N\

institutodequimica

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Centro de Ciéncias Matematicas e da Natureza
Instituto de Quimica

Investigacao da funcao da proteina Pdp3 no
metabolismo de Saccharomyces cerevisiae

Projeto Final de Curso
IQWX01

Orientadora: Profa Elis Cristina Araujo Eleuthério
Coorientadores —Prof® Anderson Pinheiro e Pds-graduanda do
PPGBg/IQ/UFRJ Germana Rona

- 2017-



Natélia Pinto de Almeida

Investigacdo da funcao da proteina Pdp3 no metabolismo
de Saccharomyces cerevisiae

Projeto final de curso submetido ao corpo
docente do Departamente de Bioquimica
do Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro como parte dos
requisitos necessarios para obtencao de
grau de Quimico com Atribuices
Tecnoldgicas.

Orientador: Elis Cristina Araujo Eleuthério
Coorientadores: Anderson de Sa
Pinheiro; Germana Breves Rona

Rio de Janeiro
2017



Investigacao da funcéo da proteina Pdp3 no metabolismo de
Saccharomyces cerevisiae

Natalia Pinto de Almeida

Projeto final de curso submetido ao corpo docente do Departamente de Bioquimica
do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro como parte dos
requisitos necessarios para obtencdo do grau de Quimico com AtribuicGes
Técnologicas.

Aprovado por:

Prof.2 Elis Cristina Araujo Eleuthério, D.Sc
Instituto de Quimica - UFRJ

Prof. Anderson Pinheiro, D.Sc
Instituto de Quimica - UFRJ

Germana Breves Rona, M.Sc
Instituto de Quimica — UFRJ

Prof. Marcos Dias Pereira, D.Sc
Instituto de Quimica — UFRJ

Prof.2 Tatiana Kelly da Silva Fidalgo, D.Sc
Faculdade de Odontologia - UERJ



A minha familia, Marcia Almeida, Ivan Almeida e Victor Almeida.



Aqgradecimentos

Gostaria de agradecer primeiramente aos meus pais, Marcia Pinto de Almeida e Ivan
Bulg&o de Almeida por todo carinho e apoio em todos os momentos da minha vida e
por fazer de tudo para que isso fosse possivel;

Ao meu irmao, por estar sempre do meu lado em todos os momentos e pela forca
para seguir em frente;

Aos meus avos, tios e primos pelo carinho recebido durante toda esse tempo;
Aos meus amigos pelo carinho de sempre;

Aos membros do Laboratério de Investigacdo de Fatores de Estresse (LIFE) pela
ajuda diaria, discussdes e companheirismo;

A professora Elis Eleuthério pela orientacéo neste trabalho e por acreditar no meu
pontencial;

Ao professor Anderson Pinheiro pela orientacdo e ensinamentos durante esse
periodo;

A Germana Rona, pela orientacéo, paciéncia, companheirismo;
Ao Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear, principalmente ao professor
Fabio Almeida, pela disponibilizacdo do laboratério e equipamentos para realizacédo

dos experimentos;

Ao Instituto de Quimica pelo conhecimento e oportunidades obtidos durante toda a
graduacéo, que me fizeram crescer profissinalmente e pessoalmente;

A Deus, pela forca e satde para atingir todos os meus objetivos.



RESUMO
PROJETO DE CURSO — IQWX01

TITULO: INVESTIGACAO DA FUNCAO DA PROTEINA PDP3 NO METABOLISMO DE
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ORIENTADOR: Elis Cristina Aradjo Eleuthério, DBQ — Instituto de Quimica — UFRJ
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Germana Breves Rona, PPGBq — Instituto de Quimica - UFRJ

Atualmente, o cancer é uma grande precupacao visto que a incidéncia dos diversos tipos
da doenca aumentam a cada ano. O cancer de mama é o tipo mais frequente e de maior
mortalidade entre as mulheres no mundo todo, com excegao do cancer de pele ndo melanoma.
A NSD3 € uma proteina encontrada superexpressa em 15% dos casos de cancer de mama. Esta
proteina tem papel importante no processo de transcricdo génica. A isoforma curta desta
proteina, obtida devido ao processo de splicing alterativo, NSD3c, possui um dominio PWWP
em sua estrutura, também presente na isoforma longa. Tanto a superexpressdo da NSD3I
guando da NSD3c leva uma célula saudavel a apresentar caracteristicas semelhantes a de
células tumorais. Assim como a NSD3c, a proteina Pdp3, encontrada em Saccharomyces
cerevisiae, possui apenas um dominio PWWP. As sequéncias dos dominios PWWP da Pdp3 e
da NSD3c apresentam 25% de identidade e, com isso, acredita-se que as funcdes dessas
proteinas possam ser semelhantes. J& foi mostrado que a superexpressao em levedura de NSD3c
assim como a de Pdp3 resulta em uma alteracdo de metabolismo, levando a célula a apresentar
um metabolismo menos oxidativo, caracteristica semelhante de células tumorais. Visto esta
alteracdo de fendtipo, este trabalho teve como objetivo observar a alteragéo do perfil metabdlico
causada pela superexpressdo da proteina Pdp3 em células de S. cerevisiae através da analise de
Metaboldmica por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Foram realizados 0s experimentos
de 1D *H RMN, 2D [*H-'H] TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) e 2D [*H-13C] HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence). Os metabdlitos foram extraidos com etanol, logo,
apenas 0s metabolitos polares foram analisados. A andlise estatistica foi realizada através da
Andlise de Componente Principal (PCA), Anélise Discriminante com Calibragdo Multivariada
por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) e Mudltiplo Teste T. Os resultados obtidos
mostraram que a superexpressdo de Pdp3 elevou a concentragdo intracelular de glicerol,
glutamato/glutamina, alanina, trealose e leucina/isoleucina/valina e reduziu a concentracdo de
acido gamma-aminobutirico, colina, succinato, arginina, ornitina e histidina. A partir da analise
das vias metabdlicas em que estes metabolitos estdo envolvidos e de informacGes obtidas da
literatura sobre caracteristicas de células tumorais, concluiu-se que a superexpressdo da
proteina Pdp3 produziu na levedura alteracbes metabdlicas como aumento na concentracdo de
glutamato/glutamina e alanina e diminui¢do dos niveis de arginina, que sdo semelhantes as
observadas em células tumorais. Experimentos realizados com a proteina NSD3c mostraram
gue a sua superexpressdo em S. cerevisiae resulta em uma alteracdo do perfil metabdlico
semelhante a observada neste trabalho, superexpressando a Pdp3. Estes resultados reforgcam a
ideia que S. cerevisiae é uma ferramenta muito Util na investigagdo dos mecanismos
moleculares relacionados ao cancer visto que a superexpressao da Pdp3 e NSD3c leva a célula
de S. cerevisiae a apresentar caracteristicas de células tumorais.
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1 Introducao

A proteina NSD3 é uma histona metil- transferase que tem como funcao
transferir de um a trés grupos metila para residuos de lisina em histonas, mantendo a
integridade do genoma. Esta proteina posssui importancia na manutencdo da
estrutura da cromatina e estd associada aos processos de transcricdo génica,
crescimento celular, apoptose e diferenciacdo (ALBERT; HELIN, 2010; MORISHITA;
DI LUCCIO, 2011; ZHOU et al., 2010). Diversas histona metil-transferases séo
superexpressas em ceélulas tumorais e sdo uma grande fonte de estudo para o
desenvolvimento de novos tratamentos para a doenca (MORISHITA; DI LUCCIO,
2011). Ha trés isoformas da proteina NSD3 devido ao processo de splicing alternativo,
longa(l), curta (c) e WHISTLE (WHSC1-like 1 isoform 9 with methyltransferase activity
to lysine), que se diferenciam pela composicdo de aminoacidos e dominios. A
superexpressdao de NSD3l e NSD3c tem a capacidade de transformar uma célula
saudavel em uma célula com caracteristicas tumorais. A NSD3c possui um dominio
PWWP, que também esté presente na isoforma longa (YANG et al., 2010; ZHOU et
al., 2010). Este dominio PWWP esta presente em proteinas que se associam a
cromatina e estdo relacionadas aos processos de divisdo celular, crescimento e
diferenciacdo (HUNG et al., 2015).

A proteina Pdp3 estd presente em Saccharomyces cerevisiae e possui um
anico dominio PWWP. Esta proteina encontra-se associada ao complexo NuA3b, uma
histona acetil-transferase, que possuiu a proteina Sas3 responsavel por esta
atividade. Este complexo se liga a histona 3 trimetilada no residuo de lisina 36
(H3K36me3) através do dominio PWWP presente na Pdp3. A metilacdo da H3K36 é
realizada pela proteina Set2 (GILBERT et al., 2014).

Os dominios PWWP da Pdp3 e da NSD3c apresentam 25% de identidade de
sequéncia e acredita-se que as funcbes dessas proteinas possam ser semelhantes.
Rona e colaboradores (2016) mostraram que a superexpressao da proteina Pdp3 em
levedura resultou em uma alteracdo de metabolismo, levando a célula a apresentar
um metabolismo menos respiratorio, caracteristica semelhante de células tumorais.
Esta mesma alteracdo de fenotipo também foi observada ao superexpressar a
proteina humana NSD3c em levedura (RONA et al., 2016). Com isso, € interessante

saber quais alteracbes metabolicas sdo causadas pela superexpressdo destas
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proteinas e se essas alteragdes estdo relacionadas com o metabolismo de células

tumorais.



15

2 Objetivo

Objetivo geral
Avaliar a alteracdo do perfil metabolébmico de Saccharomyces cerevisiae em

resposta a superexpressao da proteina Pdp3, por meio da técnica de RMN.

Objetivos especificos
v ldentificacdo e comparacgédo de intensidades dos picos dos metabdlitos que
apresentam alteragdo em sua concentracao intracelular em resposta a
superexpresséao de Pdp3.
v' Andlise das possiveis vias metabdlicas afetadas e relacao destas com o

metabolismo caracteristico de células tumorais.
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3 Reviséao Bibliografica

3.1 Modificacdes pos-traducionais e Epigenética

Em células eucaritticas, a cromatina é constituida de fibras contendo proteinas,
DNA e uma pequena quantidade de RNA. O nucleossomo constitui a unidade
fundamental da cromatina. Este é constituido de um octadmero de histonas formado
por duas copias dos heterodimeros de H3, H4, H2A e H2B, ao qual o DNA encontra-
se associado (ALBERT; HELIN, 2010; GILBERT et al., 2014; NELSON; COX, 2011).
A estrutura da cromatina possui papel importante na manutencao da integridade do
genoma e na regulacdo de processos como replicacéo, reparo do DNA e transcricao
(ALBERT; HELIN, 2010).

Epigenética é definida como o conjunto de altera¢des hereditarias na expressao
génica sem que hajam alteracbes na sequéncia nucleotidica do genoma. Essas
modificacdes incluem metilacdo do DNA e modificacbes pds-traducionais covalentes
em histonas, como: acetilacdo, metilacdo, fosforilagdo e ubiquitinacdo (YUN et al.,
2012). Assim como os eventos de mutacdo genética, modificacdes epigenéticas
podem causar anormalidades no padrdo de expressdo g@énica. Entretanto,
diferentemente de mutacdes, alteracdes epigenéticas sado reversiveis, podendo ser
alvo de estudos para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra patologias,
como o cancer (ALBERT; HELIN, 2010).

As histonas podem ser modificadas a partir de reacdes em determinados
aminodacidos, alterando sua estrutura e, por conseguinte, da cromatina (NELSON;
COX, 2011). As modificacbes poOs-traducionais em histonas regulam o grau de
compactacdo da cromatina e atuam como sitios de ligacdo para proteinas
regulatérias. (ALBERT; HELIN, 2010). Essas alteragcbes quimicas modificam a
interagc&o entre DNA e histonas, aumentando ou diminuindo a acessibilidade ao DNA
gendmico (BOWMAN; POIRIER, 2015).

As caudas das histonas estéo localizadas na regiao aminoterminal de histonas
e sao as regides que mais sofrem modificacbes poés-traducionais. Essa regido
desempenha papel importante na regulagéo da compactagéo da cromatina, visto que
a remocao das caudas de histonas impede o seu enovelamento. A compactacao esta
fortemente relacionada com o processo de transcri¢cao, pois estudos ja mostraram que

a hiperacetilagdo das caudas de histonas interrompem o enovelamento do



17

nucleossomo e promovem aumento na transcricdo. Além do processo de transcri¢ao,
as modificagbes em caudas de histonas tém grande influéncia nos processos de
reparo e replicacdo do DNA (BOWMAN; POIRIER, 2015).

