A (A) e PKCBI (B) foi detectada apoés
imunofluorescéncia utilizando anti-PKC{/A e anti-PKCPBI e anti-rabbit Alexa 488; anti-a-
tubulina e anti-mouse Alexa 555 em vermelho e o ndcleo em azul marcado com DAPI.As
barras em branco indicam distancia de 10 um.
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A co-colocalizacdo entre o-tubulina e a PKCpI foi observada durante a
mitose em outras linhagens celular, como a Hek 293T e o blastocisto murino (Figura
22). Esses resultados indicam que de fato a PKCBI co-localiza com o microtubulo

durante a divisao celular.

PKCBI a-tubulina Sobreposicao

HEK 293T

Blastocisto murino

—

20 pm

Figura 22: a-tubulina também se co-localiza com as PKCBI durante a mitose em tipos
celulares. A PKCBI co-localiza com a a—tubulina durante a mitose, na linhagem celular HEK
293T e no blasctocisto murino. A andlise da co-localizagdo foi realizada por
imunofluorescéncia e microscopia confocal, PKC{/A (A) e PKCBI (B) foi detectada apés
imunofluorescéncia utilizando anti-PKC{/A e anti-PKCPI e anti-rabbit Alexa 488; anti-o-
tubulina e anti-mouse Alexa 555 em vermelho

Poucos estudos descrevem sitios de fosforilagdo em a-tubulina, apesar de
alguns trabalhos sugerirem que esta modificacdo pés-traducional € importante para
o controle da dinamica do microtdbulo (Janke C. & Bulinski J.C., 2011). A
importancia da reducéo da fosforilacdo da o-tubulina, em CTE E14TG2A, apos o
tratamento com o peptideo inibidor da PKCBI foi estudada durante o

desenvolvimento dessa tese e compreende a segunda parte dos resultados.
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4.2.Estudo da modificagdo poOs-traducional de a-tubulina pela PKCBI e a

sua importancia funcional.

4.2.1. Identificagcdo da a-tubulina como substrato direto da PKCBILin

vitro

O ensaio de fosforilacdo in vitro, desenvolvido em colaboracdo com Dra Daria
Mochly-Rosen do Department of Chemical and Systems Biology, (Stanford University
School of Medicine, CA, EUA), foi realizado com o objetivo de avaliar se a-tubulina é
substrato direto da PKCBI. GST-a-tubulina recombinante (~ 70 kDa) e a isoenzima
da PKC recombinante, GST-PKCBI (~ 110 kDa) foram utilizadas na auséncia e na
presenca dos agentes ativadores das PKCs, célcio e fosfolipidios (PS e DAG), como
doador de fosfato foi utilizado o [3?P]JATP (Figura 23).

Como pode ser observado na coluna dois da figura 23, houve um aumento na
intensidade da banda referente a a-tubulina-GST (~72 kDa), em presenca dos
ativadores da PKCpI. Cabe destacar, que a auto-fosforilacdo de GST-PKCpI pode
ser observada na banda de ~ 110 kDa, intensificada na segunda e terceira coluna,
pela presenca dos seus ativadores. A partir desse resultado foi possivel concluir que

a PKCBI é capaz de fosforilar diretamente a a-tubulina in vitro.
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Figura 23: a-tubulina é substrato direto da PKCBI. Ensaio de fosforilagdo in vitro
utilizando [*?P]ATP, para avalia a fosforilagdo da a-tubulina pela PKCBI. Autoradiografia do
gel feito das reacdes de fosforilagcdo in vitro da a-tubulina-GST (~70 kDa) pela PKCBI-GST
na presenca e auséncia do ion Ca*? e dos fosfolipideos, PS e DAG, agentes ativadores da
PKCBLI.

Sabendo que a a-tubulina € substrato direto da PKCpI, a identificacdo do
sitio de fosforilacdo de a-tubulina foi realizada em uma facility de espectrometria de
Massas da Universidade de Stanford na Califérnia. Utilizando tubulina purificada
bovina que foi fosforilada in vitro pela PKCBI. A figura 24 indica o espectro

observado, onde o residuo T253 sofre um aumento no peso molecular de ~ 80 Da

(HPO3) (Figura 24B).
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Figura 24: Identificacdo do sitio de fosforilacdo de a-tubulina pela PKCBI utilizando
espectometria de massas. a-tubulina purificada de cérebro bovino foi fosforilada in vitro
pela PKCBI na presenca dos ativadores fosfolipideo e Ca?*. a-tubulina digerida por tripsina e
seus peptideos foram submetidos a analise por LC/MS/MS. A) Amostra de a-tubulina ndo
fosforilada, espectro MS/MS do peptideo FDGALNVDLTEFQTNLVPYPR de a-tubulina
(massa monoisotopica do peptideo ndo protonado = 2408,22 Da). B) Amostra de a-tubulina
fosforilada pela PKCpI, espectro MS/MS do mesmo peptideo fosforilado na T253 (massa
monoisotdpica do peptideo ndo protonado = 2489,17 Da).
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4.2.2. T253 como um novo sitio consenso estrutural da PKC

Como apresentado na introducdo, o ancoramento das PKCs ao seu
substrato ocorre em regides consenso formado pela sequéncia R/R-R/K-X-S/T.
Assim, 0 substrato precisa ter aminoacidos com carga positiva adjacentes ao seu
sitio de fosforilacdo para ocorrer a interacdo com o sitio catalitico da quinase.

Surpreendentemente, os residuos adjacentes a T253, (Figura 24), ndo séo
aminoacidos positivos que possibilitem o ancoramente da PKCpI. Entretanto ao
avaliar a estrutura terciaria da o-tubulina foi possivel observar amino&cidos basicos
(K163 e K164), linearmente distantes a T253, se aproxima deste sitio de fosforilacao
(Figura 25).

Como pode ser observado na figura 25, a T253 (magenta) esta proxima dos
aminoéacidos K163 e K164, sendo a distancia entre os Ca (T253-K164) de 3.5 A.
Esta proximidade € similar & observada no peptideo inibidor de PKC/A, (PKIl), [PDB
ID 1FMO Loéwe J. et al., 2001]. PKI pode ser considerado como um falso substrato
atuando de maneira analoga ao pseudossubstrato. Em sua sequéncia, a presenca
da alanina substitui os residuos de serina e treonina dos substratos das quinases e
permite que o peptideo iniba competitivamente sua atividade. Como falso substrato,
PKI contém uma Arginina a 3.0 A da Alanina, Co de 3 A (R19-A16), indicado na

parte superior da figura 25.
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o-tubulina

Figura 25: Localizagdo da T253 na estrutura terciaria de a-tubulina. Utilizando
informagdes contidas no PBD [ID: 1JFF (Lowe J. et al., 2001)] foi determinada a localizacéo
de T253 na estrutura terciaria de a-tubulina. Na parte inferior direita da figura esta a visédo
detalhada dos aminoéacidos adjacentes ao sitio de fosforilagdo T253. Em verde S165
descrita por Abeyweera T.P. e colaboradores como um putativo sitio de fosforilagéo
(Abeyweera T.P. et al.,, 2009), T253 em magenta e K163 e K164 estdo em destaque na
figura. Na parte superior direita, a organizacao estrutural de PKI, um peptideo inibidor das
PKA/C [PDB ID 1FMO (Lowe J. et al., 2001)] que apresenta uma alanina (magenta), como
substituinte ao sitio de fosofrilagdo a uma distancia muito similar a T253.

A similariadade na distancia entre os Ca da PKI (R19-A16) e da a-tubulina
(K163-T253) permite concluir que K164 pode atuar como R/K na sequéncia
consenso linear de PKC, possibilitando o ancoramento de a-tubulina ao seu sitio
catalitico. Esses resultados indicam pela primeira vez que sequéncias consenso da
PKC podem ser formados também a partir da estrutura terciaria das proteinas,
portando considerar a forma tercidria dos substratos como uma das alternativas de

predicédo do sitio de fosforilacdo pode ser importante.
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4.2.3. Estudos de dinamica molecular indicam a importancia da
fosforilacéo de T253

Ao realizar a andlise de modelagem molecular utilizando a estrutura do
heterodimero o- B-tubulina foi possivel observar que T253 esta localizado na face de
crescimento do polimero, préximo a troca GDP/GTP em B-tubulina (Figura 26). Cabe
destacar, que é nesta regido, a face positiva de crescimento do polimero, que ocorre
a adicdo dos heterodimeros de tubulina (Wang H.W. & Nogales E., 2005) e a
conversdo do GTP em GDP, um dos mecanismos responsaveis pela
desestabilizacdo do microtubulo (Valiron O. et al.,, 2010). Considerando que a
fosforilagdo do residuo T253 de a-tubulina possa ser capaz de interagir com a
interface entre a- e B-tubulina (Figura 26), e que estudos anteriores sinalizavam a
importancia de modificagcdes poés-traducional como importante reguladores da
dindmica e estabilidade do polimero (Westermann S. & Weber K., 2003), a

investigacdo da fosforilacdo deste residuo tornou-se um foco desta tese.

108




Resultados [l

B-Tubulina a-Tubulina B-Tubulina a-Tubulina

Figura 26: T253 de a-tubulina esta localizada na interface de interacédo entre a- e B-
tubulina. A) Utilizando informacgdes contidas no PBD [ID: 1JFF (Lowe J. et al.,, 2001)] e
ferramentas de modelagem molecular foi possivel identificar a localizacdo de T253 na
estrutura tercidria de a-tubulina e observar a interagdo desta com B-tubulina. B) Visédo
detalhada da interface de interacdo destacando T253 em a-tubulina, GDP e K105 da B-
tubulina.
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Como proxima etapa, estudos de dinamica molecular foram realizados com
o intuito de investigar se a fosforilagdo de T253 seria importante para a interacdo da
o—tubulina com a B-tubulina, visto que, como dito anteriormente, esta fosforilacéo
encontra-se na interface entre as duas proteinas. Como primeiro resultado dessa
andlise, foi possivel observar que T253 da a-tubulina fosforilada, € capaz de interagir
com K105 da B-tubulina (Figura 26B). K105 é altamente conservado em diferentes
espécies (Figura 27), indicando possivelmente a sua relevancia para a estabilizacéo

do microtubulo.

K105 de B-tubulina

seqgd ——------———————mmm FVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVDLD- 30 beta-tubulina

61 PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120 Q13885 TBB2A_HUMAN
61 PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120 Q7TMM9 TBB2A_MOUSE
61 PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120 DOVWY9 DOVWY9_ SHEEP
61 PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120 P02554 TBB_PIG

61 PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120 P09203 TBB1 CHICK
61 PRAVLVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120 Q6P5M9 Q6P5M9 DANRE
61 PRSINVDLEPGTIDAVRNSAIGNLFRPDNYIFGQSSAGNVWAKGHYTEGAELVDSVMDVI 120 P02557 TBB_YEAST

cekk kA hkhkk AhkAkA kKA KA KKK KKKk

Figura 27: K105 de B-tubulina € conservado em varias espécies. O alinhamento de -
tubulina em varias espécies indica o alto grau de conservacgéao do residuo K105.

