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RESUMO

Os polifosfatos sdo moléculas armazenadoras de energia e fosfato presentes em
todas as células vivas. Células com alta demanda energética e poder proliferativo,
como as neuronais, cardiacas, hepaticas, imunoldgicas e tumorais, sao ricas em
polifosfatos. O metabolismo de polifosfatos em células eucaridticas € pouco
compreendido, e as enzimas e/ou genes responsaveis pela sintese de polifosfatos
nao foram identificadas até o presente momento em células de mamiferos,
diferentemente das células de levedura onde a sintese de polifosfatos depende da H*-
V-ATPase, e onde sensing de fosfato envolve a sinalizacdo mediada por polifosfatos
de inositol. Os polifosfatos de inositol participam dediversos processos celulares
incluindo transducdo de sinal, regulacdo de canais de membrana, resposta inflamatoria
e ativacdo imune. Em patrticular, os pirofosfatos de inositol representam eixo adicional
entre redes metabdlicas e de sinalizacdo. Oobjetivo deste trabalho foi analisar a
expressdo de genes que codificam para as enzimas envolvidas no metabolismo de
inositol polifosfatos, em diferentes tipos teciduais e tumorais de humanos, além de
identificar a rede de interagcfes genéticaspara inositol kinases (IPMK, ITPKA, ITPKB,
ITPKC, INPP5J, ITPK1, IP6K1, IP6K2, IP6K3, PPIP5K1, PPIP5K2, IPPK e NUDT3)
usando os bancos de dados GEPIA 2, UALCAN,STRING, GENEMANIA, GeneCards
e GTEx. Identificamos expressdo diferenciada em diversos tumores, como
glioblastoma, carcinoma hepatocelular e carcinoma de célulasescamosas, com
destaque para colangiosarcoma. Os dados revelaram co-expressao com algumas
subunidades de V-ATPase e interconexdo com sinalizacgo mTOR. Os dados
estabelecem um eixo integrador da reprogramacdo bioenergética induzida na
tumorigénese associando a expressao dos genes do metabolismo de fosfoinositideos

com V-ATPase.



ABSTRACT

Polyphosphates are energy and phosphate storage molecules presentin all living cells.
Polyphosphate metabolism in eukaryotic cells is poorly understood, andthe enzymes
and/or genes responsible for polyphosphate synthesis have not beenidentified so far
in mammalian cells, unlike yeast cells where polyphosphate synthesis depends on H*-
V-ATPase, and where phosphate sensing involves phosphoinositide-mediated
signaling. Phosphoinositides also participate in severalcellular processes including
signal transduction, regulation of membrane channels,inflammatory response and
immune activation. Inositol pyrophosphates (PP-IPs) are derived from the
phosphorylation of myo-inositol, and the most studied PP-IPs in mammals are
diphosphoinositol ~ pentacisphosphate  (IP7) and  bis-  diphosphoinositol
tetrakisphosphate (IP8), which are synthesized by inositol kinases. The vacuolar
chaperone complex (VTC) is responsible for the synthesis and storage of polyP and
depends on a proton gradient that is generated thanks tothe active transport of type V
pumps in the membranes of the vacuoles to V- ATPases. A possible regulator of
these transporters is the calcineurin-mediated signaling, which is a
phosphatase/threonine protein. The aim of this work was to compare the expression
of genes that code for the enzymes involved in the metabolism of inositol
polyphosphates and inositol pyrophosphates, in different tissue and tumor types, and
identifying the network of genetic interactions for IPMK,ITPKA, ITPKB, ITPKC, INPP5J,
ITPK1, IP6K1, IP6K2, IP6K3, PPIP5K1, PPIP5K2, IPPK e NUDT3. Platforms and
databases were used GEPIA 2, UALCAN, STRING, GENEMANIA, GeneCards e
GTEx. We found differential expression in severaltumors, such as glioblastoma,
hepatocellular carcinoma and squamous cell carcinoma, with emphasis on
cholangiosarcoma. This study contributes to a better understanding of the metabolic
interconnection of polyphosphates, phosphoinositides and V-ATPase during
reprogramming of energy metabolism in cancer.The data establish an integrative axis
of the bioenergetic reprogramming induced in tumorigenesis, associating the

expression of genes of phosphoinositide metabolismwith V-ATPase.
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1. INTRODUCAO

1.1 Polifosfatos inorganicos

O fosfato inorganico (Pi) é um nutriente essencial para todos 0s organismos,
sendousado na biossintese de acidos nucléicos, proteinas e lipideos, além de servir
como moeda energética da célula em forma de ATP (Ogawa, et al., 2000; Dick et al.,
2010;Lei et al., 2010;). O fosfato pode ser encontrado dentro da célula de trés formas
diferentes: fosfato livre, conjugados de fosfato de moléculas organicas e polimeros de
fosfato (Lonetti et al., 2011). Esses polimeros séo classificados em dois grupos: os
pirofosfatos que sdo moléculas simples constituidas por dois &tomos de fésforo e os

polifosfatos com trés ou mais fosfatos (Kornberg, et al., 1999).

O controle da homeostase de Pi a nivel celular ainda é pouco compreendido.
Numasituacdo de escassez de fosfato, a célula pode adquiri-lo do ambiente através
de importadores localizados na membrana plasmatica, retira-lo de organelas de
armazenamento (acidocalciossomos e vacuolos) ou recicla-lo de fontes internas,
como nucleotideos e fosfolipideos. Porém em situacdo de abundancia é necessaria
uma regulacdo coordenada e rapida dos sistemas de influxo, efluxo e armazenamento
de Pi para que ndo haja um aumento do mesmo que venha prejudicar a célula (Conrad
et al., 2014; Puga et al., 2017; Austin e Mayer, 2020).