Tanto a iniciacdo do cancer como 0 sua progressao sdo causados por
alteracdes genéticas e epigenéticas que podem ativar oncogenes ou inativar genes
supressores de tumor. Essas alteracdes podem afetar o estado metabdlico da célula,
regulando a expressao de enzimas e entdo, causando a alteracdo no metabolismo
observada em células tumorais. Da mesma forma, a alteracdo no metabolismo
também pode afetar o estado epigenético alterando a expressao de oncogenes e
genes supressores de tumor (YUN et al., 2012).

3.2 Dominio PWWP

O dominio PWWP é um maédulo estrutural que apresenta o motivo de sequéncia
Pro-Trp-Trp-Pro (Prolina- Triptofano- Triptofano- Prolina), no qual apenas o terceiro e
quarto residuos de triptofano e prolina, respectivamente, sdo conservados (HUNG et
al., 2015). Foi primeiramente identificado na proteina WHSC1 (Wolf-Hirschhorn
syndrome candidate 1) e acreditava-se que era responsavel pelas interagdes proteina-
proteina e proteina-DNA (WANG; HU, 2013). A funcéo biolégica do dominio PWWP
ainda néo foi estabelecida (HUNG et al., 2015).

Sabe-se que o genoma humano codifica mais de 20 proteinas contendo
dominios PWWP. A grande maioria destas proteinas apresenta funcfes associadas a
cromatina (QIN; MIN, 2014). O dominio PWWP é composto por uma sequéncia de
100-150 aminoé&cidos (HUNG et al., 2015). A porcdo amino-terminal € composta por
uma estrutura em B-barril, enquanto a porcao carboxi-terminal é formada por um feixe
de a-hélices (RONA; ELEUTHERIO; PINHEIRO, 2016). E frequentemente encontrado
em proteinas de eucariotos, tanto de organismos unicelulares quanto de humanos,
gue estéo relacionadas aos processos de diviséo celular, crescimento e diferenciacao
(HUNG et al.,, 2015; QIN; MIN, 2014). Essas proteinas também possuem outros
dominios que interagem com a cromatina, como: cromo, bromo, PHD e SET. E muito
importante a cooperacao entre esses dominios para a modificacdo e leitura dos sinais
da cromatina (GE et al., 2004).

O dominio PWWP pertence a familia “Royal Superfamily”, da qual também

fazem parte os dominios cromo, tudor e tumor maligno cerebral, que estdo presentes
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em proteinas que tém como fung¢do modificar histonas, sendo o dominio PWWP capaz
de reconhecer histonas metiladas (WANG; HU, 2013; YANG et al., 2010). Também &
conhecido por ser um modulo ndo-especifico de ligacdo ao DNA, pois possui uma
superficie de interacdo com DNA que apresenta caracteristicas eletrostaticas basicas
(WANG; HU, 2013). A primeira estrutura determinada de dominio PWWP foi da DNA
metiltransferase  DNMT3B e sua andlise revelou uma superficie carregada
positivamente, sugerindo que este dominio possui um papel importante na ligacdo ao
DNA, o que foi confirmado in vitro (HUNG et al., 2015; QIN; MIN, 2014).

Estudos mostraram que peptideos de histonas metiladas se ligam a uma
cavidade hidrofébica altamente conservada presente na superficie do dominio
PWWP. Esta cavidade é formada por trés residuos aromaticos: o terceiro residuo do
motivo PWWP (triptofano), o residuo que precede o motivo e outros residuos
aromaticos (Fenilanalina/Triptofano/Histidina) da estrutura em B-barril (HUNG et al.,
2015). A maioria dos dominios PWWP possui esta cavidade hidrofobica conservada,
gue é capaz de se ligar a histonas metiladas. Porém existem excecdes, como por
exemplo os dominios das proteinas RBBP1, RBBP1L1, MBD5 e NSD1 (N-terminal),
que possuem esta cavidade hidrofébica incompleta (QIN; MIN, 2014). O mecanismo
de ligacdo a cromatina ocorre devido a presenca dos dois sitios de ligacdo, na qual a
cavidade hidrofébica se liga ao residuo de histona metilado e a superficie carregada
positivamente interage com o acido nucléico (HUNG et al., 2015).

A maioria dos dominios PWWP reconhecem especificamente H3K36me3,
presente na regido codificante de genes ativos, sendo este dominio um leitor
especifico de H3K36me3. Uma excessao € a proteina Pdpl que se liga a H4K20me3,
uma marca registrada das regiées heterocromaticas silenciadas (QIN; MIN, 2014;
RONA; ELEUTHERIO; PINHEIRO, 2016). Proteinas humanas que possuem o
dominio PWWP que se ligam a H3K36me3 estdo envolvidas na regulacdo da
transcrigdo, metilagcdo do DNA e splicing alternativo (GILBERT et al., 2014).

3.3 Proteina Pdp3
A Pdp3 (PWWP domain protein in NuA3) é uma proteina encontrada em
Saccharomyces cerevisiae e possui apenas um dominio PWWP. Pouco se sabe sobre
a funcéo desta proteina. Sabe-se que Pdp3 esta associada com as proteinas Yng1l,

Ntol e Sas3 no complexo HAT NuA3 (histona acetil-transferase). A proteina Sas3
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possui um dominio HAT que tem como fungdo acetilar residuos de lisinas na
extremidade amino-terminal de histonas. Devido a semelhancgas estruturais entre o
dominio PWWP de Pdp3 e o de outras proteinas ja estudadas, além da semelhanca
entre os complexos HAT humanos e de leveduras, concluiu-se que Pdp3 se liga
preferencialmente a H3K36me3. A tri-metilacdo de H3K36 é realizada pela proteina
Set2 na levedura. Acredita-se que o complexo NUA3 possua duas formas funcionais
diferentes, NuA3a e NuA3b. A proteina Pdp3 esta associada ao complexo NuA3b e
faz com que este complexo se ligue a H3K36me3 através do seu dominio PWWP,
estando envolvida no processo de prolongamento da transcricdo (GILBERT et al.,
2014).

De acordo com estudos realizados no nosso grupo, a fim de se obter um melhor
entendimento sobre a funcdo de Pdp3 em S. cerevisiae, a superexpressao desta
proteina levou a célula a apresentar um metabolismo menos oxidativo, sendo
osbervado um aumento da taxa de crescimento e diminuicdo do consumo de oxigénio.
Observou-se também uma diminui¢cdo da tolerancia ao estresse oxidativo, que esta
associada a diminuicdo do metabolismo oxidativo e consequente reducdo do

mecanismo de defesa da célula (RONA et al., 2016).

3.4 Histona metil-transferases e a NSD3

As histonas metil-transferases (HMTases) sdao enzimas que catalisam a
transferéncia de um, dois ou trés grupos metila para residuos de lisina em histonas,
preferencialmente nas histonas H3 e H4 (ALBERT; HELIN, 2010; LIU et al., 2015). A
metilacdo de residuos de lisina tem a funcdo de manter a integridade do genoma e a
identidade celular (ALBERT; HELIN, 2010), podendo ter tanto funcao ativadora como
repressora da transcricdo génica (MORISHITA; DI LUCCIO, 2011). Muitas HMTases
sdo encontradas superexpressas em tecidos tumorais. A reveresdo dos niveis de
expressdo dessas enzimas ou inibicdo da sua atividade podem levar a supressao do
crescimento do cancer. O desenvolvimento de inibidores de HMTases parece ser uma
estratégia de tratamento eficiente contra diversos tipos de cancer. A familia NSD tem
sido o foco no desenho racional de drogas para um grande numero de canceres
utilizando inibidores de HMTases seletivos (MORISHITA; DI LUCCIO, 2011). Alguns
inibidores de histona metil-transferases ja foram desenvolvidos como Chaetocin, Bix-

01294 e Bix-01338, por exemplo (Figura 1). J& foi mostrado que o Bix-01294 inibe a
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enzima G9a/EHMT2 (Euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2), encontrada
em altas concentracdes em pacientes com cancer; o Chaetocin inibe a histona metil-
transferase Su(var)3-9 e sabe-se que o Bix-01338 inibe tanto lisina e arginina metil-
transferases (SPANNHOFF; SIPPL; JUNG, 2009).
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Figura 1: Inibidores de histona metil-transferases (SPANNHOFF; SIPPL; JUNG, 2009).

A familia NSD é composta por trés enzimas: NSD1, NSD2/MMSET/WHSC1 e
NSD3/WHSC1L1. Essas proteinas sao produtos de oncogenes altamente expressos
em diversas condi¢Bes patoldgicas. A superexpressdo da NSD1 foi observada em
casos de cancer de pulmdo, neuroblastoma e mieloma multiplo. A NSD2 esta
associada a mieloma multiplo e cancer de prostata. NSD3 € superexpressa em cancer
de mama, bexiga, pulmé&o e rim. Porém, seus mecanismos de agdo ndo sao muito
bem conhecidos (MORISHITA et al., 2014).
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A proteina NSD3 est4 associada a carcinomas de pulmdo e mama, 0 que
mostra a importancia do papel desta proteina no controle do crescimento celular e
diferenciacdo (ZHOU et al., 2010). O gene WHSC1L1 esta localizado na regido
cromossOmica 8pll-12, que é frequentemente amplificada em casos de cancer de
mama e pulmao. Em contrapartida, o silenciamento deste gene inibe a proliferacéo de
células tumorais (SHEN et al., 2015; YANG et al., 2010). Foram identificadas duas
isoformas de NSD3, uma longa e outra curta, produzidas através de splicing
alternativo do éxon 10. A superexpressdo de ambas as isoformas € capaz de
transformar uma célula saudavel em uma célula com caracteristicas tumorais. A
isoforma longa possui 1437 aminoacidos e contém dois dominios PWWP (prolina-
triptofano-triptofano-prolina), cinco dominios PHD (plant homeodomain), um C5HCH
(Cys-His-rich domain), um SAC (suppressor of actin domain) e um SET (Su(var)3-9,
Enhancer-of-zeste and Trithorax domain), que é responsavel pela atividade catalitica
da enzima. A isoforma curta possui apenas o primeiro dominio PWWP da NSD3l|
(Figura 2). Ambas as isoformas de NSD3 apresentam localizacédo nuclear (YANG et
al., 2010).
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Figura 2: Esquema simplificado apresentando a disposicdo dos dominios presentes nas
proteinas da familia NSD (Figura adaptada de Yan Li, et al. J. Biol. Chem. 2009).

Assim como a Pdp3, a proteina humana NDS3c possui apenas um dominio

PWWP em sua estrutura. Portanto, é possivel que seus mecanismos de agédo sejam
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semelhantes. Rona e colaboradores (2016) avaliaram o efeito da superexpressao de
NSD3c em células de S. cerevisiae e a alteracdo de metabolismo observado nos
experimentos com Pdp3 também foi observada com a NSD3c, reforcando a hipotese

de que essas proteinas possam ter funcdes semelhantes (RONA et al., 2016).

35 Cancer

Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA), cancer é o nome geral dado a
um conjunto de mais de 100 doencas que apresentam crescimento desordenado de
células podendo se espalhar por outras regiées do corpo, invadindo tecidos e 6rgaos
vizinhos. Diversos tipos de cancer ja foram descritos e subtipos de tumores podem
ser encontrados em orgdos especificos, o que torna o tratamento desta doenca um
grande desafio (MEDINA; RIVERA, 2010).

De acordo com uma pesquisa mundial de 2012 realizada pelo projeto Globocan
da IARC (International Agency for Research on Cancer), foram estimados 14 milhdes
de novos casos e 8 milhdes de Obitos pela doenca, sendo 0s paises em
desenvolvimento os que apresentam maior incidéncia da doenca (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016). Estes dados
reforcam o fato de que o cancer é uma das grandes preocupacdes na area da saude
atualmente. Os trés tipos de cancer mais frequentes em homens, com excecao do
cancer de pele ndo melanoma, sédo cancer de pulmao, préstata e intestino. No caso
das mulhers sdo o de mama, intestino e pulméao. O projeto Globocan estimou, para a
regido da America Latina em 2012, a ocorréncia de 1,1 milhdes de novos casos, sendo
o cancer de mama e prostata os mais frenquentes em mulheres e homens,
respectivamente. Estima-se que no Brasil, entre 2016 e 2017, ocorram 600 mil novos
casos, sendo o cancer de mama e prostata os mais frequentes entre mulheres e
homens, rspectivamente (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2016).

O céancer de mama tem como fatores de risco o envelhecimento, tendo um
aumento da taxa de incidéncia até os 50 anos, histérico familiar e a vida reprodutiva
da mulher como, por exemplo, 0 uso de anticoncepcionais, terapia de reposicao
hormonal e idade da primeira gestacdo (ALBERT; HELIN, 2010; INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016). Este tipo de

cancer € considerado uma doenca heterogénea e estudos ja mostraram que existem
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mais de 20 subtipos diferentes da doenca (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016).