Através da simulagdo por dindmica molecular também foi possivel observar
que a fosforilagcdo de T253 pode influenciar a polimerizacdo da o/ptubulina (Figura
28). A analise da energia de ligacdo utilizando 150 conformacdes estruturais dos
polimeros de tubulina contendo GDP indicou que a entalpia de interacdo foi de 668
kcal/mol para o heterodimeros contendo o-tubulina selvagem (Figura 28 -
histograma azul) e 763 kcal/mol para os polimeros contendo a fosforilacdo em T253
de a-tubulina (Figura 28 - histograma vermelho). Estes resultados sugerem que um
aumento de ~100 kcal/mol na interface de crescimento do polimero pode ocorrer

devido a esta modificacdo pés-traducional.
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Figura 28: A fosforilagdo de T253E € capaz de aumentar a entalpia de ligacdo do
polimero. Utilizando um estudo de dindmica molecular e analise da energia de ligacéo foi
demonstrado que quando T253 é fosforilada ha um aumento da interacdo entre o- e B-
tubulinas (histograma em vermelho), quando comparada a entalpia de ligacdo entre a- e
tubulina quando a-tubulina ndo é fosforilada (histograma em azul). Os nimeros indicam a
média dos valores da entalpia de ligacéo de cada modelo em kcal/mol (p value < 2.2 e1°).
4.2.4. A importancia da fosforilagdo de a-tubulina pela PKCBI na cinética
de polimerizacdo do microtubulo
Como préxima etapa do desenvolvimento desta tese, foi observado o efeito
dessa modificacdo poés-traducional na dinamica de polimerizagcdo do microtubulo.
Tubulina purificada de cérebro bovino foi fosforilada pela PKCBI, na presenca e
auséncia de seus co-fatores, e sua cinética de polimerizagédo foi avaliada.

Como pode ser observado na Figura 29, no intervalo de tempo de 0 a 500

segundos, a inclinacdo da curva de polimerizagcéao de tubulina foi maior na presenca
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de PKCpI ativa, quando comparada a tubulina sozinha ou na presenca de PKCpI

inativa.
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Figura 29: A fosforilagdo de a-tubulina aumenta a sua taxa de polimerizag&o in vitro.
Tubulina purificada de cérebro bovino foi utilizada para o ensaio de polimerizagdo do
microtubulo in vitro, na presenca e na auséncia dos ativadores da PKCPI (fosfolipideos e
Ca*?). A mudanca na absorbancia, 340 nm, (correspondente a polimerizacédo da tubulina) foi
monitorada por 30 minutos a 37°C. Dado representativo de trés experimentos
independentes.

Os resultados expostos acima indicam que a fosforilagdo da tubulina pela
PKCPBI foi capaz de aumentar a taxa de polimerizagdo da tubulina in vitro. Como
alternativa para observar se a taxa de polimerizacdo de tubulina em células pode ser
dependente da fosforilagdo mediada pela PKCpI, foi avaliado o efeito da
repolimerizagdo de tubulina ap6s o tratamento com nocodazol. Cabe destacar que o
nocodazol € um quimioterapico capaz de estimular a hidrélise do GTP, levando

consequentemente a desestabilizacdo do microtubulo (Vasquez R.J. et al., 1997).
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Para a realizacdo deste experimento, CTE E14TG2A foram tratadas com
peptideo inibidor BIV-5 por 15 minutos e, em seguida, adicionado 500 nM de
nocodazol. Ap6s 30 minutos, o meio foi removido rapidamente lavado com PBS e
adicionado meio novo, a temperatura ambiente. Apés um, trés, cinco e dez minutos
da adicdo de meio novo, as células foram fixadas e a re-polimerizacdo da tubulina

avaliada por imunofluorescéncia corando para anti a-tubulina (Figura 30).
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A. TAT s pIVS-3
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Figura 30: a-tubulina repolimeriza mais lentamente ap6s inibicdo da PKCBI. A linhagem
celular E14TG2A foi tratada previamente com peptideo BIV1-5 e TATa7.s7, em seguida
nocodazol foi adicionado por 30 minutos. A repolimerizacdo da o-tubulina foi observada
apés a adicdo de meio novo, as células foram fixadas (PFA 4%) apoOs on intervalos de
tempo de trés, cinco e dez minutos. a-tubulina endb6gena foi detectada apos
imunofluorescéncia utilizando anti-a-tubulina e anti-mouse Alexa 555 em vermelho. Os
pontos de inicio da polimerizagdo da o-tubulina estdo indicados pelas setas brancas. As
imagens foram obtidas pelo microscépio Nikon Eclipse E600, no aumento de 100X, em
seguida foram processadas e deconvoluidas utilizando o programa Huygens Essential.

114




Resultados

Os resultados obtidos a partir da figura 30 corroboram com os ensaios de
polimerizacdo in vitro. Ap6s um minuto de adicdo de meio novo ja4 é possivel
observar pontos de nucleacdo de a-tubulina na condicdo cuja fosforilagdo da PKCpI
ndo foi inibida, ou seja, nas células E14TG2A tratadas com o peptideo carreador
controle, TAT4757. A0 passo que, nas células tratadas com BIV5-3, inibidor da

PKCBI, esses pontos sdo somente observados a partir de trés minutos.

4.2.5. O efeito da fosforilacdo T253 de a-tubulina na estabilizagdo do
polimero

Considerando que resultados de dinamica molecular indicam que a
fosforilagdo do residuo T253 de a-tubulina auxilia a estabilizacdo do polimero de
tubulina contendo GDP e que o tratamento com nocodazol, descrito acima, induz a
hidrolise do GTP e consequente desestabilizacdo do microtubulo (Vasquez et al.,
1997). O efeito da estabilidade do polimero de tubulina foi avaliado a partir do
fracionamento celular, separando tubulina soltvel e polimerizada, ap6s o tratamento
com nocodazol (Figura 31).

Como indicado na figura 31A e B, a taxa de despolimerizagcéao da a-tubulina,
observada apés o tratamento com nocodazol, foi mais evidenciada na linhagem
E14TG2A que apresentou a fosforilagdo da PKCpI inibida.

Entretanto a inibicdo da PKCpBI ndo tem somente como alvo direto a -
tubulina, sendo possivel que a inibicdo desta quinase possa gerar consequéncias
adjuvantes a fosforilagdo de a-tubulina. Dessa maneira, a fim de confirmar os dados
obtidos, mutacdes sitio dirigidas foram realizadas. Dois mutantes de a-tubulina-GFP:
T253A (remove o sitio de fosforilagdo) e T253E (mimetiza a carga negativa conferida

pela fosforilagdo, mutagdo fosfomimética) foram desenvolvidos, assim como uma
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construcdo contendo a forma selvagem da a-tubulina acoplado ao GFP. A linhagem
HEK 293T foi transfectada com esses diferentes mutantes e o tratamento com
nocodazol, seguido do fracionamento celular, separando tubulina solavel e
polimerizada, foi realizado, tal como realizado na Figura 31A.

Como pode ser observado no grafico da figura 31D, o tratamento com
nocodazol reduziu a quantidade de tubulina polimerizada de forma diferente entre os
mutantes. Na constru¢do contendo a mutacdo T253E a raz&o da concentracdo de
tubulina polimerizada ap6s o tratamento com nocodazol pelo controle foi
aproximadamente duas vezes maior que dos outros mutantes, indicando
possivelmente que o mutante fosfomimético auxilia a estabilizacdo do polimero de
tubulina GDP formado pelo nocodazol. Estes dados corroboram os resultados
obtidos a partir do tratamento com o peptideo BI V5-3, na linhagem CTE E14TG2A

(Figura 31A), e os estudos de dinamica molecular (Figura 28).
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Figura 31: Fosforilacdo de a-tubulina induz estabilizacdo do polimero. A) CTE
E14TG2A foi tratada com o peptideo inibidor da PKCBI, BIV5-3, e o peptideo carreador
controle, TAT4757, por 15 minutos, ap6s este intervalo de tempo adicionou-se nocodazol
(500 nM), por 30 minutos. A fracdo de tubulina polimerizada foi obtida apés fracionamento
celular e observada por Western blott usando anti-a-tubulina. B) Densitometria das bandas,
célculo da razéo entre a quantidade de a-tubulina polimerizada presente apds o tratamento
com nocodazol pelo controle. C) A linhagem celular HEK 293T foi transfectada com trés
diferentes construtos para a-tubulina-GFP: selvagem, T253A e T253E. As células foram
tratadas com nocodazol e a fracdo contendo tubulina polimerizada foi submetida ao
imunoblotting com anti-GFP. D) Densitometria das bandas, raz&o entre a quantidade de a-
tubulina-GFP polimerizada ap6s o tratamento com nocodazol pelo controle (sem
tratamento). Média de cinco experimentos independentes (* p value < 0.05; ** p value <
0.005).
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4.2.6. A fosforilagéo de a-tubulina durante a diviséo celular
Considerando que a PKCpI se co-localiza majoritariamente com a-tubulina
na divisao celular (Figura 21 e 22), como etapa final dessa tese foi observado a taxa
de incorporacdo dos diferentes mutantes de a-tubulina-GFP durante a metéafase.
Para isso, a linhagem celular HEK 293T foi transfectada com quantidades iguais de
a-tubulina-GFP selvagem, o fosfomimético GFP-a-tubulina T253E e o mutante o-
tubulina-GFP T253A, como pode ser observado no imunoblotting anti-a-tubulina

(Figura 32 C).
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Figura 282: Mutaces sitio dirigidas de T253 da a-tubulina alteram a incorporacéo de
a-tubulina no fuso mitético. A linhagem celular HEK 293T foi transfectada com as
diferentes mutantes de a-tubulina-GFP (Selvagem, T253A e T253E). a-tubulina endégena
foi detectada apos imunofluorescéncia utilizando anti-a-tubulina e anti-mouse Alexa 555 em
vermelho e analisada por microscopia confocal. A) O circulo indicado nas imagens
representa a regido analisada. Imagem representativa. B) Gréfico de dispersao da razédo de
incorporacdo de a-tubulina (a-tubulina-GFP/ a-tubulina endégena), foram analisadas pelo
menos sete imagens de células em metéfase, de cada mutante. Para determinar a diferenca
estatistica entre a incorporagfe dos diferentes mutantes de a-tubulina foi realizado o teste
ANOVA (p value < 0,0001, analise obtida a partir de nonoplicata experimental). C) A
eficiéncia de transfec¢cdo foi determinada por imunoblotting anti-a-tubulina (imunoblot
representativo).
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A relacdo da incorporacdo da a-tubulina mutada com relacdo a a-tubulina
enddgena foi realizada a partir da razdo entre as intensidades de fluorescéncia da o-
tubulina-GFP pela a-tubulina total (em vermelho). Como pode ser observado pelas
imagens representativas (figura 34A) e pela quantificacdo no gréfico (Figura 34B), o
mutante fosfomimético, a-tubulina-GFP T253E é mais incorporado ao fuso mitotico
que a a-tubulina-GFP selvagem. Ao passo que, as células transfectadas com o
mutante o-tubulina-GFP T253A apresentam uma maior incorporacdo da o-tubulina
endogena. Ainda € possivel observar que os mutantes de a-tubulina GFP selvagem
e T253E se encontram dispersos ao longo de todo o microtibulo, enquanto que a-
tubulina-GFP T253A esta localizada somente em regides especificas, sugerindo que
a fosforilacdo de tubulina é essencial para a estabilizacdo em pontos especificos do
fuso mitotico.