Embora o processo de proliferagéo celular apresente alta demanda de Pi para
a replicacdo de DNA, ele também é produto de todas as hidrolises de nucleotideos, o
que também pode gerar o seu acumulo no citosol. Este acimulo pode mudar o
equilibrio das reacdes e reduzir a energia livre para conduzir as reac6es metabdlicas,
por isso as células devem se proteger contra 0 seu excesso no citosol e manter a sua

homeostase (Austin e Mayer, 2020).

Para que esse acumulo ndo ocorra, o Pi em excesso é armazenado na forma
de polifosfato (polyP) no limen de compartimentos de armazenamento (onde as
polifosfatases também estéo localizadas) como em vacuolos em células fangicas ou
vegetais e em acidocalcissomas em protozoarios. Nos fungos e plantas essas
organelas tém func¢des similares as dos lisossomos em células animais. Elas sdo
organelas dindmicas, que apresentam pH acido e seu funcionamento é induzido

durante autofagia e caréncia nutricional, participando do controle da homeostase de
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pH celular, do armazenamento de cations/metais e de aminoacidos basicos (arginina,
lisina) (Wang et al., 2003; Austin e Mayer, 2020).

Os polyP séao polimeros lineares anidnicos de centenas de residuos de
fosfato, unidos pelas ligacGes fosfoanidrido de alta energia (Austin e Mayer, 2020),
onde cadaatomo de fosforo € ligado ao vizinho através de dois &tomos de oxigénio
(Fig. 1) (Harold, 1966). Eles s&o ubiguos e abundantes na natureza, sendo
encontrados em todas as células de bactérias, fungos, protozoarios, vegetais e
animais (Austin e Mayer, 2020).

Os polyP, sédo divididos em dois grupos: os de cadeia curta que sao formados
poraté trés residuos de ortofosfatos (Fig. 2A) e os de cadeia longa formados com mais
de trés residuos de ortofosfatos (Fig. 2B) (Kornberg, et al., 1999), e devido a sua carga

negativa podem quelar ions como Ca?*, Mg?* e Mn?* (Austin e Mayer, 2020).

A B
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Figura 1: Estrutura quimica do polyP. (A) cadeia curta de polifosfato contendo 3residuos;
(B) cadeia longa de polifosfato onde n = 10 a 1000 (Harold, 1966).

O primeiro relato de PolyP ocorreu em 1888 por Liebermann, que observou em
leveduras uma biomassa conhecida como granulos de volutina (forma de
armazenamento de polifosfatos inorganicos complexos) ou metacromatico, porém so
ficou conhecido no meio cientifico na década de 1940 quando Jeener e Brachet
observaram que a adicdo de fosfato inorganico em células de levedura privada de
fosfato, induziu o acumulo de uma substancia basofilica dentro das células (Harold,
1966). No entanto, por muitos anos esse polimero ficou “esquecido” sem
conhecimento sobre seu papel fisiologico em bactérias ou qualquer outro organismo.

Anos mais tarde, o polyP chamou a atencdo de Arthur Kornberg cujas

pesquisas levaram a identificacdo de uma enzima altamente conservada em bactérias
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gram-positivas e gram-negativas chamada polyP quinase (PPK) que é responsavel
pela sintese de polyP em bactérias (Xie e Jakob, 2019), onde essa enzima polimeriza
o fosfato terminal do ATP em uma cadeia de polyP (Rashid et al., 2000). Sua
descobertapermitiu manipular geneticamente a sintese desse polimero em células
procariontes e eucariontes e avaliar seu papel fisiologico (Xie e Jakob, 2019). Assim,
foi demonstrado que em células bacterianas o polyP estd envolvido na resposta ao
estresse, aumento da resisténcia ao calor, oxidantes, choque osmético, pH acido,
metais pesados, transcricao, traducéo, motilidade e formacéo de biofilme, bem como
contribui para a esporulacao, estabelecimento da fase estacionaria, quérum sensing
e viruléncia (Xie e Jakob, 2018; Rao et al., 2009).

Em humanos, as pesquisas mostraram envolvimento de polyP no
desenvolvimento do tecido 6sseo, coagulacdo do sangue através da ativacao do fator
XIl da cascata de coagulacéo, funcbes cerebrais e neuronais, ativacdo de canais
ibnicos, sinalizacdo de mtor, fator de crescimento de fibroblasto béasico (FGF2),
integrina B1 (receptor de superficie celular), proteinas receptoras de ADP (P2Y1) e
funcdes nucleares como: transcricdo de rRNA, sintese e reparo de DNA, dentre outras
(Andreeva et al., 2015; Xie e Jakob, 2019).

Recentemente foi mostrado que os polyP inorgénicos de cadeia longa
apresentamatividades antivirais no combate a SARS-CoV-2 em cultura de células in
vitro, interagindo com a proteina S, sugerindo o seu possivel uso terapéutico na
prevencdode infecgBes por coronavirus (Ferrucci et. al, 2021). Outra descoberta
recente por Sawada e colaboradores (2021) é que PolyP também esta envolvido na
protedlise dependente de autofagia.

Diversos estudos demonstraram a importancia de PolyP na regulacdo das
funcBes atividades mitocondriais como: abertura de mPTP (proteina de transicao da
permeabilidade mitocondrial formada na membrana interna das mitocondrias),
regulacdo da captacédo de Ca?* e no metabolismo energético (Xie e Jakob, 2018). Foi
sugerido que polyP estaria relacionado com disfun¢gbes mitocondriais presentes em
doencas neurodegenerativas (Borden et al., 2021)

1.2 Sintese de polifosfatos

Em organismos eucarioticos unicelulares como leveduras, polyP participa na

sintese e reparo de DNA, modificacdo pOs-traducional, homeostase de fosfato,
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sequestro de arginina e resisténcia ao estresse causado por metais pesados (Xie e
Jakob, 2019). Além disso funciona como um reservatério de fosfato, uma vez que seus
niveis caem quando as células precisam de Pi. Também desempenham uma funcgéo
protetora celular, quelando cations como Ca?*, no vacuolo (Neef e Kladde, 2003). As
células de levedura possuem uma rede complexa de cascatas de sinalizacdo que lhes
permite fazer ajustes apropriados no metabolismo em resposta as mudancas
ambientais.