Uma das principais caracteristicas do cancer é a alteracdo no padréo da
expressao génica que podem ser causadas por mutacdes genéticas e modificacdes
epigenéticas. Essa alteracdo no padréo de expressao génica pode levar a ativagédo de
oncogenes ou a perda de funcédo de genes supressores de tumor(ALBERT; HELIN,
2010). Um mecanismo responsavel pela ativacdo de oncogenes é a amplificacédo de
uma regido cromossomal que resulta na superexpressao de genes e das proteinas
codificadas por estes (YANG et al., 2010). Outro evento importante durante o
desenvolvimento tumoral é a desregulacdo do metabolismo celular e estudos nesta
area estdo sendo realizados para a investigacdo de novas estratégias terapéuticas
contra a doenca (DELAGE et al., 2010).

3.6 Metabolémica

O metabolismo celular é responsavel pela manutencéo de diversos processos
essenciais como crescimento celular, proliferacdo, diferenciacdo e resisténcia ao
estresse que ocorrem através de uma rede de reagbes bioquimicas altamente
coordenadas capazes de satisfazer as exigéncias biossintéticas, energéticas e redox
de forma balanceada (DUBUIS et al., 2016). Isso € possivel devido a presenca de
receptores, um sistema de sinalizacdo e aos préprios metabdlitos que podem agir
como sinais e regular, por exemplo, mecanismos epigenéticos e modificacdes pos-
traducionais (DUBUIS et al., 2016; JOHNSON; IVANISEVIC; SIUZDAK, 2016). Os
metabdlitos podem causar modificacbes no ambiente em que sdo produzidos, logo,
qualquer alteracdo incomum no fluxo metabdlico pode causar consequéncias para o
organismo. Estes possuem diversas fun¢des no organismo e por isso é necessario ter
um melhor entendimento sobre suas funcdes fisioldgicas (DUBUIS et al., 2016)-

Metabolémica € uma area de conhecimento que tem como objetivo estudar o
perfil metabdlico de um determinado organismo, sua atividade e estado celular a partir
da analise da alterac&o dos niveis intracelulares de metabdlitos (AIROLDI et al., 2015;
LIU; LOCASALE, 2017). A metabolémica tem sido utilizada como uma ferramenta
complementar a prote6mica, transcriptbmica e gendmica (AIROLDI et al., 2015;
EUCEDA; GISKE@DEGARD; BATHEN, 2015).



24

O método identifica metabodlitos de massas moleculares de 80-1.200 Da,
incluindo hexoses, aminoé&cidos, dipeptideos, lipidios e acidos organicos. Podem ser
detectados metabdlitos enddgenos e exdgenos, e o0 estudo de cada tipo dependera
do objetivo principal da pesquisa (HOCHER; ADAMSKI, 2017). Diversos tipos de
amostras podem ser analisadas incluindo tecidos, biofluidos e células. A partir deste
método, pode-se entender melhor as fun¢bes de determinados metabdlitos, sua
influéncia dentro da rede metabdlica, e entdo correlaciona-los com fendtipos de
interesse para o estudo, observando por exemplo, altera¢cées em suas concentracées
(MULLEDER et al., 2016).

Alteracdes metabdlicas tém um papel importante no cancer, em infeccbes
patogénicas, restricdo calérica e também no processo de envelhecimento
(MULLEDER et al., 2016). Com isso, a metabolémica é importante para um melhor
entendimento dos processos envolvidos nesses casos. Um dos objetivos é identificar
biomarcadores que podem se tornar alvo de medicamentos para o tratamento de
diversas doencas (JOHNSON; IVANISEVIC; SIUZDAK, 2016).

Um exemplo de aplicacdo € em estudos utilizando amostras de plasma e urina
de pacientes em diferentes estdgios da doenca renal crénica (Chronic Kidney
Disease-CKD) que estéo sendo realizados com objetivo de determinar biomarcadores
para a doenca. Resultados importantes foram obtidos e novos biomarcadores foram
determinados como acilcarnitinas, glicerolipidios, dimetilargininas e metabdlitos dos
ciclos da uréia, acido citrico e do triptofano (HOCHER; ADAMSKI, 2017). No caso do
cancer, alteracbes metabdlicas sdo observados em tumores sélidos como um
aumento no consumo de glicose e na producédo de lactato e uma dependéncia em
determinados nutrientes. Essas alteracbes causam um aumento na atividade
fisiolégica e na capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais (DUBUIS et al.,
2016).

As técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectrometria de
massa (MS) sdo comumente utilizadas nos estudos de metabolémica. A técnica de
RMN detecta as caracteristicas moleculares medindo uma propriedade magnética
intrinseca do nucleo atbmico, conhecida como spin. Assim, € possivel obter
informagdes acerca do ambiente quimico e da estrutura molecular (LIU; LOCASALE,
2017). E uma técnica ndo destrutiva utilizada na elucidacdo da estrutura e

conformac&o de moléculas em estado liquido ou solido. E possivel obter informagées
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altamente detalhadas sobre estrutura, assim como informagOes sobre dinamica
molecular, determinando coeficientes de difusdo rotacional e translacional e
movimentacao interna da molécula (FAN; LANE, 2011; MAHROUS; FARAG, 2015).
Uma das grandes vantagens da RMN ¢é a capacidade de identificacdo de compostos
desconhecidos em uma mistura complexa (MAHROUS; FARAG, 2015). A RMN tem
sido aplicada a identificacdo de moléculas pequenas oriundas do metabolismo de
células vivas bem como ao estudo da conformacdo de macromoléculas como
proteinas, DNA, RNA, carboidratos (LI et al., 2017).

Na espectrometria de massa (MS), as moléculas presentes na amostra sao
ionizadas e volatilizadas através da acdo de uma fonte de ions. Em seguida, os ions
gerados sdo acelerados para um analizador de massa onde sédo detectados de acordo
com sua relagdo massa-carga (m/z) (EUCEDA; GISKE@DEGARD; BATHEN, 2015).
E comum acoplar o espectrdmetro de massa a um cromatografo para aumentar a
resolucdo da técnica (HOCHER; ADAMSKI, 2017). A MS possui vantagens como
maior sensibilidade e capacidade de quantificar um maior nimero de moléculas em
uma amostra biolégica complexa (LIU; LOCASALE, 2017). Porém, sédo obtidas mais
informacdes sobre a estrutura quimica dos metabdlitos, facilitando sua elucidacéo,
utiizando a RMN. Outra vantagem da técnica de RMN estd na preparacao de
amostras de fluidos biolégicos e tecidos, pois 0 processo é simples e ndo requer um
logo periodo de tempo para realiza-lo (EUCEDA; GISKE@GDEGARD; BATHEN, 2015).

As duas técnicas sdo capazes de gerar 6timos resultados para pesquisa e a
escolha podera depender do objetivo do trabalho. E possivel que as duas técnicas
sejam utilizadas para a mesma amostra fazendo com que mais informagfes possam
ser obtidas (HOCHER; ADAMSKI, 2017).

3.7 Saccharomyces cerevisiae
A levedura Saccharomyces cerevisiae foi 0 primeiro organismo eucariético a ter
seu genoma completamente sequenciado, apresentando aproximadamente 6.000
ORFs (open reading frames) que codificam proteinas com mais de 100 residuos de
aminoacidos (BJORNSTI, 2002). E um organismo muito utilizado como modelo para
o melhor entendimento de processos e vias celulares que sao dificeis de se estudar

em eucariotos superiores, como controle do ciclo celular, reparo do DNA,
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envelhecimento, expressédo génica, autofagia e vias associadas a diversas doencgas
humanas (BJORNSTI, 2002; MATUO et al., 2012).

Esta levedura tem como principais caracteristicas a genética simples, rapida
taxa de crescimento, um mecanismo de ciclo celular e vias metabdlicas altamente
conservados, facil manipulacdo e cultivo barato (BJORNSTI, 2002; MATUO et al.,
2012). Diversos vetores de DNA estdo disponiveis e podem ser mantidos como
plasmideos epissomais, sendo possivel a expressao de proteinas humanas e o estudo
de mutacbes e suas consequéncias fenotipicas. A possibilidade de se realizar
recombinacdo homadloga também € muito interessante, pois permite a insercédo de
uma sequéncia de DNA em locais especificos do genoma da levedura (BJORNSTI,
2002; TOSATO et al., 2012).

Diversos genes de levedura apresentam ortélogos humanos e muitos deles
estdo relacionados com doencas humanas. Com isso, a S. cerevisiae vem sendo
muito utilizada como modelo de estudo para elucidar os mecanismos moleculares de
doencas como diabetes, doenc¢as neurodegenerativas e cancer (MATUO et al., 2012).

No caso do cancer, este modelo permite o estudo de -caracteristicas
importantes do desenvolvimento da doenga, como instabilidade do cromossomo e
genes envolvidos na suceptibilidade da doenca (MATUO et al., 2012). Uma grande
vantagem apresentada pela S. cerevisiae para o estudo desta doenca € a sua
capacidade de reproduzir caracterisicas do Efeito Warburg observadas em células
tumorais (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011).

Em 1956, Warburg mostrou que células de céancer consomem glicose e
produzem &cido latico mesmo na presenca de oxigénio, sendo a fermentacdo a
principal forma de obtencdo de energia da célula (WARBURG, 1956). Este processo
€ conhecido como o efeito Warburg. Warburg acreditava que a preferéncia da célula
pela producdo de energia através da glicolise aerdbica ocorria devido a danos na
mitocondria (UPADHYAY et al., 2013). Muitos estudos validam a hipétese de Warburg,
pois ja foram descobertas mutacdes no DNA nuclear e mitocondrial em genes
condificantes de proteinas envolvidas na respiracdo. O efeito Warburg foi observado
na maioria das células de céncer e se tornou uma marca registada da doenca. Além
deste efeito, essas células possuem outras caracteristicas em comum, como: sinais

de crescimento persistentes, evasdo da apoptose, insensibilidade a sinais anti-
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crescimento, potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasdo e metastase (TRAN
et al., 2016).

O efeito Warburg foi proposto por ser um mecanismo de adaptacdo para
satisfazer as necessidades biossintéticas de proliferacdo descontrolada (LIBERTI et
al., 2017). Acredita-se que o efeito pode conferir vantagens no crescimento de células
tumorais, produzindo ATP mais rapidamente, aminoacidos, acidos nucléicos e lipidios,
essenciais para a proliferacdo celular e também promovendo um ambiente acido
prejudicial as células normais, mas nao as tumorais (TRAN et al., 2016). Ainda nao
foram esclarecidas as vias e fatores principais que levam ao fenétipo tumoral, mas
diversos mecanismos foram propostos com base nas mudancas epigenéticas em
proto-oncogenes e genes supressores de tumor no processo de carcinogénese. Estes
mecanismos estdo associados as alteracfes na mitocéndria e defeitos na fosforilacdo
oxidativa; alteracbes no metaboloma e nos fluxos metabdlicos; mudanca da
respiracdo oxidativa mitocondrial para glicolise induzida pela hipoxia e a regulagéo
coordenada de proteinas que controlam o fluxo glicolitico (TRAN et al., 2016).

E possivel reproduzir as caracteristicas do Efeito Warburg pois a S. cerevisiae
apresenta um efeito semelhante, conhecido como repressédo catabdlica, no qual a
levedura utiliza fermentacdo como a via metabdlica principal quando a concentracédo
de glicose no meio é alta e o metabolismo oxidativo passa a predominar quando os
niveis de glicose sdo reduzidos (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011). O
metabolismo respiratério da S. cerevisiae pode ser induzido ou reprimido facilmente
quando a fonte de carbono ¢é alterada (TOSATO et al., 2012).

Assim como células tumorais, a levedura apresenta um aumento na expressao
de enzimas chave da via glicolitica, em resposta a presenca de glicose, e diminuicédo
na atividade e expressao de enzimas que participam do metabolismo oxidativo (DIAZ-
RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011). A expressao de outros genes também sao afetados
como os envolvidos na utilizagdo de outras fontes de carbono e na gliconeogénese
(CARLSON, 1999). Durante a Repressédo Catabdlica e o Efeito Warburg, ha uma
diminuicdo de expresséo das enzimas do ciclo do &cido citrico, resultando em um mau
funcionamento deste ciclo. Observa-se uma diminuicdo das atividades das enzimas
aconitase, isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase, assim como das
atividades dos complexos Il e IV (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011). Apesar de



28

o Efeito Warburg e a Repressdo Catabdlica apresentarem diversas semelhancas, o
efeito observado em leveduras é reversivel, enquanto o Efeito Warburg é irreversivel.