Assim, os dados apresentados nessa parte da tese suportam a hipotese que
sitios consensos estruturais podem ser formados. A analise estrutural do substrato
deve ser considerada como um novo mecanismo de predicdo de sitios de
fosforilacdo das PKCs e plataformas que predizem estes sitios devem ser
desenvolvidas. Em adicdo, a fosforilacdo de a-tubulina no residuo T253 é capaz de
estabillizar o polimero de tubulina, sendo esta modificacdo pds-traducional

importante para dinamica de polimerizagdo do microtubulo durante a diviséo celular.
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5. DISCUSSAO

Uma das principais caracteristicas das CTE é a capacidade de se auto-
renovar, ou seja, de proliferar mantendo a habilidade de se diferenciar em diversos
tipos celulares (Strulovici Y. et al. 2007; Gokhale P.J. et al., 2012). Elucidar os
mecanismos que regem esta propriedade € fundamental, para a compreensao do
desenvolvimento humano (Zhu Z. et al. 2013), e para a aplicacdo das CTE na
medicina regenerativa (Ren G. et al., 2012; Auletta J.J. et al., 2012). Dentre as vias
de sinalizacdo que se destacam, nesse modelo de estudo, a familia das PKCs tem
sido descrita por apresentar um papel importante no controle das propriedades das
CTE (Kinehara M. et al., 2013; Song B.W. et al., 2012). Nosso grupo observou que
uma linhagem de CTE murina indiferenciada (E14TG2A) apresenta expressa as
PKCs a, BI, BII, 8, € e /A (Costa-Junior H.M. et al., 2010). Sendo esta uma das
motivacdes para investigar o papel das aPKCs nessa tese.

O estudo de fosfoprotebmica é uma ferramenta utilizada em outros projetos
do laboratério e a modulacdo de diferentes isoformas das PKCs culminaram em
respostas bioldgicas destintas, em CTE indiferenciada. Por exemplo, a utilizacdo de
um ativador da PKC53 induziu a fosforilagdo de proteinas envolvidas em proliferacéo
celular, e de fato essa resposta biologica foi observada (Garavello N. et al.,
submetido), ao passo que, o inibidor da PKCBI, reduziu a fosforilagdo de proteinas
nucleares envolvidas na regulacdo transcricional, de proteinas reguladoras da
divisdo e diferenciacdo celular e de fatores de splicing e remodelamento de
cromatina (Costa-Junior H.M. et al., 2010). Nao se pode deixar de destacar que para

uma efetiva compreenséo das vias de sinalizacdo mediadas pelas PKCs em CTE
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indiferenciada é fundamental avaliar a importancia funcional da fosforilacdo dos
alvos protéicos identificados.

Dessa maneira, o objetivo geral dessa tese foi compreender a importancia
funcional da fosforilacdo mediada pelas aPKCs e validar um substrato da PKCpI, em
célula tronco indiferenciada. Para isso, dividimos esta tese em dois objetivos
distintos:: 1) Utilizando fosfoprotedbmica, e um peptideo inibidor especifico das
aPKCs, compreendemos a relevancia desta subfamilia das PKCs no cenario das
CTE indiferenciadas. 2) Investigamos a importancia da fosforilagdo de o-tubulina,

pela PKCPBIL

5.1.A importancia das aPKCs em CTEs indiferenciadas

Trabalhos anteriores demonstraram que as aPKCs, essenciais para o
desenvolvimento (Liu H. et al., 2013; Dard N. et al., 2009), e estdo envolvidas em
importantes processos bioldgicos, como a captacdo de glicose dependente de
insulina (Farese R.V. & Sajan M..P., 2012; Bandyopadhyay G. et al., 2004), no
controle da adeséo (lden S. et al., 2012; Ishiuchi T et al., 2011) e polarizacéo celular
(Chen J. et al., 2013).

Nessa tese foi investigado o papel especifico das aPKCs em CTE
indiferenciada utilizando abordagens de fosfoprote6bmica e um peptideo inibidor
especifico das aPKCs que compete com o substrato (peptideo pseudossubstrato,
aPKC-yS). A maiora das proteinas cuja fosforilacédo foi reduzida na presenca deste
inibidor pode ser agrupada em dois grupos principais: i) proteinas envolvidas em
vias metabdlicas, como glicolise, metabolismo de lipideos, via das pentoses e
producdo de aminoacidos; ii) proteinas envolvidas na manutencao do citoesqueleto,

adeséo celular e transporte de proteinas.
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Considerando que aproximadamente um terco das proteinas cuja
fosforilacdo foi reduzida apds inibicdo das aPKCs estdo envolvidas no metabolismo
(27%), o papel das aPKCs no metabolismo das CTE indiferenciadas foi explorado

como um dos objetivos dessa tese.

5.1.1. O controle metabdlico em CTE

O equilibrio entre a manutencéo do estado indiferenciado, auto-renovacéo, e
a diferenciacéo celular é regulado por diversos fatores (Yu Z. et al., 2012; Kshitiz et
al., 2012). Trabalhos recentes indicam que durante a diferencia¢do celular, ha uma
mudanca metabolica (Vacanti N.M. et al., 2013; Forristal C.E. et al., 2013). Uma vez
que as CTE indiferenciadas, que realizam preferencialmente um metabolismo
fermentativo, ao se diferenciarem, se tornam mais oxidativas (Folmes C.D. et al.,
2011).

Muitos trabalhos observam estas mudancas metabdlicas das CTE. Por
exemplo, a inibicdo da via das pentoses foi capaz de induzir a diferenciacéo celular
(Manganelli G. et al., 2012). A inducdo da formacao de iPSC foi acompanhada por
um aumento na producdo de lactato e consumo de glicose (Folemes et al., 2011).
Recentemente observou-se que a inibicdo das aPKCs aumenta a differenicacéo de
CTE em cardiomidcitos (Zhou X., et al., 2003), apesar de ndo se ter avaliado o perfil
metabolico das células nesse trabalho, sabe-se que a diferenciacdo de CTE em
cardiomiécitos requer uma reestruturagcdo das mitocéndrias e uma mudanca de
metabolismo glicolitico para fosforilagdo oxidativa (Lopaschuk et al., 2010; Chung
S.et al., 2007). Até o presente momento nenhum trabalho, porém, foi capaz de
conectar todas as pecas desse quebra-cabeca, investigando 0s mecanismos

regulatorios que mantém o0s processos metabdlicos caracteristicos das CTE
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indiferenciadas e as mudancas metabdlicas que ocorrem durante a diferenciacéo
das CTE.

A modulacdo do consumo de glicose, da producédo de lactato, da atividade
da via glicolitica, da via das pentoses e do consumo de oxigénio, sdo orquestrados
de maneira complexa e intrigante, e o controle dessas vias contribuem para o
metabolismo anaerobico celular (Folmes C.D. et al., 2011). Acredita-se que o estudo
dos mecanismos de regulacdo destes eventos podera auxiliar a compreender 0s
fatores que coordenam a auto-renovacao, bem como os que levam a diferenciacéo
das CTE (Madonna R. et al., 2013).

Os resultados obtidos nessa tese permitiram observar que as aPKCs séo
pecas fundamentais no controle metabdlico das CTE. A inibicdo da atividade dessas
enzimas levou a reducdo da fosforilacdo de importantes enzimas metabdlicas,
possivelmente regulando a atividade das mesmas, além de alterar a captacdo de
glicose, producao de lactato e a atividade da cadeia respiratoria mitocondrial. Dessa
maneira, a inibicdo das aPKCs diminuiu a fermentagdo nas CTE indiferenciadas,
processo metabdlico encontrado preferencialmente nestas células. A seguir, 0s
alvos das aPKCs encontrados e o efeito que a fosforilagdo dos mesmos pode ter no

metabolismo das CTE indiferenciadas serao discutidos.

5.1.1.1. Alvos das aPKCs identificados envolvidos na via glicolitica

Uma grande maioria das proteinas identificadas no estudo de
fosfoprotedmica , que tiveram sua fosforilagdo reduzida apds o tratamento com o
peptideo pseudossubstrato das aPKCs, séo proteinas envolvidas no metabolismo da
glicose (22%). Dentre elas destaca-se a Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

(GAPDH); a-enolase (EnoA), Piruvato Quinase M2 (PKM2) e a Lactato
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Desidrogenase B (LDHB), que serdo discutidas no contexto das CTE
indiferenciadas e podem ser observadas na Figura 9.

A GAPDH catalisa a sexta reagéo da glicélise, que consiste na oxidagédo do
glicerol-3-fosfato em dihidroxiacetona fosfato acompanhada da reducdo do NAD*
(Sirover M.A., 1999). Trabalhos anteriores descrevem que esta enzima glicolitica &
substrato direto da PKCA e interage com o dominio regulatério dessa quinase
(Tisdale E.J., 2002). Estes resultados validam nossa estratégia para detectar
substratos das aPKCs. Porém, no trabalho desenvolvido por Tisdale E.J. (2002) ndo
foi investigado o efeito da fosforilacdo de GAPDH na sua atividade glicolitica.
Futuros estudos sdo necessérios para investigar o mesmo. Chung e colaboradores,
em 2010, observaram que durante o processo de diferenciacdo das CTE para
cardiomiécitos ndo ocorre uma alteragdo na expressao total de GAPDH, entretanto
h& um possivel aumento de sua fosforilagdo, verificada pela reducdo do ponto
isoelétrico dessa proteina. Neste mesmo trabalho foi observado um aumento da
atividade glicolitica de GAPDH, apesar da reducdo do metabolismo fermentativo
celular observado através da producdo de lactato sugerindo que a fosforilacdo de
fato pode regular a atividade de GAPDH (Chung S.et al., 2010).

A Enolase catalisa a reacdo de desidratacdo do 2-fosfoglicerato em
fosfoenolpiruvato, um composto altamente energético e a sua reacao reversa (Diaz-
Ramos A. et al., 2012). Através dos dados de fosfoprote6mica realizado com lisados
de células CTE da linhagem E14TG2A indiferenciadas, observamos uma reducao da
fosforilacdo da enolase A (EnoA) apoOs o tratamento com o peptideo inibidor das
aPKCs, entretanto, através do ensaio de fosforilagdo in vitro, verificamos que esta

enzima provavelmente ndo é um substrato direto dessa subfamilia das PKCs. Cabe
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destacar, que um aumento da expressdo de EnoA e de GAPDH foram observados
em células iPSCs (Foles et al., 2011).