Para obter Pi do meio extracelular, as células de levedura fazem uso das
fosfatases acidas, transportadores de alta (Pho84 e Pho89) e baixa (Pho87 e Pho90)
afinidade e um possivel transportador de Pi na membrana plasmética Sygl (Oshima,
1997; Persson et al., 2003). Além de utilizar-se de reciclagem interna de nucleotideos
ou fosfolipideos celulares (Patton-Vogt, 2007).

Em fungos polyP é armazenado em vacuolos. O complexo enzimatico
Transportador Vacuolar Chaperona (VTC) é responsavel pela sintese de polyP na
membrana vacuolar (Christ et al., 2020), onde acopla a sintese de polyP a sua
translocacao através da membrana, sequestrando o polyP para o limen vacuolar (Fig.
2). O VTC funciona como complexo composto pela polimerase Vic4 e trés
subunidades regulatérias: Vtcl, Vtc2 e Vtc3, cada subunidade contém trés hélices
transmembrana de sequéncia relacionada. H4 ainda presenca de outra subunidade,
Vic5h.

Vtcl € uma proteina de membrana sem dominio hidrofilico diferentemente de
Vtc2, Vtc3 e Vitcd que tém dois dominios N-terminais hidrofilicos voltados para o
citosol, sendo eles: dominio SPX e dominio central. A maioria das proteinas que
contém o dominio SPX esta envolvida no metabolismo de fosfato, como
transportadores de fosfato, o que levou a descoberta de que esse dominio pode
regular a homeostase de fosfato em eucariotos (Gerasimaité e Mayer, 2016). Vtc4 usa
ATP para gerar PolyP e, simultaneamente, transportar o polianion para o vacuolo (Xie
e Jacob, 2019; Bru et al., 2016).

Existem dois diferentes complexos VTC: o complexo formado pelas
subunidades Vtc4, Vitc3 e Vicl, que esta localizado principalmente na membrana
vacuolar, e o complexo formado pelas subunidades Vtc4, Vtc2 e Vtcl encontrado no
reticulo endoplasmatico e envelope nuclear (Fig. 2). Numa situacdo de caréncia de
fosfato esse complexo também se localiza no vacuolo (Gerasimaité e Mayer, 2016;

Gerasimaité et al., 2014; Desfougeres et al., 2016).
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A sintese de polyP pelo complexo VTC depende de uma forgca motriz,
provenientede um gradiente eletroquimico de prétons, através da membrana vacuolar,
que é estabelecido pela acdo do sistema primério de transporte de protons, a V-
ATPase (Austin e Mayer, 2020; Desfougéres et al., 2016; Gerasimaité e Mayer, 2016;
Nelson & Harvey, 1999).

nucleus
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Figura 2: Localizagdo do complexo VTC. Subunidades VTC1, VTC3 e VTC4 estéo localizadas
no vacuolo e VTC1, VTC2 e VTC4 estdo localizadas no reticulo endoplasmatico. Figura
adaptada de Gerasimaité e Mayer (2016).

A homeostase do fosfato celular envolve a interconex@o metabdlica entre ATP,
polifosfatos e inositol polifosfatos. Os niveis de PP-InsPs aumentam de acordo com o
nivel de Pi disponivel. As células regulam os niveis de fosfato orquestrando aquisicao
e estocagem de fosfato através de inositol pirofosfatos e o dominio proteico SPX que
atua como um sensor para PP-IPs presente nos transportadores e no complexo VTC
em células fungicas. O metabolismo dos polifosfatos em leveduras, demonstrou ser
modulado por polifosfatos de inositol, especificamente por pirofosfatos como IP8, que
ativam a polimerase Vtc4 via ligacdo com dominio SPX (Secco et al., 2012a, b;
Auesukaree et al., 2005; Wild et al., 2016; Azevedo e Saiardi, 2017).
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1.3 V-ATPase

A V-ATPase é um sistema primario de transporte que funciona como um
nano-motor rotativo de bombeamento de prétons usando a energia de hidrélise da
adenosina trifosfato (ATP) em membras de células fungicas, vegetais e animais. Tanto
as V-ATPases de leveduras quanto de mamiferos apresentam homologia em
sequencia e composic¢des das subunidades e semelhancas no mecanismo enziméatico
(Marshansky e Futai, 2008). A V-ATPase é constituida por 13 subunidades,
distribuidas em dois complexos: o complexo de membrana hidrofébico (VQ) composto
por seis subunidades diferentes (a, d, e, c, ¢’ e ¢”) de aproximadamente 260 kDa, que
funciona na translocacédo de prétons e o complexo catalitico hidrofilico (V1) composto
por oito subunidades diferentes (A, B, C, D, E, F, G, H) de aproximadamente 650 kDa,
gue é responsavel pela hidrdlise de ATP (Fig. 3) (Forgac, 2007; Tomaschevsky, 2010).

As V-ATPases foram caracterizadas inicialmente em membranas vacuolares
de células fangicas, e posteriormente foram encontradas em varios compartimentos
intracelulares, como: lisossomos, endossomos, complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico, vesiculas secretérias e membrana nuclear (Forgac, 2007; Samarao
et al., 2009).

As V-ATPases acoplam a hidrélise de ATP ao transporte de H* através de
membranas biolégicas, fazendo com que a forca préton motriz gerada por essas
enzimas seja usada para impulsionar e realizar transporte membranar secundario de
ions, aminoécidos, acucares em organelas de células eucaribticas na célula (Nelson
& Harvey, 1999). As V-ATPases apresentam um papel importante na acidificacao de
organelas e no controle de pH celular (Banerjee e Kane, 2020), sdo essenciais na
regulacdo do balanco osmatico e no correto enderecamento de proteinas (Harvey,
1992).