Com isso, a S. cerevisiae passa a ser um dos modelos mais utilizados
atualmente para o estudo da patologia da doenca e investigacédo de determinantes da

sensibilidade ou resisténcia a drogas anticancer (MATUO et al., 2012).



29

4 Metodologia

4.1 Microrganismo S. cerevisiae
Neste estudo foram utilizadas uma cepa controle (WT) e uma cepa
superexpressando a proteina Pdp3 (Pdp3+). A cepa Pdp3+ foi construida a partir da
insercao do plasmideo pECUhI6 contendo a sequéncia da Pdp3. No caso da cepa WT
foi inserido o plasmideo sem a sequéncia da proteina de estudo. Na tabela abaixo
(Tabela 1) estdo descritas as especificacdes de cada cepa utilizada.

Tabela 1: EspeficicacOes das cepas WT e Pdp3+

Linhagem Genotipo de interesse Fenotipo Fonte

Pdp3* Isogénica da BY4741 | Superexpressdo | Rona e col,
(MATaleu2 his3ura3met |de PDP3 na| 2016
15) com pECUh6-CUP1- | presenca de Cu?*

PDP3, URA3
WT Isogénica da BY4741 com | Controle com | Rona e caol,
pECUh6-CUP1 plasmidio vazio | 2016

4.2 Cepas e Condicdes de Cultivo

O plasmideo pECUG é de multiplas cépias, com promotor CUP1 induzido pela
presenca de cobre (Cu?*). Possui marcador de resisténcia a ampicilina e uracila como
marcador nutricional (Figura 3).

As cepas foram estocadas em meio dropout sélido sem uracila (0,2% mistura
dropout sem uracila, 0,67% base nitrogenada sem aminoacido, 2% glicose, 2% &agar)
e 0s experimentos foram realizados em meio dropout liquido sem uracila (0,2%
mistura dropout em uracila, 0,67% base nitrogenada sem aminoacido, 4% glicerol) e
suplementado com sulfato de cobre 50 M com objetivo de induzir a superexpressao
da Pdp3. A fonte de carbono utilizada no meio foi glicerol, pois desejava-se que o

metabolismo das cepas fosse respiratério.
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Figura 3: Vetor plasmidial pPECUh6

4.3 Extrato Celular

Primeiramente, foram coletados um volume correspodente a 40 mg de células
por centrifugacéo a 4°C, 8000 rpm por 5 minutos. As células foram lavadas trés vezes
com o mesmo volume de agua destilada gelada. Por fim, foram transferidas para um
tubo falcon de 15 mL e imediatamente congeladas em uma temperatura de -80°C.

No dia seguinte, as células coletadas foram lavadas trés vezes com 10 ml de
agua destilada gelada e entéo, foram ressuspendidas em 3 mL de etanol 75%. A
suspensao, foram adicionados 2 mL de pérola de vidro e as células foram rompidas
por 12 ciclos de agitacdo violenta em vortex por 30 segundos, intercalados com 30
segundos no gelo. O extrato foi centrifugado a 4°C, 2000 x g por 5 minutos e 1,6 mL
do sobrenadante foram recolhidos em eppendorf. Por fim, o sobrenadante foi

submetido a evaporacdo a vacuo até secar utilizando speedvac Savant-Thermo.
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4.4 Preparo da amostra para analise por RMN

O extrato seco foi ressuspendido em 600uL de tampéo fosfato de sédio 20mM
pH 7,4 adicionado de D20 (10% v/v), contendo 0,1mM de DSS (acido 4,4-dimetil-4-
silapentano-1-sulfénico) como padrdo interno para deslocamento quimico e para
determinacao da intensidade relativa dos picos. A suspenssao foi agitada por 1 minuto
com o auxilio de um vortex e, em seguida, centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos. O

sobrenadante foi recolhido e transferido para um tubo de RMN.

4.5 Ressonancia Magnética Nuclear

A andlise de RMN foi realizada utilizando o espectrébmetro Bruker Avance llI-
500 MHz a 25°C. Com objetivo de eliminar sinais de macromoléculas (proteinas e
lipidios) foi utilizada a sequéncia de pulso CPMG (CarrPurcell- Meiboom-Gill),
possibilitando a obtencao de espectros com melhor resolugéo através de um filtro T2
(NAGANA GOWDA; RAFTERY, 2015). Os espectros 1D *H RMN foram adquiridos
utilizando 4 dummy scans e 1024 scans, largura espectral de 19.9947 ppm e um
tempo de aquisicdo de 3,28 segundos. O processamento e referenciamento dos
espectros foi feito utilizando o programa TOPSPIN 3.2 (Bruker-Biospin). Nesta etapa,
foi realizada a correcdo da linha de base e o ajuste de fase dos espectros. Para
referenciamento dos espectros foi utilizado o sinal do padrao interno DSS.

Para cada amostra, foram obtidos os espectros de 1D *H RMN utilizados para
comparacao de intensidades dos picos e analise estatistica. Os experimentos de 2D
[tH-1H] TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) e 2D [*H-13C] HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Coherence) foram realizados apenas para uma amostra de cada
grupo estudado. Os espectros obtidos foram utilizados no processo de identificacéo e
assinalamento juntamente com o auxilio da base de dados Biological Magnetic

Resonance Data Bank.

4.6 Analise Estatistica

Primeiramente, foi utilizado o programa AMIX (Bruker-Biospin) para obtencgao
das intensidades dos ressonancias relativas ao sinal do padrao interno DSS, utilizado
como referéncia de deslocamente quimico.

Este programa divide os espectros igualmente em pedacos chamados buckets.

Optou-se por dividir os espectros em intervalos de 0,03 ppm. As ressonancias
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contidas em cada um desses buckets sdo integradas e suas intensidades séo
calculadas. Para tal procedimento, foi considerada a regido do espectro entre 0.5-9.7
ppm. E necessario que algumas regides sejam excluidas pois podem trazer resultados
equivocados para o trabalho. Foram excluidas a regido contendo o sinal da agua (4,6-
4,9 ppm), pois sua grande intensidade promove distor¢des na linha base do espectro;
as regides contendo os sinais referentes ao etanol (1,15-1,18 e 3,64-3,66ppm), pois
estes apresentaram grande diferenca de intensidade nos espectros de um mesmo
grupo estudado, mostrando que, por ser o0 solvente utilizado na extracdo, a
quantificacdo do etanol ndo é precisa; e regides duvidosas que apresentaram muitas
divergéncias entre espectros do mesmo grupo (8,19-8,26ppm).

Obtidos os buckets e as intensidades relativas aos seus sinais, foi realizada a
analise estatistica dos resultados pela Analise dos Componentes Principais ou PCA
(Principal Component Analysis) e Analise Discriminante com Calibracdo Multivariada
por Minimos Quadrados Parciais ou PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant
Analysis) através da plataforma online Metaboanalyst 3.0. Os dados foram
normalizados pela soma das intensidades e foi utilizado Pareto scaling. A anélise de
PLS-DA foi validada por validacdo cruzada pelo método leave-one-out (LOOCV) no
Metaboanalyst 3.0. Foi realizado também a analise estatistica de Multiplo Teste T
utiizando o programa GraphPad Prism 6. Os resultados foram considerados
estatisticamente diferentes quando p<0,05.

Por fim, obtidos os buckets que apresentavam diferenca significativa, foi
possivel identificar e quantificar os metabdlitos. Neste estudo, foram destacados os
metabdlitos que foram anélisados sem ambiguidade.



5 Resultados e Discussao

5.1 Andlise do Perfil Metabdlico por 1D *H RMN
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Apods a andlise de RMN, um grupo de espectros de 1D *H foi obtido para cada

cepa. Inicialmente, foram escolhidos para estudo 0s espectros que apresentavam

menor diferenca entre si, com o0 objetivo de se obter grupos mais homogéneos,

facilitando a observacao das diferencgas entre as duas cepas. Para a cepa WT, foram

escolhidos 6 espectros homogéneos (Figura 4) e para a cepa Pdp3, 4 espectros
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(Figura 5).
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Figura 4: Grupo de espectros analisados para a cepa controle WT.
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Figura 5:Grupo de espectros analisados para a cepa Pdp3+.
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Para exemplificacdo da homogeneidade dos grupos, as figuras 6 e 7 mostram
a regido de 0,80-1,12ppm dos espectros de 1D *H RMN das cepas WT e Pdp3+,
respectivamente, e pode-se observar que, aparetemente, ndo ha grande diferenca nas
intensidade dos picos e no perfil de sinais de cada grupo estudado. Comparou-se
também os espectros das cepas WT e Pdp3+ e foram identificadas diferencas nas
intensidades de determinados picos (Figura 8), mostrando que as cepas WT e Pdp3+

apresentam diferenca entre seus perfis metabdlicos.
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[rel]

1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 [ppm]

Figura 6: Regido 0,80-1,12 ppm dos espectros de 1D 'H da cepa WT. Nesta figura estdo representados os espectros das 6 amostras da cepa WT,
deferenciados por cor.
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1.10 0.95 0.90 [ppm]

Figura 7: Regido 0,80-1,12 ppm dos espectros da cepa Pdp3+. Nesta figura estdo representados os espectros das 4 amostras da cepa Pdp3+,

deferenciados por cor.
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Figura 8: Regido 0,9-1,12 ppm dos espectros de 1D 'H respresentativos das cepas WT (linha vermelha) e Pdp3 (linha azul).
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5.2 Andlise estatistica por PCA e PLS-DA

Foi iniciado o processo de andlise estatistica para a confirmacdo de
homogeneidade entre espectros de uma mesma cepa e observacao de diferencas
estatiticas entre grupos estudados. A partir dos dados de intensidade obtidos pelo
programa AMIX, a analise estatistica de multiplas varidveis chamada Analise dos
Componentes Principais (PCA) (RINGNER, 2008) foi realizada utilizando a plataforma
online MetaboAnalyst 3.0 (XIA; WISHART, 2016). Foram obtidos graficos de PCA 2D
e 3D. Analisando os graficos, foi possivel confirmar a homogeneidade dos espectros
escolhidos para cada cepa e observar que ha uma diferenca estatistica entre os dois
grupos estudados, visto que observa-se uma separacdo dos grupos na analise de
PCA (Figuras 9 e 10).
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Figura 9: Grafico de PCA 2D comparando as cepas WT (ESFERAS VERMELHAS) e Pdp3+
(ESFERAS VERDES). As variancias de PC1 e PC2 sao de 79,1% e 13,1%, respectivamente. PC1-
Componente Principal 1: Direcdo na qual a variagdo dos dados é maxima; PC2 — Componente
Principal 2: Dire¢&o néo correlacionada com o PC1 na qual a variagdo dos dados é maxima.
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Figura 10: Grafico de PCA 3D comparando as cepas WT (ESFERAS VERMELHAS) e Pdp3+
(ESFERAS VERDES). As variancias de PC1, PC2 e PC3 sdo de 79,1%, 13,1% e 3,7%,
respectivamente. PC1- Componente Principal 1: Direcdo na qual a variagdo dos dados é maxima;
PC2- Componente Principal 2: Dire¢cdo nédo correlacionada com o PC1 na qual a variacdo de dados é
méaxima; PC3- Dire¢do ndo correlacionada com o PC1 e PC2 na qual a variagdo dos dados € maxima.
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Em seguida, foi realizada a analise de PLS-DA (XIA; WISHART, 2011) e foram
obtidos os graficos 2D e 3D (Figura 11 e 12). Assim como na andlise de PCA,
observou-se que os grupos estudados apresentam diferenca estatistica pois observa-
se uma separacao desses grupos nos graficos. A validacdo da andlise foi realizada
por validacdo cruzada pelo método leave-on-out obtendo-se os valores de acuracia,
R? e Q2 O valores de R? e Q? determinam a qualidade do ajuste e a habilidade
preditiva do modelo, respectivamente. Valores de R? e Q? préximos de 1 indicam uma
descricdo perfeita dos dados pelo modelo e perfeita previsibilidade (TRIBA et al.,
2015). A validagdo cruzada mostrou uma acuracia de 1, R? de 0,99976 e Q? de
0,96641 para 4 componentes. Logo, concluiu-se que este é um bom modelo.
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Figura 11: Gréfico de PLS-DA 2D comparando as cepas WT (ESFERAS VERMELHAS) e Pdp3+
(ESFERAS VERDES). Componetel: 78,9%; Componente 2: 12,5%.
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Figura 12: Grafico de PLS-DA 3D comparando as cepas WT (ESFERAS VERMELHAS) e
Pdp3+ (ESFERAS VERDES). Componetel: 78,9%; Componente 2: 12,5%; Componente3:
4,6%.
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5.3 Identificacdo dos metabdlitos estatisticamente diferentes

através da analise de Mdultiplo Test T e PLS-DA

Nesta etapa, foram utilizados os dados das intensidades de cada bucket para
uma analise estatistica de Mdultiplo Teste T com o objetivo de se obter os buckets que
apresentavam diferenca estatistica entre os dois grupos estudados. A partir desta lista
de buckets, foram identificados os metabdlitos que apresentavam diferenca estatistica
entre as cepas WT e Pdp3+, diferenciando aqueles que apresentavam aumento ou
diminuicado de concentracdo em relacédo a cepa controle WT.