A Piruvato Quinase M2, outro alvo das aPKCs indentificado nessa tese,
catalisa a reacéo irreversivel de conversdo de fosfoenolpiruvato em piruvato com a
formacdo de ATP, uma das etapas limitantes da via glicolitica (Gupta V. & Bamezai
R.N., 2010). A PKM2 apresenta duas formas de oligomerizacdo, uma dimérica e
uma tetrameérica (Mazurek S., 2011). A forma tetramérica tem uma afinidade maior
pelo fosfoenolpiruvato quando comparada a forma dimérica sendo, portanto,
encontrada nos complexos glicoliticos (Tamada M. et al., 2012).

Nessa tese observou-se que as aPKCs fosforilam a PKM, entretanto essa
fosforilacdo nado foi capaz de alterar a atividade dessa enzima em CTE E14TG2A
indiferenciada. A PKCd também se mostrou capaz de fosforilar a PKM2 e, tal como
as aPKCs, ndo modulou a atividade da enzima (Siwko e Monchely-Rosen et al.,
2007). A fosforilagdo possivelmente induz a estabilizagdo da forma dimérica da
PKM2 ou a sua interagcdo com outras proteinas. A utilizacdo de técnicas de cross-
linking (ligagdo cruzada), seguida da andlise por imunoblotting, ou mesmo analise
por gel filtracdo poderdo verificar se a fosforilacdo da PKM2 pelas aPKCs altera o
equilibrio entre dimeros e tetrameros ou ainda a ligacdo de outras proteinas que
podem vir a estabilizar as diferentes forma de oligomerizacdo da PKM2.

A expressdo da PKM2 estd associada a células com alta capacidade de
auto-renovacdo, como as células tronco embrionéarias e adultas (Tamada M. et al.,
2012). O aumento da expressdo da PKM2 foi observado durante a tumorigénise
(Wong et al., 2013) e em pacientes com cancer gastrico com mal prognostico (Lin
J.Y. et al., 2012). Em células tumorais, altamente indiferenciadas, a forma dimérica

da PKM2 é majoritariamente expressa (Eigenbrodt E. et al., 1997; Yang W. et al.,

127




Discussao

2012). Como esta forma da enzima tem uma afinidade menor pelo fosfoenolpiruvato,
ha um acumulo intracelular dos metabdlitos glicoliticos formados anteriormente ao
fosfoenolpiruvato, que podem ser utilizados por outras vias metabdlicas, como a via
das pentoses. (Redel B.K. et al., 2012).

Além da atividade da PKM2 na via glicolitica ndo se pode deixar de destacar
as outras funcgdes intrigantes desta enzima. A PKM2 é capaz de se ligar ao CD44,
uma das principais moléculas de adesdo celular, altamente expressa em célula
tronco (Tamada M.et al., 2012). Esta enzima também é capaz de translocar para o
nacleo e através do seu C-terminal (residuos 307-531) interagir com o fator de
transcricdo Oct4, aumentando a sua atividade transcricional, fundamental para o
controle da auto-renovacédo das CTEs (Lee J. et al., 2008). Em adicao, os dimeros
da PKM2 funcionam como uma quinase também sendo capazes de fosforilar Stat3
no residuo Y705 e também aumentando a sua atividade transcricional (Gao X. et al.,
2012).

A maior parte das aPKCs néo esté localizada no nucleo (Costa-Junior H.M. et
al., 2010) de forma que a interagcdo das aPKCs com a PKM2 deve ocorrer no
citoplasma, todavia a fosforilagdo podera modular a translocacdo da PKM2 para o
nacleo, o que deve ser investigado em estudos posteriores. Nao se pode deixar de
destacar que, a inibicdo da fosforilacdo da PKM2, pelas aPKCs, ndo alterou sua
atividade, sera interessante avaliar se as aPKCs regulam a nova fungdo quinasica
da PKM2, bem como o estado de oligomerizagcdo da PKM2, como mencionado
anteriormente. Em adicdo, a identificacdo do sitio fosforilado pelas aPKCs podera
auxiliar na avaliacéo do efeito da fosforilacdo na enzima

Alguns estudos ressaltam que a PKM2 € uma das enzimas fundamentais no

controle do Efeito Warburg (Bayley J.P. & Devilee P., 2012). Esse efeito, também
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conhecido como glicélise aerdbica, foi inicialmente descrito em 1926, onde Otto
Warburg observou que em células tumorais ocorre um aumento no consumo de
glicose e producdo de lactato, ou seja, na taxa de fermentacdo mesmo em um
ambiente aerdbico (Warburg O., 1956). Um dos exemplos da aplicacdo desse
modelo esta no diagndstico de pacientes com cancer, observados por tomografia por
emissao de pasitron (PET). Neste exame observa-se a regido do corpo do paciente
com alto consumo de glicose (marcada com elemento radioativo). Esses locais de
alto consumo de glicose sdo considerados como possiveis focos tumorais
(Bensinger S.J. & Christofk H.R, 2012).

Além da glicélise aerdbica, importante nos processos de sintese de ATP
pela via glicolitica, também s&o observadas significativas alteracdes na biossintese
de macromoléculas e no controle redox, em células tumorias (Bensinger S.J. &
Christofk H.R, 2012). A alta taxa glicolitica das células tumorais € diretamente
proporcional ao seu perfil de indiferenciagdo e a consequente alta agressividade
tumoral. Muitos autores consideram que a alta atividade glicolitica observada em
células tronco indiferenciadas e nas iPSCs pode ser classificada como um efeito
Warburg-like. (Vazquez-Martin, et al., 2013; Hsu & Sabatini, 2008).

A conversao do piruvato a lactato e consequente oxidacdo do NADH é
mediada pela Lactato Desidrogenase (LDH), identificada, nessa tese, como um
outro substrato direto das aPKCs. A enzima catalisadora da conversao de piruvato
em lactato com a concomitante oxidacdo do NADH e da reacdo oposta €
considerada a principal responsavel por determinar a rota anaerobica da glicdlise
(Bayley JP, Devilee P, 2012). Existem evidéncias que as proteina quinases, da PKA
e PKCs, estdo envolvidas na regulacdo da expressdao da LDH. Em linhagens

celulares de glioma C6, ativadores dessas quinases, AMPc e TPA, foram capazes
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de aumentar a estabilidade do RNAmM de LDH (Short S. et al., 2000). As PKCs séo
importantes também por induzirem o0 aumento da atividade de LDH e a consequente
producdo de lactato, em neurdnios corticais hipéxicos (Hong S.S et al., 2004).
Nesses dois trabalhos ndo foram investigados qual das isoformas das PKCs que
regula a atividade da LDH, nem se as PKCs sdo capazes de fosforilar diretamente
esta enzima. Contudo, esses dados corroboram com os resultados dessa tese, visto
gue a inibicdo das aPKCs, levou a uma reducéo da atividade de LDH e dos niveis de
lactato extracelular, embora a fosforilacao direta da LDH néo tenha sido observada.
Dessa maneira, o tratamento com o inibidor das aPKCs alterou o perfil de
fosforilacdo de algumas proteinas glicoliticas, reduziu a atividade da lactato
desidrogenase no sentido da producao de lactato e aumentou o consumo de glicose.
Além da modulacdo de proteinas da via glicolitica, observamos, pela anélise do
fosfoproteoma, a reducdo da fosforilacdo das duas principais enzimas da via das
pentoses, a Glicose 6-fosfato Desidrogenase (G6PD) e a Transaldolase
(TALDO). Essas duas rotas metabdlicas, via glicolitica e das pentoses, estdo
intimamente ligadas, uma vez que compartilham alguns intermediarios metabdlicos

(Feron O., 2009).

5.1.1.2. Alvos das aPKCs identificados envolvidos na via das
pentoses
A via das pentoses fosfato é considerada o principal sistema de defesa anti-
oxidante celular, sendo uma via importante para o balanco do potencial redutor e a
producdo de precursores nucleotideos e coenzimas (Grant C.M., 2008). Atualmente,
estudos relacionam essa cascata metabolica com importantes processos celulares,

como ciclo celular (Zanuy M. et al., 2012), apoptose (Riganti C. et al.,, 2012),
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diferenciacdo (Manganelli G. et al., 2012), motilidade (Langbein S. et al., 2006),
angiogénese (Leopold J.A. et al., 2003) e com a resposta terapéutica anti-tumoral
(Estrela J.M et al., 2006). Em células que estdo se replicando rapidamente como é o
caso de células tumorais e das CTE indiferenciadas que tem um ciclo celular mais
curto ha grande necessidade de sintese de nucleotideos e dessa forma um aumento
da atividade da via das pentoses (Vizan P. at al., 2009; Riganti C. et al, 2012). Além
disso, conforme discutido acima, como parte do efeito Warburg, a PKM2 na sua
forma dimérica, por apresentar afinidade reduzida ao fosfoenolpiruvato, gera um
acumulo de intermediarios a montante do piruvato e consequentemente pode levar a
ativacdo da via das pentoses (Xu X. et al., 2009), desta forma os alvos diretos e
indiretos das aPKCs encontrados que participam da via das pentoses podem sofrer
alteracdes de modo a acelerar esta via.

A via das pentoses pode ser dividida em duas etapas: a etapa oxidativa e a
etapa nado-oxidativa. A primeira etapa tem como objetivo principal a reducdo do
NADP* a NADPH, enquanto que a segunda etapa, ndo-oxidativa, € caracterizada
por apresentar uma série de rearranjos moleculares que culminam na formacgéo de
acucares, fundamentais para a homeostase celular (Redel B.K. et al., 2012). In vivo,
a Glicose 6-fosfato Desidrigenase (G6PD) forma um complexo com Transaldolase 1
(TALDO1) e com a 6-fosfogluconato Desidrogenase, regulando a atividade da via
das pentoses (Huang J.B. et al., 2005). Nos estudos de protedbmica foram
detectados alteracBes na fosforilacdo destas duas proteinas.

A Glicose 6-fosfato Desidrogenase (G6PD) esta envolvida na primeira
etapa da via das pentoses, fase oxidativa, sendo responsavel por catalisar a
oxidacao da glicose-6 fosfato em glucolactona-6 fostato com concomitante reducao

de NADP* (Ho H.Y. et al., 2007). A atividade de G6PD apesar de ser dispensavel
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para a via das pentoses é essencial para proteger as células do estresse oxidativo
(Cappellini M.D. & Fiorelli G., 2008). Trabalhos anteriores observaram que o ativador
das PKCs classicas e noéveis, éster de forbol, aumenta significativamente a
fosforilacdo da G6PD e a sua atividade (Ata H. et al., 2011). Mutac¢@es sitio dirigidas
nos residuos de aminoacidos presentes no sitio catalitico da enzima serina 210 e
treonina 266 ambas para alanina, reduziram a fosforilacdo por PKC (PKCd) e
inibiram a atividade da enzima (Gupte R.S. et al., 2011) demonstrando que PKCs
podem ser importantes reguladores desta enzima. Resta investigar se as aPKCs
apresentam funcdo semelhante a PKC3.