A regulacéo da atividade da V-ATPase ocorre em resposta a disponibilidade
deglicose (Beyenbach e Wieczorek, 2006). Também foi sugerido que sua regulacéo
estarelacionada com um cédigo de reconhecimento dos lipideos de fosfatidilinositol
(Li et al., 2014). Essa regulacdo possui como um dos seus principais mecanismos a
modulacao dos niveis de montagem dos complexos V1-V0 (Kane, 2006; Forgac, 2007).
O fosfatidilinositol 3,5-bisfosfato (PI(3,5)P2) atua como um dos importantes
reguladores da atividade e montagem da V-ATPase, ligando-se em um dominio N-
terminal citosolico da subunidade a (Vphl), estabilizando as interacbes entre
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complexo V1-VO e aumentando a atividade da V-ATPase (Li et al., 2014). Outro
fosfatildilinositol enriquecido no Golgi, fosfatidilinositol 4-fosfato, interage diretamente

com outra isoforma da subunidade a em levedura, Stvl (Levine e Munro, 2002).

Vo

Lumen de organela

H+

Figura 3: Modelo da V-ATPase e suas respectivas subunidades (adaptado de Sun-Wada e
Wada, 2015).

Estudos com levedura Saccharomyces cerevisiae mostraram que a delecéo

do gene vmaz2, que codifica subunidade B do complexo V1, resulta em diminuicéo da

atividadede hidrdlise de ATP e translocacdo de prétons da V-ATPase, além de uma
diminuicdodo acumulo/contetddo de polyP nas fases de crescimento exponencial e
estacionaria (Tomascheysky, 2010; Trilisenko, 2013). Esses dados sugerem que a
subunidade B e/ou a V-ATPase tém um importante papel na energizacdo da
membrana vacuolar e na biossintese de polyP, e que a sintese desses polimeros e o
gradiente eletroquimicode protons na membrana vacuolar possuem uma relacdo
importante (Tomascheysky,2010; Trilisenko, 2013). Foi demonstrado também que
algumas mutacdes na subunidade a (vphl) do complexo VO afetam o transporte
intracelular de fosfato (Li et al., 2014).

Atividade de V-ATPase e energizacdo de membrana Sao essenciais para
sintese e transporte de polyP no vacuolo (Austin e Mayer, 2020). Foi demonstrado
gue as células com mutacdes em genes que codificam para as subunidades de V-

ATPase apresentam niveis alterados de polifosfatos. Ao mesmo tempo, foi mostrado
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a presenca das proteinas Vitcl, Vtc2 eVic3, esta relacionada com o numero de
subunidades V1 periféricas associadas aos vacuolos sugerindo a interacao fisica das
proteinas Vtc com a V-ATPase que afetam a conformacao de VO, influenciando a
estabilidade da V-ATPase e funcéo de seu setor VO na fusdo da membrana vacuolar
(Mdller et al., 2002).

1.4 Polifosfatos de inositol e pirofosfatos de inositol

O inositol, chamado primeiramente de “inosita” por causa do seu sabor
adocicadofoi isolado e purificado (de vegetais e urina de cavalo) pela primeira vez no
século XIX,através dos trabalhos de Scherer em 1850 e Maguenne em 1887. Esse
polidlcool ciclico contém um anel de seis a&tomos de carbono (C) e seis grupos OH
(cicloexanopoliol), eles sofrem rapidos ciclos de fosforilagdo e desfosforilacdo nas
posicoes 3’, 4’ e 5’ e formam varias espécies de fosfoinositideos. No passado eram
considerados integrantes da familia da vitamina B, porém atualmente sabe-se que
eles séo sintetizados no organismo a partir de D-glicose (Vucenik, 2019).

O mio-inositol, produzido a partir da glicose € um dos seus isdbmeros mais
abundantes na natureza (York, 2006), € precursor para formacao de polifosfatos de
inositois compostos por multiplas combinacfes dos grupos monofosfato e pirofosfato
(Alcazar-Roman e Wente, 2008).

Os inositois podem ser encontrados ligados a fosfolipidios, também como acido
fitico, ou ainda em sua forma livre, tanto em células animais quanto vegetais.
Praticamente todas as células vegetais e grande parte das de mamiferos apresentam
inositol e polifosfatos de inositol em grande quantidade (Croze e Soulage, 2013).

Os polifosfatos de inositol desempenham fung¢des importantes e vitais para a
célula incluindo regulacéo da proliferacao e diferenciacao celular, transducéo de sinal,
transducédo de energia e geracao de ATP, transcricdo de RNA e reparo de DNA
(Thomas et al.,, 2016). Véarias doengcas metabdlicas tém sido associadas a
desregulacéo do seu metabolismo, além de cancer, sindrome dos ovarios policisticos
e disturbios neuroldgicos (Croze e Soulage, 2013; Thomas et al., 2016; Unfer et al.,
2017; Vucenik e Shamsuddin. 2003).

Os polifosfatos de inositol ou fosfoinositideos (IPs ou InsPs) sdo derivados
fosforilados do fosfatidilinositol (Staiano e Matteis, 2019). Eles constituem apenas uma
pequena fracéo dos fosfolipideos celulares, mas controlam inlmeros aspectos da vida
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e morte celular (Weinberg, 2021), incluindo sinalizacéo e comunicacao celular, trafego
vesicular, regulacao de canais de membrana e transportadores, resposta inflamatoria,
ativagdo imunologica, modulam a distribuicdo e o metabolismo de lipideos além de
controlar processos endociticos e exociticos (Almeida et. al, 2003; York, 2006; Balla,
2013; Weinberg, 2021).