A analise de PLS-DA também foi utilizada para identificacdo dos buckets
responsaveis pela diferenca estatistica atraves dos valores de vip score (Variable
Importance in Projection). Foram identificados os 15 buckets de maior valor de vip
score. Foi observado que, a partir da analise de Mdltiplo Test T, obteve-se uma lista
maior de buckets. Porém, os buckets identificados na analise de PLS-DA estdo
contidos nesta lista. A tabela 2 mostra os buckets que apresentaram diferenca
estatistica na analise de Multiplo Test T e PLS-DA e alteracdo dos niveis intracelulares
dos metabdlitos em resposta a superexpressao da proteina Pdp3 (aumento ou
diminuicao); seus respectivos deslocamentos quimicos; os coeficientes de regressao
(loading factors) de PLS-DA nos componentes 1, 2 e 3 e p-valor ajustado obtido pela
andlise de Mudltiplo Test T.

O grafico abaixo (Figura 13) mostra os metabdlitos identificados e quantificados
sem ambiguidade, e suas respectivas intensidades relativas ao padréao interno DSS.
Observa-se que, ao superexpressar a proteina Pdp3, houve um aumento nos niveis
de glicerol, glutamato/glutamina, alanina, trealose e leucina/isoleucina/valina; e uma
diminuicdo na concentracao de acido gama aminobutirico (GABA), colina, succinato,

arginina, ornitina e histidina.
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Figura 13: Gréafico de comparacao de intensidades relativas.
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estatistica pelas analises de Multiplo Teste T (1) e PLS-DA (2).

oH

Metabalito Status | (ppm) Compl |Comp?2 Comp3 p-valor

Pico

Ambiguo?l? ! 3,2 |-0.22575 |-0.0076619 |-0.18554 | <0.000001

Trealose!? 1 3,83 |0.30982 |-0.27873 -0.086437|<0.000001

Alaninal? 1 1,46 |0.15438 [0.16036 0.10578 [<0.000001

Trealose/

Glicerol/ 0

Alaninal? 3,77 10.25194 |0.027627 |0.072722 |<0.000001
0.003404

Glicerol*? ! 3,62 0.27514 (0.18228 1 <0.000001

Leucina/

Isoleucina/

Valina! 1 0,95 |0.085524 [0.12452 0.16643 [2E-06

Glicerol*? 1 3,56 |0.19552 1(0.2124 0.23057 [<0.000001

Trealose/

Glutamato/ 1

(}Iutaminal'2 3,74 10.15166 |-0.023392 |-0.095379[<0.000001

Acido

acético/ !

GABA?!?2 1,91 0.14964 |0.063183  |-0.092761|<0.000001

Trealosel? 1 3,8 10.21532 |-0.20654 -0.050828(<0.000001

Histidinal? J 7,07 0.12284 |-0.02251 -0.034601|<0.000001

Argininal? J 3,23 0.15619 |0.10166 -0.17217 |<0.000001

Pico

Ambiguo?!? ! 3,98 -0.12547 |-0.041892 |-0.051503<0.000001

Trealose! 1 3,47 10.12625 |-0.12303 0.080509 [<0.000001

Trealose! 1 5,18 [0.1261 |-0.13613 -0.032686(<0.000001

Histidina! ! 3,14 -0.112 -0.005293 |-0.022256 <0.000001
0.005633

Histidina! ! 7,85 |-0.072838-0.16456 6 3,4E-05

Trealose'? 1 3,86 [0.15451 |-0.20018 -0.10274 |<0.000001

Pico

Ambiguo? ! 1,95 |0.11576 |0.19126 -0.33117 [<0.000001

Trealosel? 1 3,44 (0.14146 |-0.12716  |-0.15487 |<0.000001

Histidina/

Serinat 1 3,95 0.10316 |-0.049506 |-0.071366[<0.000001

Pico

Ambiguo? 1 3,92 |-0.096871-0.062732 |-0.098051[1E-06

GABA?? 1 1,88 0.13699 |0.0033875 |-0.087687|<0.000001

Colinat ! 3,17 -0.088754(0.012977 |0.02059 [0,0066

GABA! ! 2,27 -0.09642 |0.11772 0.029515 |0,0001
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Tabela 2: Buckets e seus respectivos metabdlitos que apresentaram diferenca



Glutamato/

Glutaminat 2,12 |0.065484 [0.16436 0.013128 |0,01229
Pico

Ambiguo? 3,68 -0.10189 |-0.18566 0.24045 |<0.000001
Leucina/

Lisina 3,71 0.074128}-0.14956 0.020019 (1,7E-05
Glicerol/

Glicinatl 3,53 [0.088998 -0.054618 [0.12594 |0,00015
Ornitinatl 3,05 0.091421|0.0828 -0.037966|0,00107
Pico

Ambiguo? 3,89 -0.081661]-0.070484 [-0.091254|0,00293
Succinato? 2,39 [-0.090083(0.051535 |-0.02478 |0,00305
GABA/

Lisinal 2,99 [-0.085723/0.14555 0.037084 |0,00741
Argininal 1,64 |-0.080351-0.070299 |-0.054341(0,01049
Arginina/

Leucina/

Lisinel 1,73 -0.08405 [0.0061218 [-0.062778|0,01786
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Observagbes: Compl, 2 e 3: coeficientes de regresséo (loading factors) de PLS-DA nos componentes
1, 2 e 3. Status: aumento (1) ou diminuicdo (]) da concentracbes dos metabdlitos frente a
superexpressao da proteina Pdp3. p-valor: valor de p ajustado obtido no multiplo teste t, no qual foram
considerados estatisticamente diferentes os p-valores <0,05. 6H: deslocamento quimico do respectivo
bucket (ppm).
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A partir da observacao na alteracdo dos niveis dos metabolitos descritos acima,
iniciou-se o estudo de quais vias estariam sendo afetadas pela superexpressédo da
Pdp3, relacionando essas modificacBes com o fenotipo apresentado por essa cepa. A
seguir estdo descritas algumas vias metabdlicas associadas a estes metabdlitos e
suas respectivas relagdes com o desenvolvimento tumoral. O objetivo nesta etapa foi
tentar associar as alteragdes nos niveis intracelulares destes metabdlitos com dados
presentes na literatura e observar se a superexpressdo da proteina Pdp3 levou a

célula a apresentar um metabolismo caracteristico de células tumorais.
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54 Analise de Metabolismo Celular

5.4.1 Metabolismo de Glicerol, Trealose, Succinato e Histidina

Glicerol pode ser utilizado como fonte de carbono e energia por diversos tipos
de levedura (HIMMS-HAGEN, 1968). A utilizac&o de glicerol pela S. cerevisiae ocorre
através das enzimas glicerol quinase (Gutl) e glicerol-3-fosfato desidrogenase
mitocondrial (Gut2), estando a ultima localizada na superficie externa da membrana
mitocondrial interna. Essas duas enzimas responsaveis pela utilizacdo de glicerol
como fonte de carbono séo reguladas pela represséo catabdlica (NEVOIGT; STAHL,
1997). Primeiramente, o glicerol é fosforilado a glicerol-3-fostato (G3P) no citoplasma
pela acdo da enzima Gutl. Em seguida, este metabdlito é transportado para
mitocbndria, onde € oxidado a dihidroacetona fosfato pela enzima Gut2. O
dihidroacetona fosfato é transportado para o citoplasma e pode ser direcionado para
via glicolitica ou gliconeogénese (TURCOTTE et al., 2010). A enzima Gut2 é
dependende de FAD, logo, a segunda reacédo produz FADH2, que entra diretamente
na cadeia transportadora de elétrons (NEVOIGT; STAHL, 1997).

Além de ser utilizado como fonte de carbono, o glicerol é subproduto do
processo de fermentacdo da glicose (HIMMS-HAGEN, 1968). A producédo de glicerol
ocorre primeiramente devido a reducdo da dihidroacetona fosfato, oriunda da via
glicolitica, produzindo glicerol-3-fosfato pela enzima G3P desidrogenase citosolica
(ctGDP). A enzima glicerol 3-fosfatase (GPP) catalisa a desfosforilacdo do G3P em
glicerol. A producao de glicerol tem papel fundamental na manutencdo do balanco
redox citosolico. A enizma GPP tem sua atividade aumentada em preseca de glicose,
porém, a ctGDP é reprimida nessas condicfes. Acredita-se que um aumento da
atividade da enzima ctGDP durante crescimento em fontes de carbono néo
repressoras esta associado a uma necessidade de balanceamento dos niveis
intracelulares de G3P para sintese de gliceridios necessario para producdo de
membrana celular (NEVOIGT; STAHL, 1997). Na figura 14 estdo demontradas de
forma simplificada as vias de degradacéo e sintese do glicerol, e as vias alternativas

de utilizagdo de seus intermediarios.
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Figura 14: Integracao das vias de sintese e degradagéo do glicerol em S. cerevisiae.

Neste trabalho, foi observado um aumento na concentragao intracelular de
glicerol. Como foi reportado por Rona e cols. (2016), a superexpressao da Pdp3 leva
a célula a apresentar um metabolismo menos oxidativo. Como a utilizacdo de glicerol
como fonte de carbono esta diretamente relacionada ao metabolismo oxidativo, uma
reducdo deste metabolismo levaria a uma diminuicdo do fluxo de glicerol através da
sua via de degradacdo para producdo de energia, resultando em um acumulo
intracelular. E possivel também que a via de sintese de glicerol esteja mais ativa para
suportar a necessidade de sintese de trigliceridios para producdo de membrana
celular.

Trealose €& um dissacaridio presente em levedura e diversos outros
microrganismos utilizado como reserva de carbono e energia, como parte do
mecanismo de protecdo a diversas condigcbes de estresse. (GARRE et al., 2009;
PETITJEAN et al., 2015). Estudos realizados em células de S. cerevisiae mostraram
que este metabdlito confere tolerancia a diveros tipos de estresse como térmico,

oxidativo, osmotico, concentracédo de etanol, dentre outros, e sabe-se que a sintese
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de trealose é ativada em resposta ao estresse sofrido pela célula (ELEUTHERIO et
al., 2014). A tolerancia adquirida pela célula occorre devido a capacidade da trealose
de proteger a integridade da membrana através da interacdo com fosfolipidios, e por
preservar a conformacao nativa de proteinas (GARRE et al., 2009). Foi observado um
aumento na concentracao intracelular de trealose, e esta alteragcdo pode estar
relacionada a um possivel estresse causado na célula devido a superexpressao da
proteina Pdp3. Porém, ndo € possivel relacionar a alteracdo deste metabdlito com
células tumorais pois, células de mamiferos ndo possuem esta via de sintese em seu
metabolismo. Logo, essa alteragcdo envolve a regulacdo de vias que nao estao
presentes em células de mamiferos.

Foi observado também uma diminuicdo nos niveis intracelulares de succinato.
Este metabdlito € um intermediario importante do ciclo do &cido citrico sendo formado
a partir do succinil-CoA, através da enzima succinil-CoA sintase, e degradado pelo
complexo enzimético succinato desidrogenase, produzindo fumarato (JIANG; YAN,
2017). Este metabdlito também pode ser produzido através da via do GABA, que sera
comentada em seguida. O desenvolvimento tumoral esta relacionado com mutacdes
em diversas enzimas. Mutagbes nos genes codificantes da enzima succinato
desidrogenase, que também participa da cadeia respiratoria mitocondrial (complexo
II), estdo associadas a diversos tipos de cancer, resultando na acumulacédo deste
metabolito. Em condi¢Bes de fermentagdo, em células de S. cerevisiae, a succinato
desidrogenase tem sua expresséao reduzida (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011;
JIANG; YAN, 2017).