A Transaldolase (TALDO) é a enzima responsavel pela etapa limitante da
fase ndo-oxidativa da via das pentoses. Esta enzima catalisa a transferéncia
reversivel de trés unidades de carbono (dihidroxiacetona) de um doador cetose para
um aceptor aldose, formando um novo par cetose/ aldose, sendo a reacao
deconversdo do gliceraldeido 3-fosfato (3C, aldose) e da sedoheptulose 5-fosfato
(7C, cetose) em frutose 6-fosfato (6C, cetose) e eritrose 4-fosfato (4C, aldose), um
dos exemplos de reacdo mediada por essa enzima (Samland A.K. & Sprenger G.A.,
2009). TALDO esta descrita na literatura por ligar a via das pentoses a via glicolitica
(Samland A.K. et al., 2011). Acredita-se que a fosforilacdo desta enzima € um dos
mecanismos de modificacdo pds-traducional responsavel por regular a atividade da
TALDO, uma vez que, Lanchaise e colaboradores, observaram que o tratamento da
TALDOL1 e 2 com fosfatase reduziu a sua atividade enzimatica (Lachaise F. et al,
2001). A isoforma identificada no estudo de prote6mica foi a TALDO1, esta isoforma
encontra-se altamente expressa em diversos tipos de tumores e a sua alta atividade

estd associada a agressividade tumoral (Perl A et al., 2011). Em estagios iniciais do
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desenvolvimento do blastocisto, foi observado um aumento da expressdo de
TALDO1 em baixa concentracéo de Oz (Redel B.K. etal., 2012).

Estudos anteriores suatentam a hipotese de que a fosforilagcdo das proteinas
G6PD e de TALDO possivelmente regulam positivamente a via das pentoses (Ata H.
et al.,, 2011; Zhang J. et al.,, 2012). Ensaios futuros determinardo se as aPKCs
regulam, direta ou indiretamente, a atividade destas enzimas e a consequéncia na
via das pentoses. Conforme discutido acima, a via das pentoses encontra-se
altamente ativa em diversos tipos de cancer e em CTE indiferenciadas. Muitos
autores consideram a via das pentoses como um dos principais gatilhos metabdlicos
responsaveis por regular as caracteristicas das CTEs (revisado por Zhang et al.,
2012) de fato a inibicdo desta via induziu a diferenciacdo celular de CTEs em

endoderma (Manganelli et al., 2012).

5.1.1.3. Alvos das aPKCs identificados envolvidos na biossintese
de serina

Além da modulacdo da fosforilagdo de proteinas regulatérias presentes na
via glicolitica e na via das pentoses, o tratamento com o inibidor das aPKCs, induziu
a reducao da fosforilacdo das duas principais enzimas da biossintese de serina: a 3-
fosfoglicerato Desidrogenase (PHGDH) e a Fosfoserina Fosfatase (PSP). A
biossintese de serina ocorre no citosol e apresenta como precursor 0 3-
fosfoglicerato, um dos intermediérios da via glicolitica (Snell K. & Fell D.A., 1990).
Dentre as inumeras funcbes da serina, cabe sua funcdo como um regulador

alostérico positivo de PKM2 (Mazurek S., 2011).
A primeira etapa da biossintese de serina, catalisada pela PHGDH,

corresponde a oxidacédo do 3-fosfoglicerato a 3-fosfopiruvato e reducdo do NAD* a
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NADH (Snell K. & Fell D.A., 1990). Locosale e colaboradores, em 2011,
demonstraram que a proliferacao celular é severamente atenuada pela reducéo da
atividade da PHGDH, em alguns tipos de cancer (Locosale JW. & Cantley L.C.,
2011).

A 3-fosfoglicerato Desidrogenase (PHGDH) ja foi descrita anteriormente
como um alvo da PKCE{ (Ma L. et al.,, 2013), o fato de termos detectado esta
proteina, confirma mais uma vez a eficiéncia da nossa estratégia para encontrar
substratos das aPKCs. Ma e colaboradores, em 2013, observaram que PHGDH é
fosforilada nos residuo S55, T57 e T78 pela PKCL. A mutacao desses trés residuos
para E assim como a fosforilagdo in vitro de PHGDH mediada por PKC( inibiram a
atividade enzimética de PHGDH o que levou a uma diminui¢cdo da proliferacdo (Ma
L. et al., 2013). Estes dados sugerem que PHGDH possa contribuir para o controle
da taxa de proliferagcdo, embora nenhum efeito na proliferagdo das CTE
indiferenciadas tenha sido observado apos a inibicdo da PKC(, nessa tese e outros
dados do laboratério ndo publicados. Possivelmente, o controle da atividade de
outras proteinas envolvidas em proliferacéo, também fosforiladas pelas aPKCs, pode
contrabalancar o efeito da fosforilacdo da PHGDH na inibicdo da proliferacdo, sendo
necessario um investigacao mais detalhada.

A Fosfoserina Fosfatase (PSP) catalisa a conversédo de fosfoserina em
serina (Snell K. & Fell D.A., 1990). PSP encontra-se altamente expressa em células
progenitoras neuronais, células tronco embrionarias e hematopoiéticas (Nakano | et
al., 2007). Assim como PHGDH, a superexpressdo de PSP promove a proliferacéo
celular. PSP apresenta sua atividade inibida através de fosforilagdo mediada por
insulina e altos niveis de célcio intracelular (Begum N. et al., 1992). Os resultados

obtidos nessa tese indicam pela primeira vez o envolvimento das aPKCs na

134




Discussao

fosforilacdo da PSP, estudos posteriores determinardo se esta enzima é um
substrato direto das aPKCs e qual o efeito da sua fosforilacdo na atividade da
mesma.

A sintese de serina € fundamental para o desenvolvimento embrionario
(Yoshida et al., 2004). Ma L. e colaboradores observaram que a PKC( foi capaz de
reprimir a expressdao de PHGDH e PSAT1 (Phosphoserine Transaminase) outra
enzima envolvida na biossintese de serina, responsavel por catalisar a conversédo do
3-fosfo-hidroxipiruvato em fosfoserina. Nesse mesmo trabalho, a inibicdo dessa
isoforma das aPKCs, em células tumorais de célon, reduziu o consumo de glicose, a
producdo de lactato e induziu um aumento da proliferacdo celular (Ma L. et al.;
2013). Os autores acreditam que a PKC( pode regular vias de sinalizagédo celular
importantes na plasticidade metabdlica em células tumorais e o0 bloqueio desta pode
auxiliar por inibir o efeito Warburg (Feliciano P, 2013), o que corrobora os resultados

em CTE, obtidos nessa tese.

5.1.1.4. Alvos das aPKCs identificados envolvidos no ciclo de
Krebs e fosforilacdo oxidativa

Em células tronco indiferenciada a atividade glicolitica € acentuada, assim

como a taxa fermentativa (Vacanti N.M. & Metallo C.M., 2013). Durante a
diferenciagdo celular observa-se um aumento do consumo de oxigénio e
consequentemente na fosforilagdo oxidativa (Rehman J., 2010). A inibicdo das
aPKCs também modulou negativamente a fosforilagdo de enzimas responséaveis por
metabolizar intermediarios do ciclo de Krebs, como a Isocitrato Desidrogenase
(IDH1); além de enzimas envolvidas na atividade mitocondrial, como a Glicerol 3-

fosfato Desidrogenase (GPD2) e a ATP sintase.
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A familia das isoenzimas da Isocitrato Desidrogenase (IDH) € composta
por trés membros, sendo estas responsaveis por catalisar a descarboxilacdo
oxidativa do isocitrato produzindo a-cetoglutarato e CO2. A descarboxilacdo do
isocitrato € acompanhada pela reducdo do NAD* pela isoforma IDH3 ou pela
reducdo do NADP pelas isoformas IDH1 e IDH2. As enzimas IDH1 e IDH2 s&o
homodiméricas atuando no citoplasma e na mitocdndria, respectivamente (Zheng J.
et al., 2012).

No presente estudo observamos uma diminuicdo na fosforilagdo da IDH1,
forma citoplasmatica, o que era de se esperar visto que as aPKCs sdo abundantes
no citoplasma das CTE indiferenciadas (Costa-Junior et al., 2010). Esta isoforma é
importante por regular o equilibrio redox celular e a sintese anabdlica. Diversos
estudos associam a alta expressédo de IDH ao estadiamento avancado de gliomas
(Kin W & Liau L.M., 2012) e a pacientes com leucemia mieldide aguda (Rakheja D.
et al., 2012). A mutacdo nessa enzima, somada a interacdo com seu alelo
correspondente selvagem, induz uma nova propriedade enzimatica, sendo capaz de
converter o a-cetoglutarato a 2-hidroxiglutarato (2HG) (Ward P.S. et al., 2013). Este
metabdlito vem sendo considerado um potente biomarcador tumoral (Yen K.E., et
al., 2010) e a sua alta concentracéo celular foi capaz de inibir demetilacdo de histona
e bloquear a diferenciacao celular em células néo transformadas (Lu C. et al., 2012).
Até o presente ndo foi evidenciado nenhum trabalho que correlacione a atividade
dessa enzima ou a presenca de 2HG intracelular, com a fosforilagdo mediada por
proteinas quinases. Em procariotos, a atividade dessa enzima é regulada por
fosforilacdo, mediada pela enzima Isocitrato desidrogenase quinase/fosfatase
(AceK) e IDH, quando fosforilada, apresenta menos afinidade com os intermediarios

do ciclo de Krebs (Zheng J. et al.,, 2012). Mais estudos sdo necessarios para
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investigar se esta enzima é um substrato direto ou indireto das aPKCs. Podemos
hipotetizar que a fosforilacdo mediada (direta ou indiretamente) por essa quinase
pode induzir a inibicdo do ciclo de Krebs aumentando o metabolismo fermentativo
das CTE indiferenciada.

A fosforilacdo da Glicerol 3-fosfato Desidrogenase (GPD2), foi reduzida
ap0s o tratamento com o peptideo pseudossubstrato das aPKCs. Essa enzima
participa da reacdo de reducéo da dihidroxi-acetona em glicerol 3-fosfato, a partir da
oxidacdo do NADH, além de oxidar o glicerol 3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato, a
partir da reducdo do FAD (Kota V. et al., 2010). Localizada na membrana
mitocondrial, esta enzima trabalha em conjunto com a lancadeira malato-aspartato e
ambas sdo fundamentais para o balanco redox entre a mitocondria e o citoplasma,
além de fornecer o principal agente da fosforilagdo oxidativa (Mracek T et al., 2013).
GPD2 também esta envolvida na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
em tecido adiposos, na placenta humana e em células tumorais de préstata
(Chowdhury S.K. et al.,, 2007). A fosforilacdo de GPD2 por AMP-activated protein
kinase, reduz sua atividade enzimatica (Lee Y.J. et al., 2012), induzindo
possivelmente uma diminuicdo da atividade da cadeia respiratéria € um consequente
aumento do metabolismo fermentativo. Mais estudos sdo necessérios para avaliar
se esta enzima é substrato direto das aPKCs e qual efeito esta fosforilacéo teria na
atividade enzimatica da enzima.