Os polifosfatos de inositol altamente fosforilados fornecem interconexdes
adicionais entre as redes metabdlicas e de sinalizacdo. Através de uma cascata de
reagOes de fosforilagdo convertendo inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3 ou IP3) em inositol
hexaquisfosfato (InsP6 ou IP6). E a partir de IP6 ocorre a producao de pirofosfatos de
inositol (PP-IPs), seguindo uma cascata de fosforilagéo e desfosforilagdo, executadas
pelas quinases inositol hexaquisfosfato (IP6Ks) e difosfoinositol pentaquisfosfato
(PPIP5KS).

Os difosfoinositol polifosfatos, também conhecidos como pirofosfatos de
inositol (PP-InsPs ou PP-IPs) formam uma classe Unica de moléculas contendo até
duas liga¢bes fosfoanidrido de alta energia. Sua biossintese comec¢a com a hidrolise
do fosfoinositideo fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) pela enzima fosfolipase C
(PLC) (Fig. 4). Essa hidrolise resulta na geracdo de diacilglicerol (DAG) ligado a
membrana e liberagcédo do inositol trifosfato (IP3) para o citosol (Azevedo e Saiardi,
2017), onde IP3 serve como mediador da liberacdo de Ca?* através de sua ligacdo a
canais de Ca?* IP3-sensiveis no reticulo endoplasmatico, e também como precursor
para formacao de polifostatos e pirofosfatos de Inositol (Fig. 4) (Miller et al., 2008).

O IP3 é essencial na sinalizacédo de Ca?* em muitos metazoarios, todavia um
papel semelhante ndo foi tdo bem estabelecido em células de euacariontes
unicelulares como levedura.

Uma cascata de reacOes de fosforilacdo catalisadas pelas enzimas IP
quinases Arg82p e Ipklp em levedura ou IMPK e IPTKA/B e ITPK em humano

converte mensageiro secundario InsP3 em inositol hexaquisfosfato IP6. IP3 é

fosforilado pela enzima inositol polifosfato multiquinase (IPMK) e pela enzima inositol
1,4,5-trifosfato 3-quinase (IP3-3K) gerando o inositol 1,3,4,5 tetraquisfosfato (IP4), que
€ novamentefosforilado pela IPMK formando o inositol 1,3,4,5,6 pentacisfosfato (IP5).
A molécula de IP5 é fosforilada pelo inositol 1,3,4,5,6 pentacisfosfato 2-quinase (IP5-
2K) gerandolP6 (Azevedo e Saiardi, 2017).
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Figura 4: Sinalizacao de inositol 1,4,5-trisfosfato de inositol. PIP2 é clivado pela fosfolipase C
liberando IP3 e diacilglicerol. O IP3 promove a abertura de canais de calcio (IP3R) no reticulo
endoplasmatico e ao ser fosforilado é transformado em IP4 (Miller et al., 2008).

A molécula de IP6 € o inositol polifosfato mais abundante com niveis variando
de 10 a 100 uM na maioria dos eucariotos (Czech, 2000). Moléculas de InsP
pirofosforiladas contendo ligacfes de difosfato ricas em energia sdo geradas a partir de
InsP5 e InsP6através das atividades de quinase de Kcslp e Viplp em leveduras e por
quinases IP6K e PPIP5Ks em humanos (Czech, 2000).

A posicao 5 do anel do inositol em IP5 € pirofosforilada pela quinase IP6Ks
1/2/3, formando 5-difosfo-mio-inositol 1,3,4,6-tetraquisfosfato (5-PP-IP4), 0 mesmo
acontececom IP6 produzindo 5-difosfo-mio-inositol 1,3,4,5,6 pentacisfosfato (5-PP-
InsP5) maisconhecido como 5-IP7. A molécula IP6 pode ser pirofosforilada pelas
enzimas quinases PPIP5Ks 1/2/3 nas posi¢cdes 1 ou 3 produzindo 1-IP7, ja bis-
difosfoinositol tetraquisfosfato (IP8) é formado pela combinacédo das quinases IP6Ks
e PPIP5Ks. A desfosforilacdo de pirofosfato de inositol para IP6 ou IP5 é catalisada
pela enzima difosfoinositol polifosfato fosfohidrolase (DIPP) (Fig. 5) (Park et al., 2017).
Curiosamente, a enzima difosfoinositol pentaquisfosfato quinase Viplp de levedura é
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uma enzima bifuncional com atividades de quinase e fosfatase (Norman et al., 2018).
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Figura 5: Via biossintética de polifosfatos de inositol em mamiferos. Os grupos de fosfato
estdo representados em forma de circulos verdes. Segundo grupo de fosfato formando
pirofosfato esta representado com circulo vermelho (modificado de Park et al., 2017).

Os PP-InsPs possuem um papel importante na regulacdo de metabolismo
energético, homeostase de fosfato, sendo apontados como os metabolitos
regulatorios sinalizadores. Os mais estudados em mamiferos sédo difosfoinositol
pentacisfosfato (IP7 ou InsP7) e bis-difosfoinositol tetraquisfosfato (IP8 ou InsP8)
(Azevedo e Saiardi, 2017) por funcionar como importantes mensageiros sinalizadores.
Foi proposto que a via para turnover de 1,5-IP8 compreende predominantemente a
interconversado ciclica de IP6, 5-IP7, 1,5-1P8, e 1-IP7 mediada pelas quinases e
fosfatases especificadas na Figura 6.

A quinase IP6Ks possui Km para ATP entre 1,0 e 1,4 mM, que séo
concentracfes proximas aos niveis intracelulares de ATP, portanto foi sugerido que a
biossintese 5PP-InsP5 é reflexo direto da concentracéo celular de ATP (11-13) (Wu
PNAS 2016).
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Figura 6: A interconversdo ciclica de InsP6, 5-InsP7, 1,5-InsP8, e 1-InsP7. As enzimas

guinases e fosfatases estdo apresentadas junto com setas indicando direcdo da reacdo
enzimatica.