Em levedura, ha também a presenca do ciclo do glioxilato, que nao esta
presente em células de mamiferos. Este ciclo é constituido de 5 reacfes catalisadas
pelas enzimas isocitrato liase (Icll), malato sintase (MIsl), citrato sintase (Cit2),
aconitase(Acol) e malato desidrogenase (Mdh2). As trés reacdes catalisadas pelas
enzimas Mdh2, Acol, Cit2 deste ciclo estéo presentes também no ciclo do acido citrico
(Figura 15) (LEE et al., 2011). No ciclo do glioxilato, duas moléculas de acetil-CoA sao
convertidas em succinato (4 carbonos), que é direcionado para o ciclo do acido citrico
ou utilizado como precursor para sintese de aminoacidos. Este ciclo possibilita a
utilizacao de acidos graxos, etanol e acetato como fonte de carbono (KUNZE et al.,
2006). Portanto, além do ciclo do acido citrico, o succinato também pode ser produzido

pelo ciclo do glioxilato e com isso, ndo € possivel fazer uma comparagcdo com o
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metabolismo de células tumorais, visto que esta via pode ter uma influéncia na
alteracdo da concentracao intracelular de succinato e ndo esta presente em células

de mamiferos.
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Figura 15: Comparagéo das vias do ciclo TCA e do glioxilato.

Histidina € um aminoéacido proteinogénico e faz parte do grupo de aminoacidos
gue nao suportam o crescimento celular quando utilizados como fonte Unica de
nitrogénio (LJUNGDAHL; DAIGNAN-FORNIER, 2012). A via biosintética deste
aminoacido esta associada a via de sintese de nucleotideos, visto que o composto
precursor deste aminoacido é o 5-fosforibosil 1-pirofosfato, produzido a partir da
ribose-5-fosfato, um intermediario da via das pentoses (Figura 16). A via de sintese
de histidina é composta por dez reacfes enzimaticas e é conservada em todos os
organismos, incluindo Archea, bactéria gram-positiva, eucariotos inferiores e plantas.
O aminoécido glutamina é importante para esta via pois € utilizado como fonte de

nitrogénio em uma das etapas. O glutamato também é utilizado em uma reacédo de
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transaminacdo de um dos intermediarios de sintese (ALIFANO et al., 1996; KULIS-
HORN; PERSICKE; KALINOWSKI, 2014).

Piruvato

'
Glicose-B-fosfato

l

MNucleotideos +——— Ribose-5-fosfato

¥

S-fosforibosil 1-pirofosfato

v
Histidina

Figura 16: Esquema simplificado da via de sintese da histidina associado
a sintese de nucleotideos.

A histidina entdo produzida é utilizada na sintese de proteinas, porém este
aminoacido também é um precursor na producao de histamina. Este metabdlito é o
produto de descarboxilacdo do aminoéacido histidina através da enzima histidina
descarboxilase (HDC). Estudos mostram uma relacdo entre a histamina e os
processos de carcinogénese e proliferacdo tumoral (MEDINA et al., 1999). Acredita-
se que o crescimento tumoral e a atividade da enzima HDC estéo relacionados e ja
foi mostrado que esta enzima é encontrada superexpressa em diversos tipos de
cancer como leucemia, mama, estbmago e pulmdo. Porém ainda ndo se tem
evidéncias da relacdo entre a enzima HDC e a progressdo tumoral (MEDINA et al.,
1999). Células tumorais apresentam altos niveis de histamina enddgena, que pode
regular diversos processos bioldgicos associados ao crescimento tumoral (MEDINA,;
RIVERA, 2010).
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Neste trabalho, foi observado uma diminuicdo dos niveis de histidina com a
superexpressdo da proteina Pdp3, porém a histamina ndo foi identificada nos
espectros obtidos, tanto para a cepa Pdp3, quanto para a controle WT. Logo, pode-se
supor que a diminuicdo nos niveis de histidina ndo esta relacionada com a sintese de
histamina. E possivel que esta diminuicdo da concentracdo de histidina possa estar
relacionada com um aumento na utilizacao para a sintese de proteinas. Nao é possivel
supor que a sintese de histidina esteja sendo afetada visto que este aminoéacido é
requerimento nutricional para a cepa utlizada neste trabalho (BY4741). Sao
necessarios experimentos adicionais como, por exemplo, de andlise de expressao de
proteinas, para que seja possivel se ter uma melhor elucidagéo sobre essa alteragéo

dos niveis deste aminoacido.

5.4.2 Via do GABA (“GABA Shunt”)

Outro metabdlito identificado nas andlises dos espectros de RMN foi o0 acido
gamma-aminobutirico (GABA). Foi observado uma diminui¢cdo dos niveis de GABA
com a superexpressdo da proteina Pdp3. Este metabdlito € um aminoacido néo
protéico sintetizado a partir da descarboxilacdo do glutamato através da enzima
glutamato descarboxilase. Esta presente em plantas, bactérias e animais e possui um
papel metabdlico no ciclo do &cido citrico, sugerindo seu envolvimento no
metabolismo do organismo (AL-WADEI; ULLAH; AL-WADEI, 2011). A via metabdlica
do GABA, conhecida como “GABA shunt” é contituida de 3 reacBes catalisadas pelas
enzimas glutamato descarboxilase (GAD1), responséavel pela converséo de glutamato
a GABA; GABA aminotransferase, que converte GABA e a-cetoglutarato em succinato
semialdeido e glutamato, e por fim, a succinato semialdeido desidrogenase, que
converte SSA em succinato (CAO et al., 2013).

O papel da via do GABA tem sido estudado em plantas e animais. No caso de
mamiferos, o GABA € um neurotransmissor chave no sistema nervoso central, esta
associado com neurotransmissao inibitoria e também atua como hormdnio ou fator
trofico em sistemas neuronais periféricos e endécrinos (BACH et al., 2009; CAO et al.,
2013). A sintese e secrecdo de GABA tem um papel fundamental na manutencéo da
funcdo normal neural e alteragcdes no seu metabolismo estdo associadas a doencgas
como epilepsia e Parkinson. Doengas genéticas humanas apresentam perda das

enzimas desta via, evidenciando sua importancia na fisiologia da célula (COLEMAN
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et al.,, 2001). A relagdo entre a via do GABA e o cancer esta sendo estudada e
resultados mostram que a estimulacao na sinalizacdo do GABA induz a apoptose em
células de neuroblastoma humano e o tratamento com este aminoacido pode diminuir
a taxa de proliferacdo em alguns tipos de cancer, como colon, pancreas e pulméo
(SONG et al., 2016).

Em plantas, esta via € importante para o controle do pH citosélico, balanco entre
0 metabolismo de carbono e nitrogénio e para a adaptacéo ao stress. Ja foi mostrado
também que esta via tem um papel fundamental na sinalizacdo de processos
biolégicos, regulacdo da expressao génica e da atividade enzimatica (CAO et al.,
2013). Em levedura, a via do GABA tem como funcdo converter a-cetoglutarato a
succinato, evitando duas reac¢6es do ciclo do acido citrico catalisadas pelas enzimas
a-cetoglutarato desidrogenase e succinato tioquinase (Figura 17) (CAO et al., 2013).
Porém, pouco se sabe sobre o papel desta via no metabolismo de levedura. Estudos
mostraram que a presenca da proteina glutamato descarboxilase (Gadlp) é

necessaria para a resisténcia normal ao estresse oxidativo (COLEMAN et al., 2001).
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Figura 17: Via de sintese do GABA (Acido Gamma AminoButirico) em S. cerevisiae.

Observou-se também que células expressando a proteina Gadlp
apresentaram maior tolerancia ao estresse oxidativo, porém € observado uma maior
sensibilidade ao expressar a proteina Gadlp em células deletadas nos genes

codificantes das proteinas GABA aminotransferase (UGAL) e succinato semialdeido
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desidrogenase (UGAZ2), sugerindo que a via do GABA possui um papel importante na
limitacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio durante estresse (CAO et al.,
2013; COLEMAN et al., 2001). Esta via também exerce uma funcéo na tolerancia ao
estresse térmico. A delecédo de qualquer uma das enzimas da via torna as células de
levedura mais sensiveis a um estresse de 45 e 50°C. O fluxo através desta via €
necessario para o controle dos niveis de espécies reativas de oxigénio durante o
estresse térmico (CAO et al., 2013).

Um estudo sobre mutac¢des nas enzimas do ciclo do acido citrico mostrou que
os niveis de mRNA do gene que codifica a enzima Gadlp diminuiram com qualquer
mutacdo nas enzimas Ciclo de Krebs. Sabe-se que a expressao desta enzima é
induzida depois da diauxia, quando a fonte de carbono passa a ser ndo fermentavel.
A partir dessas observacgdes sugere-se que esta diminui¢cdo da expressao do gene da
proteina Gadlp estd associado a uma diminuicdo do metabolismo oxidativo
(MCCAMMON, 2003).

E possivel que uma diminuicdo nos niveis de GABA esteja associada a uma
diminuicdo da expressao da enzima Gadpl. Como os resultados obtidos por Rona e
col 2016 mostraram que a superexpressao da Pdp3 leva a uma diminuicdo do
metabolismo oxidativo e da tolerancia ao estresse oxidativo, é possivel que este
fendtipo esteja associado a uma diminuicdo da expresséo desta enzima e do fluxo

através da via do GABA.

5.4.3 Metabolismo de Colinas

Lipidios sdo os principais componentes estruturais de membranas celulares,
mas também possuem como fungdo o fornecimento de energia e sinalizagdo no
processo de crescimento celular, inflamacgéo e imunidade. Um aumento na sintese de
lipidios € uma caracteristica de células tumorais, que satisfaz as necessidades para
proliferagéo na producédo de membrana (MORI et al., 2016).

Os acidos graxos séo transformados em glicerofosfolipidios por uma sequéncia
de reacbes de transesterificacbes entre duas moléculas de acil-CoA e glicerol-3-
fosfato, produzindo o acido fosfatidico. Este composto é entdo desfosforilado a
diacilglicerol pela enzima lipin (Pah1l), que, por sua vez, pode ser utilizado para sintese

de triacilglicerol ou ser desviado para sintese de fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina
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através da via CDP-colina, que também é conhecida como via Kennedy (NATTER,;
KOHLWEIN, 2013).

Fosfatidilcolina e outros fosfolipidios formam a bicamada lipidica caracteristica
de membranas celulares e sé@o responsaveis por regular sua integridade, sendo a
fosfatidilcolina o composto mais abundante presente em membranas. A fosfocolina
(PC) é tanto um precursor de sintese como um produto da quebra da fosfatidilcolina
(ACKERSTAFF; GLUNDE; BHUJWALLA, 2003). Biossintese e degradacdo de
fosfatidilcolina sdo processos importantes para eventos de transducdo de sinal
mitogénico. A regulacdo do metabolismo de fosfolipidios de colina ocorre pela
estimulacdo por fatores de crescimento, citoquinas, oncogenes e substancias
guimicas carcinogénicas (ACKERSTAFF; GLUNDE; BHUJWALLA, 2003).

Células tumorais apresentam um metabolismo alterado de colina e lipidios,
observando-se um aumento nos niveis de fosfocolina e colina total (fosfocolina,
glicerofosfocolina e colina) caracteristico. Esse aumento foi observado em céancer de
mama, prostata e cérebral (ACKERSTAFF; GLUNDE; BHUJWALLA, 2003; MORI et
al., 2016). Em céancer de mama e ovario, observa-se também uma diminuicdo nos
niveis de glicerofosfocolina (GCP), com consequente diminui¢cdo da razdo GPC/PC
em relacdo a tecidos saudaveis (STEWART et al., 2012). Esta alteragcdo no
metabolismo de colina esta relacionado com mudancas na expressao e atividades das
enzimas desta via.

Estudos mostraram que células tumorais apresentam um aumento na
expressao e atividade da enzima GPC PDE, responséavel pela produgéo de colina e
G3P a patrtir da glicerofosfocolina. A colina produzida pode entédo ser consumida pela
via Kennedy. O selenciamento do gene que codifica esta enzima resultou em um
aumento na razdo GPC/PC e uma diminuicdo nos niveis de metabdlitos lipidicos,
acido fosfatidico e LPA, sendo os dois ultimos importantes moléculas de sinalizagéo
envolvidas em transformacao celular e diversos tipos de cancer (STEWART et al.,
2012). Em S. cerevisiae, a enzima responsavel pela producao de colina e G3P a partir
da glicerofosfocolina é a glicerofosfocolina fosfodiasterase, codificada pelo gene
GDEL1 (“Saccharomyces Genome Database”).

A sintese de fosfocolina é realizada a partir da colina pela acdo da enzima
colina quinase (CK). Esta enzima €& superexpressa em células tumorais e é

considerada a principal causa do aumento de fosfocolina e colinas totais (MORI et al.,
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2016). Se esta enzima é submetida a acao de inibidores observa-se inibicdo da mitose
e proliferacdo (STEWART et al., 2012). Também é observado em células tumorais um
aumento no transporte de colina para a célula e da atividade da enzima fosfolipase C
e D, que catalisam as reacao de hidrélise da fosfatidilcolina produzindo fosfocolina, no
primeiro caso, e colina e 4cido fosfatidico, no segundo (GLUNDE et al., 2015).