A ATP sintase catalisa a etapa final da fosforilacdo oxidativa e €
responsavel pela producdo de 90% do ATP celular. Essa enzima € formada por dois
dominios; Fi1, presente na matriz mitocondrial, e Fo, que corresponde ao canal de
protons presente na porgcdo transmenbranar da mitocondria. O dominio F1 &

constituido por trés subunidades «, trés B e as subunidades y, 6 e € (Cheng Z. &
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Ristow M., 2013). Nesta tese foi observado que a inibicdo das aPKCs reduziu a
fosforilacdo da subunidade o da ATPsintase. Nguyen e coladoradores, em 2010,
observaram, em cardiomécitos, que a PKCS € capaz de interagir com a subunidade
6 da ATP sintase e a fosforilagcdo deste dominio inibiu a producdo de ATP. Nesse
mesmo trabalho foi observado que a PKC{ néo é capaz de interagir e fosforilar com
a subunidade & (Nguyen T.T. et al., 2010), sendo necessarios mais estudos para
avaliar se esta quinase é capaz de fosforilar a subunidade o da ATP sintase,
identificada pelo fosfoproteoma. Recentemente observou-se que a reprogramacao
de células soméaticas apra iPSC envolve a alteracdo da expressdo e atividade da
ATP sintase 0 que levaria a um aumento do metabolismo fermentativo (Vazquez-
Martin A. et al, 2013).

Nessa tese, observou-se um aumento da capacidade respiratdria total das
CTEs indiferenciadas ap6s o tratamento com o peptideo inibidor pseudossubstrato
das aPKCs. Observou-se um aumento do consumo basal de oxigénio apés a adicédo
do peptideo. Também observamos e, um aumento significativo no consumo de
oxigénio em células tratadas com o inibidor das aPKCs apés a adi¢cao do inibidor da
ATPsintase (oligomicina) e do desacoplador (FCCP) permitindo inferir que o
aumento do consumo de O: é devido ao aumento da atividade mitocondrial destas
células. Ensaios futuros irdo determinar se esse aumento da fosforilacdo oxidativa é

devido a alteracéo da eficiéncia mitocondrial ou do nimero de mitocondrias.

5.1.1.5. O efeito da inibicdo das aPKCs no perfil bioenergético das
CTEs indiferenciadas
Conforme discutido acima, os resultados obtidos nessa tese sugerem que as

aPKCs modulam a atividade glicolitica das CTE e a sua taxa de fermentagéo. De
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fato, a inibicAo das aPKCs causou uma reducdo na captacdo de glicose e na
producdo de lactato, medido por diversas técnicas. Somado a analise do consumo
de oxigénio, esses dados indicam que a inibicdo das aPKCs foi capaz de reduzir o
perfil fermentativo das CTE indiferenciadas.

Dessa maneira, o presente trabalho ressalta a importancia das aPKCs, as
quais atribuimos novas funcdes em CTE indiferenciadas. Estudos anteriores com
CTE indiferenciadas descreveram uma alta expressdo dessa subfamilia das PKCs
(Kinehara M. et al., 2013; Song B.W. et al., 2012; Costa-Junior et al., 2010), bem
como o envolvimento destas quinases na captacéo de glicose insulina dependente .
Os dados obtidos nessa tese demonstram que além da captacdo de glicose, as
aPKCs estdo envolvidas no controle do balanco fermentacdo versus oxidacéo
celular, (figura 33) contribuindo para o estado indiferenciado e a auto-renovacédo das

CTE.
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Figura 293: Modelo indicando o envolvimento das aPKCs na modulagdo das principais
proteinas metabdlicas identificadas no fosfoproteoma. As setas em preto indicam as
vias e alteracdes metabdlicas diretamente relacionadas ao controle da auto-renovacgédo e
diferenciacdo das CTE. As setas em cinza indicam as vias metabdlicas que ainda ndo
possuem correlacdo diretamente descrita com o controle das caracteristicas das CTE.
(Figura adaptada de Vacanti N.M.& Metallo C.M., 2013).
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Além do papel no controle do metabolismo das CTE, diversos estudos
demonstram que as aPKCs estdo envolvidas em processos de adesao célula-célula,
polarizacéo celular e no remodelamento do citoesqueleto (Ishiuchi T et al., 2011,
Iden S et al., 2012). De fato a adesao célula-célula é um evento essencial para a
manutencao do estado indiferenciado das CTE (Chen S. et al., 2013), e as aPKCs
participam deste processo (Marthiens V. & ffrench-Constant C., 2009). As proteinas
presentes no citoesqueleto e em processos de adeséo célula-célula identificadas no

estudo de protedmica desta tese serdo descutidas a seguir.

5.1.2. O controle do citoesqueleto, polarizacédo e adeséo celular em CTE

A inibicdo da atividade das aPKCs, em CTE indiferenciadas, além de
modular proteinas envolvidas no controle metabdlico, reduziu a fosforilacdo de 22%
de proteinas envolvidas na dindmica do citoesqueleto, polaridade celular e
chaperonas. Estudos anteriores indicam que as aPKCs controlam a organizacao do
microtUbulo, a simetria das juncBes aderentes e a polaridade celular, funcdes estas
essenciais ao desenvolvimento embrionario.(Harris T.J. et al., 2007; Liu H. et al,
2013). Dessa maneira, esse grupo de proteinas identificadas no fosfoproteoma,
confirmam que a funcdo das aPKCs nao reside apenas no controle do metabolismo,
como também em outros processos reportados anteriormente (Marthiens V. &
ffrench-Constant C., 2009; Wang G. et al.,, 2009). Estes dados fortalecem a

confiabilidade dos resultados gerados nessa tese.
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5.1.2.1. Alvos das aPKCs identificados: Chaperonas e proteinas
reguladoras da dinédmica do citoesqueleto

As chaperonas moleculares e as co-chaperonas, especialmente as Heat
Shock Proteins (HSP) sao fundamentais para regular o enovelamento de proteinas e
a formacéo de complexos protéicos (Fan G.C., 2012). Apesar das chaperonas serem
proteinas abundantes na célula, as chaperonas identificadas nesse estudo estdo
envolvidas diretamente com metabolismo, adesdo célula-célula, divisdo e
polarizacéo celular. Estes dados sdo coerentes com as funcdes atribuidas para as
aPKCs por outros pesquisadores (Harris T.J. et al., 2007; Liu H. et al, 2013) e pelos
outros resultados obtidos no presente estudo. De fato, a partir da andlise de
interactoma, feita pelo programa Strings, utilizando algumas proteinas identificadas
gue sofreram reducdo da fosforilagcdo apds inibicdo das aPKCs, foi possivel observar
gque as aPKCs estdo envolvidas na interacdo com algumas proteinas de
citoesqueleto, membros da familia das Rho-GTPases e algumas chaperonas.
Apesar de algumas interacdes ja terem sido descritas, outras interacdes diretas com
as aPKCs deveréo ser investigadas.

A importancia das HSPs, associada a resposta ao estresse, é bem
caracterizada em células sométicas, entretanto esse grupo de proteinas vem sendo
progressivamente estudado em célula tronco (revisado por Fan G.C., 2012). A
tolerancia ao estresse das CTEs é superior quando comparada a célula diferenciada
(Prinsloo E. et al., 2009), e uma alta expressao destas proteinas é observada nesse
modelo celular (Puente L. et al., 2006). Membros das familias das HSP90, das small
Hsp (sHSP) e das HSP70 apresentaram uma diminui¢cdo na sua fosforilagcdo apés o

tratamento com o inibidor das aPKCs (Cheng M.B. et al., 2010).
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7

A proteina TNF receptor-associated protein 1 (TRAP1l), ou HSP75 é
membro da familia das HSP90, encontradas predominantemente na mitocondria
(Altieri D.C. et al., 2012). Estudos sugerem o seu envolvimento na protecdo ao
estresse oxidativo, uma vez que sao capazes de tamponar espécies reativas de
oxigénio (Montesano Gesualdi N et al., 2007). Células HelLa que super-expressam
TRAP1 tem uma menor producdo de ROS (Hua G., et al.,, 2007) acompanhada de
um aumento da transcricdo de genes de receptores acoplados a proteina G e de
genes envolvidos na adeséo celular, bem como genes associados a familia das
Rho-GTPases (Liu D., et al., 2010).

A perda da atividade de TRAP1 resultou no aumento do consumo de
oxigénio, elevacdo dos intermediarios do ciclo de Krebs e aumento dos niveis de
ROS além de suprimir a glicolise aerdbica, correlacionando, assim, esta proteina
com um metabolismo fermentativo. Atualmente essa chaperona é considerada como
um dos reguladores do switch metabdlico entre a respiracdo mitocondrial e a
glicélise aerdbica (Yoshida et al., 2013). Desta forma, parece ser coerente que ela
seja um alvo (direto ou indireto) das aPKCs, uma vez que a partir dos dados obtidos
nessa tese foi possivel observar que as aPKCs também estdo envolvidas no
controle do metabolismo fermentativo versus oxidativo das CTEs. Estudos por Gould
e colaboradores observaram, em células tumorias, que de fato a PKC( é capaz de
interagir com a Hsp90 e a inibicdo da expresséo dessa chaperona foi acompanhada
pela degradacdo da quinase (Gould et al., 2009) sugerindo que ela atue para
estabilizar a PKCC.

Estudos posteriores irdo investigar a interacdo da TRAP1 com as aPKCs e a
consequéncia da fosforilagdo da mesma no metabolismo, assim como investigar o

efeito da fosforilagdo dessa chaperona.
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Outra chaperona identificada por ter a sua fosforilagdo reduzida apos a
inibicdo das aPKCs foi a HSP27. Esta proteina € membro da familia das small HSP
(Ghayour-Mobarhan et al, 2012) e est4 envolvida no controle da dindmica do
citoesqueleto, embriogénese e diferenciacdo celular (Mehlen P. et al, 1997). A
fosforilacdo de Hsp27 esta associada ao remodelamento de actina e alteracdo da
morfologia celular, sendo esta modificacdo pos-traducional dependente de PKC
(Dokas L.A. et al., 2011).

Dentre os membros da familia das chaperonas HSP70, as HSC70 e HSC70-
interacting protein foram identificadas por sofrerem uma reducéo da fosforilacdo na
presenca do inibidor das aPKCs. A Hsc70 é uma co-chaperona constitutivamente
expressa e esta envolvida no controle do ciclo celular, diferenciacdo e nos estagios
iniciais da embriogénese (Liu T. et al., 2012). O tratamento com o PMA, ativador
das PKCs classicas e noveis, foi capaz de aumentar a expressao da HSC70 atraves
da estabilizacdo do seu mRNA (jacquier-Sarkin M.R. et al., 1995). A expressao da
Hsc70-interacting protein, responsavel por mediar a associacao molecular entre as
chaperonas Hsc70 e Hsp90, aumentou durante a diferenciacdo de células de
carcinoma embrionario de camundongo induzida por &cido retindico (Jiao R.Q. et al.,
2012). Estudos indicam que a porcao carboxi-terminal dessa proteina € capaz de
interagir com a PKC( durante a ativacao da via mediada pelos receptores envolvidos
na resposta imune inata e adaptativa (Yang M. et al., 2011).