As enzimas IP6 quinases regulam a migracdo celular, sinalizacdo de
insulina, remodelamento de cromatina, metastase de cancer, metabolismo energético,
as funcdes dos neutrdfilos e pode regular a atividade de proteina supressora de tumor,
p53 (Azevedo e Saiardi, 2017; Lopez-Sanchez et al., 2020; Minini, 2020). O InsP6 tem
sido usado em pesquisas de prevencao, progressao e tratamento do cancer. O seu
potencial preventivo e terapéutico se relaciona ao seu papel antioxidante e por levar
ao bloqueio de vérios carcinégenos, além das atividades imunoestimulantes, anti-
inflamatoérias e supressoras do ciclo celular e proliferacdo. Conduzindo a célula a
diferenciacdo e apoptose, além de suprimir a angiogénese (Zhu et al., 2016), inibir
processos metastaticos e progressao tumoral, apresentar sinergismo com drogas
anticancerigenas e diminuir resisténcia a quimioterapia (Morton e Raison, 1963;
Rajasekaran et al., 2018; Vucenik, 2019; Mukherjee et al., 2020).

Os mecanismos dependentes de PP-InsP e seus alvos celulares ainda néo
foram completamente elucidados, acredita-se inositol fosfatos exercem suas funcdes
pleiotropicas atraves de interacdo e ligacdo com proteinas-alvos. Ainda, polifosfatos
de inositol participam de modificacdo pos-traducional de proteinas, onde transferem o
grupo B-fosforil para as proteinas fosforiladas, processo denominado pirofosforilacéo
protéica (Wu PNAS 2016).
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1.5 Calcineurina

A calcineurina (CaN) € uma proteina fosfatase do tipo serina/treonina regulada
porCa?*/calmodulina (Connolly et al., 2018). CaN funciona como heterodimero (Fig. 7)
constituida de uma subunidade A catalitica de 64 kDa contendo uma hélice de ligacéo
a cadeia 3, um dominio regulador, um dominio autoinibitério, um dominio C-terminal
ndo estruturado de funcdo desconhecida e uma subunidade B regulatoria de ligagédo
de Ca?* de 19 kDa, que é estruturalmente homdloga a calmodulina (CaM). CaN pode
ser expressa em trés isoformas diferentes (aCaN, BCaN e yCaN) (Creamer, 2020;
Cohen, 1989).

A CaN é ativada pelo aumento das concentragfes intracelulares de célcio
(Creamer, 2020). Os ions de Ca?' representam o0s segundos mensageiros na
sinalizacdo celular, ademais se torna toxico para a célula se a exposicao for
prolongada e se os seus niveis forem altos tanto no citosol como em organelas
(Swulius e Waxham, 2008).

Figura 7: Estrutura tridimensional da calmodulina (CaM) ativada pelo Ca?" se ligando a
calcineurina. Subunidade A (CNA) em verde e subunidade B (CNB) em laranja. As esferas
em azul claro representam o Ca?* em seus sitios de ligacdo na CaM (em azul) e na CNB. As
esferas pretas indicam os ions de ferro e zinco no sitio ativo da enzima, quatro residuos de
triptofano estdo em vermelho (Shen, 2008).

Ha alta concentragéo de calcio no meio extracelular e baixa concentracao intracelular.
Os ions de calcio ficam compartimentalizados em algumas organelas como o reticulo
endoplasmatico/sarcoplasmatico (em células musculares), lisossomos e vacuolos
(Swulius e Waxham, 2008).

O Ca?* é liberado do reticulo endoplasmatico através do estimulo de canais
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de calcio sensiveis a IP3 ou rianodina (Swulius e Waxham, 2008). A enzima
participanteda via de biossintese de polifosfatos de inositol, a inositol 1,4,5-trifosfato 3-
quinase oulP3K, regula homeostase de Ca?* através de controle do balanco entre IP3
e IP4. Alémdisso, o IP4 promove a entrada de Ca?* na célula do meio extracelular
(Park et al., 2017). Isso estimula transportadores da membrana plasmatica e de
organelas de armazenamento de calcio a promoverem sua liberacdo em ondas, num
ciclo de feedback positivo, a partir de um determinado local para microdominios
celulares ou toda a célula, e eventualmente para algumas células vizinhas num
mesmo tecido (Berridge et al., 1999; Shamsuddin e Vcenik, 1997; Swulius e Waxham,
2008 e Vucenik, 2019).

A calmodulina (CaM) é uma proteina que constitui cerca de 1% do total de
massa proteica nas células eucariéticas e auxilia na transmissédo do sinal de Ca?*,
agindo como um receptor para o cation, com quatro sitios de ligacdo e com o qual
possui alta afinidade (Hudmon e Schulman, 2002). CaM est& envolvida na regulagéo
da proliferacdo celular e do ciclo celular através de eventos de
fosforilacdo/desfosforilacdo dependentes de CaM. Quando Ca?* se liga a CaM, o
complexo Ca?*/CaM pode interagir e controlar atividade de proteinas-alvo, como
fosfatase calcineurina CaN e a familia de proteinas quinases dependentes de
Ca?*/CaM ou CaMK. A CaN é conhecida por ser a Unica proteina fosfatase ativada
diretamente pelo célcio e por complexo Ca?*/calmodulina (Swulius e Waxham, 2008;
Wigington et al., 2021).