Neste trabalho foi observado uma diminuicdo nos niveis de colina ao
superexpressar a proteina Pdp3. A figura abaixo (Figura 18) apresenta a via Kennedy,
responsavel pela sintese de fosfatidilcolina a partir da colina. A diminuicdo da
concentracdo de colina pode estar associada a uma alteracdo de expressao ou
atividade da enzima colina quinase (CKI1), assim como observado em células
tumorais. A colina pode estar sendo consumida para sintese de fosfocolina e este
pode estar sendo utilizado na producao de fosfatidilcolina para sintese de membrana
celular necesséria no processo de proliferacdo. Esta hipotese estad de acordo com os
resultados apresentados por Rona e col 2016, mostrando que a superexpressao da
Pdp3 leva a célula a apresentar caracteristicas semelhantes a células tumorais, como

um aumento da sintese de lipidios para producdo de membrana celular.
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Figura 18: Via biosintética de fosfolipidios (Via Kennedy).

5.4.4 Metabolismo de Arginina e Ornitina

A arginina € um aminoacido semi-essencial, precursor da iniciacao de diversas
vias metabodlicas como sintese de proteinas, 6xido nitrico, poliaminas, uréia,
nucleotideos, glutamato, dentre outras (DELAGE et al., 2010). Os niveis de arginina
em células em crescimento diminuem mais rapidamente que outros aminoacidos,
mostrando que a arginina nao € utilizada apenas para sintese de proteinas
(WHEATLEY, 2005).
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A concentracdo deste aminoacido é parcialmente mantida pela sintese a partir
da citrulina pela acdo da enzima argininosuccinato sintase 1 e arginosuccinato liase.
Porém a sintese endogena deste aminoacido ndo € suficiente para suprir as
necessidades de células tumorais proliferantes (QIU et al., 2014). Este aminoacido
esta associado com o desenvolvimento de tumores e estudos realizados em ratos
mostraram que um aumento de arginina na alimentacdo leva a um aumento no
crescimento tumoral e que a sua diminuicdo na dieta impede o desenvolvimento de
metastase em rins, ou seja, arginina € muito requerida por tumores (DELAGE et al.,
2010; WHEATLEY, 2005).

Células tumorais apresentam um aumento na utilizagdo de arginina para
processos anabdlicos, por outro lado, muitos tumores séo deficientes na enzima
argininosuccinato sintase 1 e passam a ser auxotréficos em relacdo a este
aminoécido. A enzima argininosuccinato sintase 1 catalisa uma etapa limitante na
sintese de arginina para manter a sua concentracdo no soro do sangue. J& foi
descoberto que esta enzima atua como um supressor de tumor (QIU et al., 2014).
Também foi observado que células tumorais de cancer de mama séo deficientes na
enzima argininosuccinato sintase 1 e que pacientes com a doenga possuem niveis
baixos de arginina no soro do sangue se comparado com pessoas saudaveis
(DONGMEI et al., 2015; QIU et al., 2014).

Em levedura, mas especificamente em células de S. cerevisiae, a sintese de
arginina comeca a partir do glutamato e acetil-CoA, que produzem ornitina através de
5 etapas de acetilacdo, sendo o grupo acetil reciclado durante o processo. Em
seguida, a ornitina é transportada para o citosol e entdo reage com carbamoilfosfato
sob a acdo da enzima carbamoiltransferase para producédo de citrulina. A enzima
acido arginosuccinico sintase (Argl) transforma a citrulina em arginosuccinato. Por
altimo, arginosuccinato € clivado por uma liase, produzindo arginina.(JAUNIAUX;
URRESTARAZU; WIAME, 1978). Todas essas etapas da sintese de arginina estao

descritas na figura abaixo (Figura 19).
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Figura 19: Via biosintética de Ornitina e Arginina em S. cerevisiae.

Ao andlisar os espectros de RMN obtidos para a cepa de S. cerevisiae
superexpressando a proteina Pdp3 e a WT, observou-se uma diminuicdo nos niveis
de arginina intracelular, por mais que a concentracéo de glutamato tenha aumentado.

Com base nas informagdes citadas acima, pode-se sugerir que esta diminuicao
nos niveis de arginina esteja relacionada com uma deficiéncia na enzima
argininosuccinato sintase 1, assim como ja foi observada em células tumorais. E
provavel que a arginina esteja sendo utilizada como precursora de todas as vias que
este aminoécido estd envolvido, porém, como sua sintese pode estar sendo
prejudicada, sua concentracao intracelular diminui devido ao fato de sua Unica fonte
de arginina ser exdgena. Essa diminuicdo também pode estar relacionada apenas
com um aumento na utilizacdo de arginina para processos anabdlicos, uma
caracteristica de células tumorais. As duas suposi¢cdes mostram que esta diminuicao
na concentracdo de arginina pode estar relacionada com uma alteragcdo do
metabolismo que leva esta célula apresentar caracteristicas tumorais. Com isso, este
resultado esta de acordo com os resultados obtidos por Germana Rona, que mostram
que a superexpressao da protéina Pdp3 leva a célula a apresentar caracteristicas
semelhantes a de células tumorais.

A sintese de poliaminas também é um processo de extrema importancia para
a proliferacdo tumoral. A enzima ornitina descarboxilase (ODC) catalisa a primeira

reacao da sintese de poliaminas, que € importante para manutencao de viabilidade
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celular e da sintese de macromoléculas devido a sua interagdo com acidos nucléicos,
proteinas e membrana celular. Esta enzima é encontrada superexpressa em células
tumorais e sabe-se que um dos primeiros eventos durante a proliferacao tumoral € a
inducao da biossintese desses compostos (MEDINA et al., 1999). Ao superexpressar
a Pdp3, observou-se uma diminuicdo nos niveis intracelular de ornitina, que pode
estar relacionado com um elevado consumo deste metabdlito para sintese de
poliaminas. Porém, esta suposicdo deve ser confirmada com outros experimentos
como analise da expresséo da enzima ornitina descarboxilase pois nao foi possivel

guantificar poliaminas neste trabalho.

5.4.5 Via da Glutaminolise

Uma transformacdo metabdlica € necesséria para tumorogénese, e diversos
tipos de tumores apresentam atividades metabdlicas conservadas e taxa de absorgéo
de nutrientes aumentada a niveis maiores que o necessario devido a mutacées em
oncogenes. Essas alteracbes podem ocorrer devido a mudancas na expressao de
enzimas, incluindo as responsaveis pelo transporte desses nutrientes, o que pode
modificar o fluxo metabdlico (DEBERARDINIS et al., 2008).

Células tumorais tem como caracteristica principal a chamada glicélise
aerdbica, na qual a glicose é preferencialmente convertida a lactato mesmo na
presenca de oxigénio (Efeito Warburg), observando-se entdo uma diminuicdo do
metabolismo oxidativo (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011). O metabolismo
fermentativo passa a ser a principal fonte de energia da célula tumoral e satisfaz as
exigéncias de ATP para diversos processos celulares como, por exemplo, a
proliferacdo (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011; LE et al., 2012). Porém, essas
células precisam de precursores biossintéticos adicionais nao obtidos através da via
glicolitica (LE et al., 2012).

O ciclo do acido citrico € o principal processo metabdlico das células, no qual
moléculas combustiveis entram nesta via na forma de acetil-CoA, produzindo energia
na forma de transportadores de elétrons reduzidos (NADH e FADH2) e CO:2 através
de uma série de reacdes (NELSON; COX, 2011; SAIJNANIA et al., 2017). Além disso,
os metabdlitos intermediarios deste ciclo sdo precursores para diversos processos
biossintéticos na producdo de macromoléculas essenciais para a célula (NELSON;
COX, 2011).
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Em células tumorais, este ciclo estd truncado devido a uma diminuicdo das
atividades de enzima chaves deste ciclo, e o piruvato oriundo da glicolise é convertido
apenas a citrato, que sera transportado da mitocéndria para o citosol. Por fim, o citrato
é clivado pela ATP citrato liase produzindo acetyl-CoA para a sintese de acidos
graxos. Isto resulta em um aumento no consumo dos intermediarios deste ciclo, sendo
necessaria um aumento de sua sintese para o balanceamento deste consumo
(COLLER, 2014). Grande parte dos precursores biossintéticos é obtida através do
metabolismo da glutamina (LE et al.,, 2012). Células tumorais apresentam alto
consumo de glutamina, que é utilizada como principal substrato para anaplerose
(YANG; VENNETI; NAGRATH, 2017).

A via da glutamindlise € responsavel por converter glutamina em metabdlitos
do ciclo de Krebs como, por exemplo, o a-cetoglutarato e oxaloacetato, pela acdo de
diversas enzimas (YANG; VENNETI; NAGRATH, 2017). O a-cetoglutarato entra o
ciclo do acido citrio como fonte de carbono para producdo de macromoléculas
necessarias durante o processo de proliferacdo (CHEN; CUI, 2015).

A primeira etapa da via da glutamindlise é a conversdo de glutamina a
glutamato. A enzima GLS (glutaminase) é responsavel pela sintese de glutamato e
amonia a partir da glutamina. J4 a reacéo inversa é catalisada pela enzima glutamina
sintase. A reacdo no sentido da producdo de glutamato é favorecida em células
tumorais, pois a GLS é encontrada altamente expressa e sua atividade esta
relacionada com as taxas de crescimento de tumores. Além disso, € observado um
acimulo de glutamato em células tumorais (DEBERARDINIS et al., 2008;
DEBERARDINIS; CHENG, 2010).

O glutamato sintetizado é convertido a a-cetoglutarato através da acdo da
enzima glutamato desidrogenase, obtendo-se poder redutor na forma de NADH e
NADPH (DEBERARDINIS; CHENG, 2010; YANG; VENNETI; NAGRATH, 2017). Esta
mesma reacao pode ocorrer através da atividade de um grupo de transaminases que
inclui glutamato-oxaloacetato transaminase, glutamato-piruvato transaminase e
fosfoserina transaminase, produzindo aminoacidos ndo essenciais como aspartato,
alanina e fosfoserina (LE et al., 2012; YANG; VENNETI; NAGRATH, 2017).

Como ja foi dito, o citrato € o precursor principal para o processo de lipogenesis
através das enzimas ATP-citrato liase e acido graxo sintase. O oxaloacetato, um

importante intermediario do ciclo de Krebs, € produzido a partir do a-cetoglutarato e
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sofre uma reagdo de condensacdo com o acetil-CoA para formar citrato (YANG;
VENNETI; NAGRATH, 2017).

Em S. cerevisiae, glutamato e glutamina sdo responsaveis por 85 E 15% do
nitrogénio intracelular total, respectivamente, e estdo envolvidos com diversas
reacfes de transaminagcdo necessarias para sintese de outros aminoacidos
(LJUNGDAHL; DAIGNAN-FORNIER, 2012; SIEG; TROTTER, 2014). A sintese de
glutamato em levedura pode ocorrer através da reacéo entre aménia e a-cetoglutarato
ou pelo catabolismo de moléculas precursoras (SIEG; TROTTER, 2014). Este
metabdlito pode ser sintetizado a partir da glutamina e a-cetoglutarato pela enzima
codificada pelo gene GLT1 (Glutamato sintase) (LJUNGDAHL; DAIGNAN-FORNIER,
2012). Esta reacao é responsavel por produzir duas moléculas de glutamato a partir
de uma molécula de glutamina e a-cetoglutarato (HOFMAN-BANG, 1999). Este
aminoacido € substrato para sintese de a-cetoglutarato catalisada pela enzima
glutamato desidrogenase (LJUNGDAHL; DAIGNAN-FORNIER, 2012).

Nesta trabalho, pode-se observar que o0s niveis de concentracdo de
glutamato/glutamina na cepa Pdp3* sdo maiores em relacdo a cepa WT. Os
experimentos foram realizados utilizando glicerol como fonte de carbono para que as
células apresentassem um metabolismo oxidativo. Resultados anteriores obtidos por
Rona e col. 2016 mostraram uma alteracdo de metabolismo ao superexpressar a
proteina Pdp3 nas mesmas condicdes experimentais. Observou-se que a
superexpressao desta protéina resultou em um aumento na taxa de crescimento e
diminuicdo do consumo de oxigénio e uma menor tolerdncia a estresse oxidativo,
sendo este um metabolismo menos oxidativo do que o observado na cepa controle
(RONA et al., 2016).