Dentre as proteinas envolvidas no controle da citocinese, a Septina-2 e a
proteina de cinetocoro Spc24, associada ao complexo NDC80, foram identificadas
como possiveis alvos das aPKCs. A Septina-2 tem um aumento de expresséo
durante a formacdo do anel contratil durante a progressdo da mitose de anafase

para telofase (Silio V. et al.,, 2007). Esta proteina também esta envolvida no
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processo de polarizacao celular, uma vez que a associacao entre tubulina e septina
facilita o transporte de vesiculas através da estabilizacdo da tubulina poliglutamilada,
0 que leva ao bloqueio da ligacdo das proteinas associadas ao microtubulo (MAP4)
(Spiliotis E.T. et al.,, 2008). Atualmente n&o existem relatos que correlacionem a
regulacéo da atividade de Septina-2 com a sua fosforilagdo mediada pelas aPKCs.
Contudo, como as aPKCs estdo envolvidas em dindmica do citoesqueleto e com
polarizacéo é coerente termos encontrado esta proteina no nosso estudo.

Diversos trabalhos demonstram uma interacdo das aPKCs com o complexo
Par (Partitioning defective complex), fundamental na interacdo célula-célula, no
controle da polarizacéo celular, divisdo assimétrica e regulacdo da auto-renovacéo
(Wang H. et al., 2006). As Ras-GTPases interagem com o complexo Par (Donninger
H. et al., 2010) e juntos estdo envolvidas em processos de adeséo celular. De fato
foram identificadas proteinas moduladoras de GTPases que tem um papel central
neste processo e outras envolvendo o remodelamento do citoesqueleto (Baum B &

Georgiou M., 2011) como alvos das aPKCs.

5.1.2.2. Proteinas que interagem com a familia das Ras-GTPases
A familia das proteinas Ras-GTPases estdo envolvidas em processos
biolégicos como adesdo célula-célula, polarizacdo celular, transporte de proteinas,
vesicular e manutencdo do citoesqueleto (Joprdan S.N. & Canman J.C., 2012). A
inibicdo da fosforilagdo das proteinas regulatérias Rho-GDI e Rab-GDI foi
observada, além da fosforilacdo da proteina Ran-GTP o que indica a importancia
funcional dessa subfamilia das PKCs na dinamica do citoesqueleto, fundamental

para a manutencdo das caracteristicas das CTE (Costa P. et al., 2012).
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Duas enzimas responsaveis por controlar a atividade de proteinas da
superfamilia Ras-GTPases foram identificadas por sofrerem reducédo da fosforilacdo
apos inibicdo das CTEs com o peptideo inibidor das aPKCs: Rab-GDIB e Rho-GDla.
Estas duas GDIs, apesar de serem estruturalmente diferentes, apresentam
similaridade em suas func¢fes bioldgicas, sendo ambas fundamentais na regulacéo
da atividade das Rho-GTPases (Seabra M.C. & Wasmeier C., 2004). As GDIs séao
responsaveis por inibir a dissociacdo do GDP das proteinas Rho; além de se
associar com as Rho-GTPases na presenca de GTP, e inibindo a atividade GTPase
das mesmas bloqueando a interacdo destas GTPases com seus alvos.

As Rab-GTPases sdo fundamentais para o controle do transporte de
vesiculas e sua atividade oscila entre seu estado invativo e ativo, acompanhado pela
sua localizacéo citoplasmatica e membranar (Pfeffer S.R., 2013). A associagcdo com
Rab-GDI matém essa GTPase em seu estado inativo (Seabra M.C. & Wasmeier C.,
2004). Mais estudos s@o necessarios para investigar se Rab-GDI é subtrato direto
das aPKCs e qual a importancia funcional dessa modulacdo em CTE.

Em contrapartida, Kuribayashi e colaboradores descreveram em 2007 que a
PKCC é capaz de fosforilar a Rho-GDI, o que reduziu a interagdo da mesma com a
RhoGTPase. A consequente ativacdo da Rho GTPase levou a polarizacéo celular e
o remodelamento do citoesqueleto permitindo também o aumento da motilidade

celular em células humanas de carcinoma epidermoide (Kuribayashi K et al., 2007).

5.1.2.3. Proteinas do citoesqueleto
O citoesqueleto, composto por actina, filamentos intermediarios e
microtubulos, é responsavel pela organizacéo celular interna, morfologia, motilidade

e ciclo celular das células eucarioticas (Wickstead B & Gull K, 2011). Dentre as
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proteinas do citoesqueleto que sofreram reducdo da fosforilacdo apds o tratamento
com o inibidor das aPKCs, se destacam a isoformas o/p tubulina, além das
proteinas TCP-1p (T-complex protein 1 subunit beta) e da proteina B-centractina.

Muitos trabalhos descrevem a importancia do complexo protéico mediado
pela interacdo entre a familia de proteinas Par e as aPKCs, como o principal
mecanismo para o controle da polarizacéo celular e divisdo assimétrica (Hao Y. et
al., 2010; Galli M et al., 2011; Wiliams S.E. et al., 2011). Esse controle esta
diretamente relacionado ao remodelamento do citoesqueleto e polimerizacdo do
mirotdbulo (Patalano S. et al., 2006; Chabu C. et al., 2009; Mori D. et al., 2010).
Entretanto, nenhum trabalho indica que a fosforilacdo direta das o/B-tubulina sé&o
fundamentais para esse processo.

A partir dos resultados obtidos nessa tese foi observado que ocorre uma co-
localizacdo entre as aPKCs e o/ B-tubulina majoritariamente em células na interfase.
Supreendentemente, a co-localizagéo de a-tubulina com outra isoforma das PKCs, a
PKCBI, so foi observada em células mitéticas. Estudos anteriores do nosso
laboratério haviam detectado a a-tubulina como um alvo da PKCpI (Costa-Junior et
al., 2010). Além disso, o sitio referente a essa fosforilacdo foi identificado com auxilio
da facility de espectrometria de massa da Stanford University demonstrando que a
a-tubulina € um alvo direto da PKCpI. Desta forma investigamos o papel desta
fosforilagcdo na dindmica de polimerizagdo da a-tubulina e em estudos posteriores
verificaremos se as aPKCs tem semelhante papel porém durante a interfase. O
proximo capitulo da discussdao esta relacionado a importancia funcional da

fosforilagédo de a-tubulina pela PKCpI.
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5.2.A importancia da PKCBI na fosforilagdo de a-tubulina

Estudos anteriores do nosso grupo, observaram que o tratamento de CTE
com o peptideo inibidor da PKCBI diminuiu a fosdorilacdo da a- (Costa-Junior et al.,
2010). Como apresentamos nos resultados dessa tese, a a-tubulina é um substrato
direto da PKCBI, e que dentre outros sitios a PKCBI fosforila a T253 da a-tubulina.
T253 ndo estd em uma sequéncia consenso linear da PKC e sim conformacional.
Através de estudos de dinamica molecular observamos que T253 quando fosforilada
interage com K105 da B-tubulina. Possivelmente, essa modificagdo pos-traducional
auxilia na estabilidade do dimero o-B-tubulina na direcdo do crescimento do
microtubulo, em eventos celulares onde o controle dindmico do crescimento do
microtubulo é essencial, como a diviséo celular.

As modificacbes pés-traducionais (PTM) mais bem descritas no microtubulo
sdo acetilacdo, detironizacéo, glicilacdo e glutamilacdo. Verhey e Gartig acreditam
qgue as diversas PTM observadas na tubulina, podem ser lidas como um cédigo por
proteinas que interagem com o microtibulo. Sendo esse modelo analogo ao
observado na cromatina, onde as modificacdes pdos-traducionais em histonas ativam
fatores de transcricao especificos para a expressao de determinados genes (Verhey
KJ & Gaertig J, 2007).

A fosforilacdo ndo é comumente observada em tubulinas, tal como descrito
no capitulo anterior, estudos indicam que essa PTM esta freqientemente
relacionada a regulacéo de proteinas associadas ao microtubulo, MAPS (Janke C. &
Bulinski J.C., 2011). Alguns autores hipotetizam que a fosforilagdo das tubulinas nao
€ importante, uma vez que essa familia de proteinas sdo altamente anibnicas e a
introdugdo de uma carga negativa, oriunda do grupo fosforila, ndo seria suficiente

para modificar a estrutura das mesmas, e por esse motivo novas variantes de PTM,
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tais como a glutamilagcdo e poliglicinacdo, surgiram durante a evolucdo, onde a
introducdo de cadeias laterais volumosas e multiplos residuos carregados
proporcionam mudancas estruturais suficiente para induzir vias de sinalizacdo a
partir do microtubulo (Westermann S. & Weber K, 2003). Entretanto, os resultados
obtidos nessa tese e alguns trabalhos discutidos a seguir refutam essa hipotese e
sugerem que a fosforilacdo das tubulinas pode sim ter um efeito na dinamica dos
microtubulos a estabilidade dos mesmos e consequentemente alterar a ligacdo de
outras proteinas ou mesmo das outras PTM.

O primeiro trabalho a descrever a fosforilacdo de tubulina foi publicado em
1985, onde Gard e Kirschner observaram que a fosforilagdo de p-tubulina
acompanha a diferenciacdo da linhagem celular de neuroblastoma N115, sendo o
primeiro grupo a sinalizar a importancia dessa PTM na dinamica de polimerizag&o do
microtubulo (Gard D.L. et al., 1985). Nessa mesma década, o grupo chefiado por
Jesus Avila observou que a fosforilagcdo de tubulina pode ser mediada por uma
proteina quinase dependente de calmodulina (Wandosell F. et al., 1987). Além de
observar que a fosforilagdo de a-tubulina, no residuo de tirosina presente na por¢ao
carboxi-terminal, bloqueia a sua incorporacdo no microtubulo esta PTM é mediada
por uma proteina quinase insulina dependente (Serrano L. et al.,,1984). A Syk-
quinase também é capaz de fosforilar a-tubulina e aparentemente o efeito desta
fosforilagéo é significativo somente na dindmica de incorporagdo do polimero in vitro
(Faruki S. et al., 2000).

Recentemente, observou-se que Cdkl é capaz de fosforilar B-tubulina in
vitro e que esta fosforilacdo bloqueou a incorporacédo da p-tubulina ao microtibulo

(Fourest-Lieuvin et al., 2006). Nesta tese, observamos que a fosforilacdo de a-

tubulina pela PKCBI aumenta a sua taxa de polimerizacao, in vitro, além de reduzir a
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velocidade de repolimerizacdo do microtibulo na linhagem CTE E14TG2A, tratada

com o peptideo BIV5-3, inibidor da PKCBI.

5.2.1. A dindamica do microtubulo

“‘Os microtubulos desempenham um papel essencial na
organizacdo de toda a célula eucaridtica. Eles sao tubos
protéicos longos e ocos relativamente rigidos que podem
rapidamente sofrer dissociagdo em um determinado local e
reassociacao em outro”. (retirado do livro Fundamentos da
Biologia Celular, Alberts e colaboradores, pagina 563, 3 edicéo,
2011).