A CaN desempenha papeis essenciais em varios processos de sinalizacao tais
como respostas adaptativas, ciclo celular, invasao de células hospedeiras e viruléncia
de patdogenos humanos (Connolly et al., 2018; Creamer, 2020). Um dos seus
substratos € o fator chave de transcricdo NFAT (fator nuclear de células T ativadas),
em mamiferos, onde a CaN controla a sua atividade, que € necessaria para a ativacdo
de células T e expressao de interleucina-2 (Park et al., 2019). Por isso seus inibidores,
ciclosporina A (CsA) e FK506 (tacrolimus), por exemplo, sdo muito usados como
imunossupressores, entretanto ao inibir a CaN em células ndo imunes esses
medicamentos causam diversos efeitos colaterais (Azzi et al.,, 2013; Roy e Cyert,
2020). Isso acontece porque além de promover o desenvolvimento de funcdes do
sistema imunoldgico e proliferacdo de células imunes, a CaN também tem papel
importante nos sistemas cardiovascular, nervoso e masculo-esquelético, e alteracdes

na sua atividade foram relatadas em doencas humanas como hipertrofia cardiaca,
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cancer, neurodegeneracao e doencas mentais (Connolly, 2018).

Recentemente foram descobertos novos substratos da CaN em células
humanas (Wigington et al., 2021). Um desses substratos pode estar envolvido na
regulacdo da morfologia celular, e € membro de uma subfamilia de proteinas
ativadoras de Rho GTPase, codificado pelo gene STARDS8, podendo também
funcionar como um supressor de tumor, além de estimular a hidrolise do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato PIP2 por fosfolipase C delta 1 (Baylei et al., 2010;
Wigington et al., 2021).

A CaN esta envolvida em regulacdo da expressédo génica (O’Keefe et al.,
1992)através de defosforilacao de fator de transcricdo NFAT em mamiferos e Crz1.
Em leveduras foi demonstrado seu papel no controle do ciclo celular, homeostase
ibnica, resposta ao feromoénio de acasalamento, sensing nutricional, respostas aos
estresses de metais e pH alcalino e manutencéo da integridade da parede celular. Por
ser umafosfatase, faz parte da dindmica do metabolismo e homeostase do fosfato na
célula (Cyert et al., 1991; Matsumoto et al., 2002; Thewes, 2014, Park, et al., 2019).

A cascata de sinalizacdo de CaM-Crzl pode ser ativada por diferentes
estimulos externos, como: Ca?*, Mg?*, Mn?*, Li*, K*, Na*, etanol, cafeina, temperatura,
pH, luz azul e antifingicos. Todos estes sinais causam a elevacéo transitéria de Ca?*
citosolico livre, que é regulada pela atividade coordenada de canais de Ca?*, Ca?*-
ATPase e trocadores de Ca?*/H* (Thewes, 2014; Liu et al., 2015).

1.6 Proliferagdo de células tumorais

As células tumorais apresentam alteraces nos mecanismos de controles do
ciclocelular como consequéncia de mutacdes e eventos epigenéticos e tem como uma
dascaracteristicas a proliferacdo descontrolada e invasao de outros tecidos, além de
umareprogramacao metabodlica (Hanahan e Weinberg, 2011).

As mutacdes que levam a perca de expressao e/ou funcao de supressores de
tumor e aumento da expressdol/atividade dos oncogenes fazem com que o0s
mecanismos de controle, que geralmente levam a indugdo de apoptose ou bloqueio
da divisdo celular diante de estresse ou acumulo de danos no DNA, parem de
funcionar. Com isso as vias de sinalizacdo e transducdo de sinal, envolvidas nos
controles proliferativos, sofrem alteragbes relevantes, levando a significativas

mudancas no metabolismo, a fim de suprir as demandas energéticas desse novo
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guadro (Hoxhaj e Manning, 2020; Ge et al., 2022). A reprogramacéo metabdlica pode
também participar na modulacao de sinalizacéo, controle de expressao génica e atuar
em mecanismos epigenéticos (Ge et al., 2022; McDonald et al., 2017). Um exemplo
classico de mudanca metabdlica é o efeito Warburg onde as células tumorais
apresentam alto consumo de glicose e producéo de lactato, mesmo na presenca de
oxigénio (Warburg, 1956).

Uma das vias de sinalizacdo comumente ativada no cancer, e que fomenta a
captacdo da glicose € a via de quinases PI3K-AKT-mTOR (Lawrence et al., 2014). Em
condi¢cBes normais essa via € ativada em respostas a citocinas, fatores de crescimento
e insulina, e auxilia no crescimento e controle da homeostase metabdlica do individuo
com um importante papel no crescimento e na sobrevivéncia do organismo,
regulando, por exemplo, o0 metabolismo de glicose, a manutencao do equilibrio redox
e a biossintese de macromoléculas (Fruman et al., 2017; Hoxhaj e Manning, 2020).

Essa via é critica para o controle do crescimento celular, e conforme ilustrado
na Figura 8, em condi¢Bes fisiolégicas normais, a partir de um sinal extracelular,
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é recrutada para a membrana plasmatica, onde
fosforila fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) formando fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfato (PIP3), que recruta e ativa a proteina serina-treonina quinase AKT também
para a membrana, porém a ativacdo de AKT ¢ limitada pela acao da proteina fosfatase
PTEN, que desfosforila PIP3 formando novamente PIP2. Na membrana, AKT ligada a
PIP3 e ativada é fosforilada em dois sitios pelas proteinas PDK1 e mTORC2,
garantindo o controle do metabolismo, proliferacdo, sobrevivéncia e crescimento
celular (Plas e Thompson, 2005; Hoxhaj e Manning, 2020). Importante destacar que a
molécula de PIP2 além de ser a fonte de PIP3, é fonte de IP3 (Fig. 5).
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Figura 8: Ativagao da via (PI3K)-AKT. Modificado de Hoxhaj e Manning (2020).