Considerando entdo que a superexpressao da Pdp3 levou a célula a apresentar
caracteristicas semelhantes a células tumorais, o resultado obtido neste trabalho esta
de acordo com resultados apresentados por Germana B. Rona e diversos outros
descritos na literatura que mostram o glutamato como sendo uma marca de células
tumorais. Pode-se supor que este aumento nos niveis de glutamato/glutamina
observado seja devido a um aumento na absorcdo de glutamina e da utilizacdo da
mesma para sintese de glutamato. E possivel que possa ter ocorrido um aumento de
expressdo da enzima GLT1, responavel pela producdo de glutamato a partir da

glutamina e a-cetoglutarato, em S. cerevisiae. Este excesso de glutamato/glutamina
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pode estar sendo redirecionado para a sintese de a-cetoglutarato e consequente
producdo de aminodcidos, proteinas e lipidios, assim como observado em células
tumorais.

Altas demandas energéticas e metabdlicas das células tumorais fazem com
que alguns aminodcidos ndo essenciais sejam necessarios. A glutamina é fonte
desses aminoacidos como aspartato, alanina e fosfoserina (YANG; VENNETI,
NAGRATH, 2017). Uma alta taxa de secrecdo de alanina € observada em células
ploriferantes. Isso porque, em células tumorais, € observado um excesso de nitrogénio
intracelular oriundo o metabolismo da glutamina que deve ser secretado na forma de
alanina ou aménia (DEBERARDINIS et al., 2008). Este aminoacido é um dos produtos
do metabolismo da glutamina no qual o glutamato e piruvato reagem para formar
alanina e a-cetoglutarato a através da ac¢do da enzima alanina transaminase. Esse
aumento na concentracdo de alanina pode estar relacionado com o processo de
lipogenese. A transaminacédo da alanina favorece a oxidagdo de glutamato a a-
cetoglutarato que, por sua vez, € a fonte de carbono para a lipogenese (ALBERS et
al., 2008).

Foi observado que a superexpressdo da protéina Pdp3 em células de S.
cerevisiae resultou em um aumento na concentracdo intracelular de alanina,
caracteristica de células tumorais. Pode-se supor que o aumento nos niveis de alanina
pode estar relacionado com o aumento do metabolismo da glutamina, e consequente
aumento na concentracdo de glutamato. Esse aumento beneficiaria a producéo de
proteinas que é aumentada em celulas tumorais e a sintese de acidos graxos e
trigliceridios (ALBERS et al., 2008; TESSEM et al., 2008).

Além de ser fonte de carbono e nitrogénio para sintese de macromoléculas, a
glutamina também estd envolvida em processos de sinalizacdo intracelular
responsaveis por promover o crescimento tumoral. Em humanos, o processo de
exportacdo da glutamina para fora do citoplasma pelo transportador LAT1 (L-type
aminoacid transsporter 1) permite a absor¢do do aminoacido leucina. Este
aminodacido, por sua vez, ativa a proteina quinase mTORC1, que tem um papel de
regular a sintese de proteinas, biogenese ribossomal e autofagia (YANG; VENNETI;
NAGRATH, 2017). A glutamato desidrogenase (GDH) é regulada alostéricamente por
diversos fatores e leucina € um ativador desta enzima. Este aminoacido ativa a GDH

se ligando diretamente a esta enzima, estimulando a desaminagao do glutamato a a-
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cetoglutarato (DURAN et al., 2012). Com isso, juntamente com glutamina, leucina é
um aminoacido muito importante para 0 metabolismo energético e sdo responsaveis
pela estimulacéo da glutaminolise e atividade da mTORC1 em humanos (DURAN et
al., 2012).

Leucina faz parte de um grupo de aminoacidos de cadeia ramificada chamados
de BCAA, que inclui isoleucina e valina. Esses aminoacidos sdo importantes
sinalizadores nutricionais e seu catabolismo participa de diversos processos
patoldgicos e fisiologicos. Em humanos, os niveis de BCAA no plasma € maior em
pacientes com cancer de mama, assim como a expressdo da enzima BCAT1
(Branched-chain amino acid transaminase 1), que participa do catabolismo de BCAA.
Ja foi mostrado que esta enzima promove crescimento celular e formacéo de colbnias
de células de cancer de mama e que pode ativar seletivamente a sinalizacdo da mTOR
(ZHANG; HAN, 2017).

Em levedura, esses aminoacidos também possuem um papel importante na via
de sinalizacdo TOR. A qualidade de uma fonte de nitrogénio é definida pela sua
capacidade de sustentar o metabolismo de nitrogénio e crescimento celular e ativar
ou reprimir mecanismos transcricionais especificos responsaveis pela assimilacdo de
nitrogénio seletiva. Em presenca de glutamina exdgena, células de levedura crescem
rapidamente e vias metabdlicas necessarias para utilizacdo de outras fontes de
nitrogénio sao reprimidas. Em levedura, tanto fontes de nitrogénio de alta qualidade,
como glutamina e amonia, quanto de baixa qualidade (leucina) podem estimular uma
rapida ativacdo da TORC1. Porém, apenas fontes preferenciais de nitrogénio podem
manter a atividade de TORC1 e crescimento, através da sintese de glutamina ou sua
acumulacéo (STRACKA et al., 2014).

As enzimas de S. cerevisiae TORC1 e TORC2 sdo responsaveis por ativar o
crescimento celular de acordo com a disponibilidade de nutrientes (CRESPO et al.,
2002). A TORC1 promove o crescimento celular a partir da regulacédo de diversos
processos, controlando a producgao e acumulagéo de massa celular (LOEWITH; HALL,
2011). Quando a funcdo de TOR é€ inibida, os genes regulados por nitrogénio,
envolvidos na utilizagdo de fontes alternativas de nitrogénio, sdo afetados. Em
condicdes de limitagdo de nitrogénio e inibicdo da atividade TOR, os genes regulados

por nitrogénio sdo expressos. Como ja foi mencionado, glutamina é a fonte de
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nitrogénio preferencial das células de levedura e estudos anteriores sugerem que a
atividade de TOR é sensivel a concentracdo deste aminoacido (CRESPO et al., 2002).

A disponibilidade de leucina também é importante para o controle da atividade
da TORC1. Este aminoacido e o metabdlito a-cetoleucina, ativam a TORC1 quinase.
A conversdao de leucina a a-cetoisocaproato é catalisada por aminotransferases
conhecidas como BCAT (Branched-chain aminotrasferases). Estudos ja mostraram

que leveduras mutantes nessas enzimas apresentam atividade da TORC1

comprometida, que pode ser restaurada através da expressdo de Batl(BCAA

aminotransferase mitocondrial). Logo, as BCAT apresentam importancia estrutural e
catalitica na regulacdo da TORC1 (KINGSBURY; SEN; CARDENAS, 2015).

Né&o foi possivel quantificar individualmente os aminoacido leucina e glutamina.
Sabe-se que a concentracdo de leucina/isoleucina/valina aumenta com a
superexpressao da proteina Pdp3, e que esta cepa possui uma taxa de crescimento
maior que a controle. Logo, esse aumento na taxa de crescimento pode estar
relacionado com uma maior ativacdo de TOR causada por um suposto aumento na
concentracdo destes aminoacidos. O aumento na concentracdo destes aminoacidos
pode ser explicada por um aumento na sintese devido a um aumento na concentracao
de glutamato e glutamina, ou um aumento na absorcéo destes metabalitos.

Como foi sugerido anteriormente, 0 aumento na concentracao de glutamato e
glutamina observado pode estar relacionado com um aumento na taxa de absorcao
de glutamina, e aumento na expressao ou atividade da enzima GLT1. E razoavel supor
gue um aumento na concentracao de glutamina levou a uma maior ativacéo da TOR,
resultando em um aumento na taxa de crescimento. Porém, € necessario realizar
outros experimentos para confirmar essas suposi¢cdes, como por exemplo, dosar a
concentracéo intracelular de leucina e glutamina, ou também, obter informacao sobre
expressao de enzimas envolvidas no catabolismo de BCAA, como a Batl.

Na figura abaixo (Figura 20), esta representada uma integracdo das vias de
sintese e degradacédo de glutamato com o Ciclo do Acido Citrico, mostrando que as
alteracdes observadas nos niveis intracelular dos metabdlitos citados neste trabalho
podem estar levando a um aumento na sintese de lipidios e proteinas, caracteristica

de células tumorais.
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Figura 20: Via de integracéo do metabolismo de Glutamato, Ciclo do Acido Citrico e sintese de Lipidios.
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6 Consideragcdes Finais

Apés andlise dos resultados obtidos pelo trabalho, foi possivel concluir
primeiramente que a superexpressdo da proteina de levedura Pdp3 resultou em uma
alteracdo metabdlica, visto que alguns metabdlitos apresentaram alteracbes
estatisticamente significativas em suas concentracdes intracelulares. O objetivo do
trabalho foi tentar correlacionar as alterac6es nas vias metabdlicas em que estes
metabolitos estdo envolvidos com o metabolismo caracteristico de células tumorais e
o fenbmeno de repressao catabolica.

A partir das alteracBes nas concentracdes intracelulares do glicerol, trealose,
histidina e succinato ndo foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre o efeito da
superexpressdo da Pdp3 com o metabolismo de células tumorais. Seriam necessarias
informacBes adicionais para um melhor entendimento de quais vias metabdlitcas
foram afetadas para se obter alguma conclusdo. No caso da trealose, essa relacéo
fica ainda mais dificil de ser estabelecida pois a sua via sintese ndo esta presente em
células de mamiferos.

A diminuicdo na concentracao intracelular do GABA pode estar relacionada
com o fato de a cepa Pdp3+ apresentar uma menor tolerancia ao estresse oxidativo
gue sua controle, visto que o fluxo através da via do GABA confere resisténcia a este
tipo de estresse. Logo, acredita-se que esta diminuicdo observada seja causada pela
diminuicao de expresséao ou atividade da enzima Gad1p.

A diminuic&o dos niveis de colina esta de acordo com a hipotese de que, assim
como células tumorais, a cepa Pdp3+ apresentaria um aumento na sintese de lipidios
necessario para producdo de membrana celular. Esta diminuicdo pode estar
relacionada com um aumento na expressdo da enzima colina quinase, observado
também em celulas tumorais, que resultaria em um aumento na producdo de
fosfatidilcolina.

Pode-se concluir que a cepa de estudo apresenta alteracdes metabdlicas
caracteristicas de células tumorais como 0 aumento na concentracdo de
glutamato/glutamina, alanina e dos aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) valina,
isoleucina e leucina, sendo glutamato e alanina uma das principais marcas
metabdlicas da doenca. A partir desses resultados, conclui-se que a superexpressao
da proteina Pdp3 levou a célula a acumular glutamato/glutamina, precursores de

moléculas necessarias para a sintese de proteinas e lipidios. Acredita-se que houve
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um aumento na via da glutamindlise, assim como observado em células tumorais, que
estaria contribuindo para a producéo de precursores da sintese de lipidios.

A diminuicdo na concentracdo de arginina € mais uma evidéncia de que a cepa
Pdp3+ apresenta caracteristicas de células tumorais, ja que estudos sobre a doenca
mostram uma grande depéndencia dessas células por esse aminoécido, o que levaria
um aumento no seu consumo, e uma deficéncia da enzima argininosuccinato 1,
prejudicando sua sintese.

Os mesmos experimentos deste trabalho j& foram realizados em células de S.
cerevisiae superexpressando o oncogene NSD3c. Foi observado que a alteracédo de
fendtipo causada pela superexpressao da proteina Pdp3 € semelhante a alteracédo
observada ao superexpressar a NSD3c, principalmente em relacdo a alteracao na
concentracdo de glutamato, glutamina, alanina, leucina/isoleucina/valina e arginina.

Para confirmacdo das hipoteses levantadas neste trabalho, € necessério
experimentos adicionais, principalmente de expressdo de proteinas como, por
exemplo, protedmica e PCR quantitativo. Muitas informacdes obtidas neste trabalho
podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novas pesquisas para um melhor
entendimento do efeito da superexpressdo da protéina Pdp3 e futuramente, da
NSD3c, possibilitando a investigacédo de novos tramentos mais eficazes para o cancer

de mama.
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7 Conclusao

A partir dos espectros 1D H RMN 2D, [*H-'H] TOCSY e 2D ['H-3C] HSQC
obtidos para cada cepa estudada, foi possivel a identificacdo e quantificacdo de forma
ndo ambigua de metabdlitos que apresentaram alteracdo em sua concentracao
intracelular com a superexpressdo da proteina Pdp3, mostrando que houve uma
alteracao do perfil metabdlico.

Através das andlises das vias metabdlicas que seriam possivelmente alteradas,
conclui-se que a cepa Pdp3+ apresenta caracteristicas semelhantes a células

tumorais.
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