Os microtubulos sdo formados por estruturas heterodiméricas de o/p-
tubulina. Tanto a-tubulina quanto B-tubulina apresentam o nucleotideo GTP em sua
estrutura e o crescimento do polimero ocorre na face positiva do microtubulo,
caracterizada pela alta concentracdo de tubulina-GTP. A regulacdo da hidrélise
desse nucleotideo é o principal mecanismo que rege a instabilidade dinamica do
microtubulo (Wang H.W. & Nogales E., 2005).

Um microtdbulo em crescimento necessita que suas duas extremidades
estejam protegidas da despolimerizacdo, onde a face negativa do prolimero
geralmente estd protegida por centros organizadores (centrossomos) e a face
positiva € formada pelo CAP de GTP, que é caracteriada pela alta concentracao dos
heterodimeros de tubulina-GTP. A conformacéo estrutural da face positiva favorece
a adicao de novos heterodimeros de tubulina-GTP. Em contrapartida, o processo de
despolimerizagcdo do microtibulo ocorre quando a dindmica de adigcdo dos
heterodimeros se torna mais lenta e h& hidrdlise da tubulina-GTP presente no

polimero. A hidrélise do GTP altera a estutura do polimero levando a sua
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desestabilizacdo e consequente despolimerizacdo do mesmo. Assim, a dinamica de
polimerizacdo do microtibulo esta intimamente relacionada a estabilidade do
polimero (Jonathon H. & Hyman A.A., 2009).

Algumas proteinas e PTM sdo responsaveis por regular a dinamica de
polimerizacao/despolimerizacdo dos microtubulos (Westermann S. & Weber K,
2003). A partir dos dados obtidos nessa tese, somado a alguns trabalho da literatura,
se torna evidente que a fosforilacdo de tubulina auxilia no controle da estabilidade e
din&dmica do microtubulo.

O residuo T253 de a-tubulina foi identificado como sendo fosforilado pela
PKCBI, este encontra-se na interface entre a oa-tubulina e a B-tubulina, na regiao
positiva de crescimento do polimero préximo ao sitio de ligacdo do GDP/GTP.
Estudos de dindmica molecular demonstraram que a T253 fosforilado interage com
K105 de B-tubulina, aumentando a entalpia de ligacdo entre a- e B-tubulina, em
presenca de GDP. Dessa maneira, a fosforilacdo poderia ajudar a estabilizar a
ligagdo GDP ao polimero. Em adicdo, o mutante fosfomimético GFP-a-tubulina-
T253E foi mais incorporado no fuso mitético quando comparado a tubulina
selvagem (GFP--a-tubulina- Selvagem) e ao mutante GFP-a-tubulina-T253A.
Enquanto o mutante GFP-a-tubulina-T253A foi menos incorporado do que GFP-a-
tubulina-selvagem, sustentando a hipétese que a fosforilacdo de T253 contribui para
a estabiliza¢do de dimeros o/B-tubulinana face de crescimento do microtubulo.

Considerando que a dinamica do microtubulo esta intrinsicamente
correlacionada a hidrélise do GTP (Jonathon H. & Hyman A.A., 2009), uma das
alternativas para induzir a despolimerizacdo do microtubulo é através do tratamento
com nocodazol. O nocodazol, um importante agente antineoplasico, € capaz de

interagir com o dimero de tubulina e induzir a hidrélise do GTP (Vasquez R.J. et al.,
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1997). Dessa maneira, a despolimerizacdo do microtubulo € uma consequéncia
gerada pela desestabilidade do polimero de tubulina-GDP. Os mutantes de GFP-a-
tubulina tratados com nocodazol, apresentaram diferentes taxas de
despolimerizacdo. O mutante contendo GFP-a-tubulina-T253A apresentou uma taxa
de despolimerizacdo semelhante ao da construcdo GFP-a-tubulina-Selvagem, ao
passo que, o mutante fosfomimético GFP-a-tubulina-T253E apresentou uma menor
taxa de despolimerizacdo. Esses resultados corroboram os dados dicutidos
anteriormente que indicam que a fosforilacdo do residuo T253 é importante para

estabilizar o polimero de tubulina-GDP.

5.2.2. O conceito de um sitio consenso para a PKC estruturalmente
formado

Poucos substratos das PKCs tém sido identificados e as estratégias
comumente exploradas procuram sequéncias consenso lineares reconhecidas pela
PKC para esse proposito (Brinkworth R. et al., 2003). Knighton D.R. e colaboradores
fori o primeiro grupo a observar que o sitio catalico das PKCs apresentam uma
maior afinidade para residuos de aminoacidos basicos préoximos a serina/treonina
fosforilada (Knighton D.R. et al, 1991). Nesta tese foi identificado um novo sitio de
fosforilagdo da PKCPI na a-tubulina, a T253. Supreendentemente, este sitio ndo
esta localizado em uma sequéncia linear consenso da PKC, na verdade,
aminoacidos acidos sdo encontrados adjacentes a T253.

A analise da estrutura terciaria da o-tubulina demonstrou que residuos
basicos (K163/K164) se aproximam da T253, formando um consenso estrutural,
muito semelhante ao peptideo linear inibidor da PKA, denominado de PKI, que

contém um motivo consenso linear para PKA/C (Binkworth R. et al, 2003; Souujon
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M. et al., 1998). Os resultados obtidos nessa tese foram os primeiros a demonstrar
gue a estrutura terciaria deve ser considerada quando analisamos potenciais sitios
de fosforilagdo das quinase.

Sitios putativos de fosforilacdo, contendo motivos consenso, devem ser
avaliados com relacdo a sua posicdo na estrutura terciaria da proteina. Dentre os
exemplos que merecem destaque, Abeyweera e colaboradores, em 2009,
exploraram um sitio de fosforilacdo putativo da PKCoa em a-tubulina, a S165
(Abeyweera T.P. et al., 2009). Essa serina encontra-se em uma regiao consenso de
fosforilacdo para PKC e a mutacdo de S165 por um &cido aspartico D,
fosfomimético, induziu um aumento da motilidade em células de tumores de mama,
o que foi justificado por um aumento na dinamica de polimerizacdo do microtubulo,
ao passo que, a mutacdo S165N teve o efeito contrario. Entretanto, ao avaliar a
posicdo de S165 na o-tubulina, € possivel observar que esta serina nao esta
acessivel a interacdo com a PKC, na estrutura terciaria sendo dificilmente passivel
de fosforilacdo. Nestes estudos, ndo foi detectada a fosforilacdo deste residuo,
sendo considerado somente um efeito do fosfomimético na dindmica da motilidade
celular (Abeyweera T.P. et al., 2009). Estudos de dinamica molecular realizados por
nossos colaboradores demonstram que uma alteracao de carga neste residuo, pela
adicdo de um acido aspartico, por exemplo, levaria a uma desestabilizacdo do
microtUbulo, o que pode ter possivelmente, acarretado um aumento na migracao
celular. Desta forma, nossas andlises sugerem que apesar de conter uma sequencia
consensus para as PKCs, a S165 ndo seria um sitio de fosforilagdo da PKC na a-
tubulina e sim a T253 um sitio consensus formado estruturalmente.

Outras proteinas podem ser passiveis de formarem sitios estruturais

consensus de fosforilagdo. Estudos anteriores demonstraram que a
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acetilcolinesterase, um substrato da PKA, tem um sitio de fosforilacdo consenso
para a PKA, entretanto a mutacdo deste sitio consenso ndo impediu a fosforilacao
acetilcolinesterase pela PKA (Grifman M. et al., 1997). Cabe destacar, que diversos
sitios consensos para a PKA formados estruturalmente foram encontrados na
acetilcolinesterase o0 que justificaria uma continuada fosforilacdo da mesma pela
PKA, apesar da mutacdo do sitio consenso linear (Grifman M. et al., 1997). Nessa
tese, a identificacdo do sitio de fosforilagdo foi obtido a partir da fosforilacdo de a-
tubulina pela PKCpI in vitro, infelizmente a identificacdo desse residuo fosforilado in
vivo ainda ndo foi possivel, como uma das abordagens foi utilizado técnicas de
imunoprecipitacdo de a-tubulina em células super-expressando PKCpI, seguida da
andlise em espectometria de massas utilizando o equipamemto orbitrap.

Os dados gerados nessa tese sugerem que a fosforilacdo do residuo T253 é
um dos mecanismos que a célula eucariética encontra de controlar a dindmica e
estabilidade de microtubulo. A ocorréncia dessa fosforilagdo durante a divisdo
celular reforca nossa hipotese, uma vez que € durante a mitose que o ajuste fino da

dindmica do microtubulo se faz importante.
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6. CONCLUSAO

A identificacdo de alvos das PKCs, utilizando moduladores especificos para
as diferentes isoenzimas, bem como a caracterizacdo dos sitios de fosforilacdo dos
mesmos, no modelo de célula tronco indiferenciada, sdo fundamentais para
compreender melhor os mecanismos que regem as caracteristicas das CTE. Além
de técnicas exploratérias, como o fosfoproteoma, capaz de gerar um grande namero
de informacfes a respeito das diferentes vias de sinalizacdo reguladas a partir de
uma modulacédo especifica, se faz mister investigar os substratos identificados.

Os resultados obtidos na primeira parte desta tese indicam a
importancia das aPKCs em vias metabodlicas que vem sendo descritas como
fundamentais para a manutencao da auto-renovacéo e diferenciacdo celular. Através
do estudo desenvolvido na segunda parte desta tese foi possivel concluir que a
identificacdo de novos sitios de fosforilagdo modulados pelas PKCs sao
fundamentais para o entendimento da dindmica funcional dos substratos.

Dessa maneira o0s resultados expostos anteriormente podem ser

resumidamente concluidos nos seguintes topicos:

1. A modulacdo das aPKCs induziu a reducéo da fosforilacdo de
dois importantes gurpos de proteinas responsaveis por regular a auto-
renovacdo das CTE: (i) proteinas envolvidas no metabolismo celular,
como proteinas da via glicolitica, via das pentoses, biossintese de serina,
ciclo de Krebs e atividade mitocondrial; (ii) proteinas envolvidas na

manutencao do citoesqueleto, polarizacao e adesao celular.
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2. A inibicdo das aPKCs induziu uma reducdo no consumo de
glicose e na producédo de lactato aumentou 0 consumo de oxigénio e a

capacidade respiratoria total.

3. A co-localizacdo da «a-tubulina e da PKCBI ocorre
majoritariamente em células em mitose e a fosforilagdo do residuo T253
da o-tubulina auxilia a estabilidade e a dinamica de polimerizacado do

microtubulo.

4. A fosforilacdo de a-tubulina pela PKCBI ocorre em um sitio
consenso estrutural, ressaltando a importancia da analise da estrutura
terciaria das proteinas, frequentemente ignorada, na predicdo dos sitios

de fosforilagao.

Como perspectivas futuras, os resultados gerados nesta tese permitem
inferir que a investigacdo exploratdria das vias de sinalizacdo geram um leque de
dados que serdo consolidados por estudos aprofundados caracterizando cada

substrato encontrado .
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