Em células tumorais ocorre uma reprogramacao metabdlica na qual a proteina
AKT é desregulada e ativada positivamente de forma anormal, estimulando a sintese
de proteinas e aumentando a incorporacao da glicose pela sinalizacdo da via mTOR,
o que facilita o efeito Warburg e a captacédo de nutrientes para suprir a alta demanda
de divisdo celular (Lawrence et al., 2014; Hoxhaj e Manning, 2020). Isso acontece
devido as mutagdes que permitem o crescimento celular mesmo na auséncia de sinais
extracelulares de fatores de crescimento e citocinas, além de ocorrer também, muitas
vezes, mutacdo na proteina PTEN, que atua como o segundo mais frequente
supressor de tumor, depois da p53, e que desfosforila PIP3 em PIP2, interferindo com
o controle da ativagcédo da AKT (Plas e Thompson, 2005; Hoxhaj e Manning, 2020).

No cancer as principais mutagdes envolvendo essa via incluem: mutagéo no
oncogene que codifica para uma das subunidades de PI3K tornando-a ativada,
mutacBes em PTEN levando a perda de funcéo ou delecdo da proteina supressora de
tumor, mutacdo que leva a ativacao dos receptores tirosina-quinase especificos para
PISK e sua amplificacdo, e mutacdes evolvidas em ganho de funcdo de uma das
isoformas de AKT e sua amplificacdo. Todas essas principais mutacoes levam a
ativacdo da via mTOR favorecendo assim a proliferacdo descontrolada (Zack et al.,
2013; Lawrence et al., 2014; Zhang et al., 2017; Hoxhaj e Manning, 2020).
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1.7 Leveduras-modelo

As leveduras sao geralmente definidas como fungos unicelulares sem corpos
de frutificacdo, com crescimento assexuado por brotamento ou por fissdo como
Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe, respectivamente, essas
sao classificadas como fungos ascomicetos do filo Ascomycota (Sipiczki, 2000).

As leveduras S. cerevisiae e S pombe, evolutivamente distantes entre Si
(aproximadamente 10° anos de separacgdo), sdo consideradas 6timos modelos para
estudo de processos celulares e moleculares de organismos eucaridticos, cuja
manipulacdo genética possibilita identificacdo de genes de uma determinada atividade
biolégica e isolamento de novos mutantes. As alteracdes das condigcbes do meio de
cultivo, como temperatura e composi¢cdo nutricional, por exemplo, possibilitam
pesquisas de respostas aos estresses ambientais. Sdo muito usadas para estudar
processos moleculares conservados em humanos, que sdo ausentes em bactérias,
incluindo sinalizag&o celular que envolve a comunicacao entre organelas (Hoffman et
al., 2015).

A primeira levedura a ter seu genoma completamente sequenciado foi a
levedura de brotamento S. cerevisiae em 1996, revelando aproximadamente 5.600
genes, porém apoés a remocao de alguns genes hipotéticos e pseudogenes houve uma
reducdo desse numero para 5.570 (Goffeau et al., 1996; Wood et al., 2001). Essa
levedura também € amplamente usada na indulstria alimenticia na producdo de
alimentos fermentativos como péo e algumas bebidas incluindo cervejas, vinhos, e
também na industria de biocombustiveis. Além disso, sdo também usadas para
expressdo e producdo de produtos farmacéuticos e outros compostos de interesse
(Belda et al., 2019).

J& o sequenciamento do genoma da levedura de fissdo S. pombe foi concluido
em 2002 (Wood et al., 2002). Das 5.054 proteinas conhecidas, 2.154 tém papel
biologico caracterizado, estima-se que 2.050 sao ortdlogos geralmente de S.
cerevisiae e 850 ndo tem o papel biolégico conhecido (Hoffman et al., 2015).

As leveduras vém sendo utilizadas como ferramenta de estudo para os diversos
processos celulares de eucariotos, buscando elucidar as vias intracelulares,
facilitando a compreensao dos mecanismos complexos em células animais, como
pesquisas das bases bioquimicas, celulares e moleculares de patologias humanas

incluindo doencas neurodegenerativas, cancer e desordens metabodlicas (Lei e
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Klionsky, 2023). Além disso, o estudo de diferentes tipos de estresse (osmdtico,
térmico, oxidativo, nutricional e outros) tem sido acelerado pelo uso de levedura como
sistema modelo para clonar e analisar genes que contribuem para a tolerancia a
condicdes adversas (Forsburg, 2005).

Diversos genes dessas leveduras mostram alto grau de similaridade com
genespresentes no genoma humano, justificando a importancia do uso das leveduras
como modelo de estudo nos mecanismos bioquimicos, celulares e moleculares
evolutivamente conservados e comuns a esses microrganismos eucarioticos e
humanos (Wood et al., 2002). As leveduras também sao usadas com sucesso para
entendimento de processos de senescéncia e envelhecimento.

No campo de pesquisas de metabolismo de polifosfatos de inositol foi
demonstrado que a proteina Aspl de S. pombe é uma enzima bifuncional com
atividade de difosfoinositol pentakisfosfato quinase PPIP5K e de pirofosfatase,
gerando IP7 e IP8. Esses dois pirofosfatos de inositol controlam diversos processos
biolégicos incluindo morfogénese celular, sintese de polyP e transmissdo de
cromossomos durante a divisdo celular (Pascual-Ortiz et al., 2021; Kunzel et al., 2022).
Atividade de Aspl € necessaria para a estabilidade do genoma e para evitar eventos
de aneuploidia (perda ou ganho de cromossomos), que € uma caracteristica das
células cancerigenas, também encontrada em varias doencas neurodegenerativas
(Kuenzel et al., 2022).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elucidar o papel de polifosfatos e polifosfatos de inositol na reprogramacao

metabdlicadurante proliferacéo celular tumorigénica e de leveduras.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar in silico a expressao de genes que codificam para as enzimas
envolvidas em metabolismo de polifosfatos e pirofosfatos de inositol em

diferentes tipos teciduaise tumorais;

- Comparar niveis de polifosfatos em células de levedura do tipo selvagem e

mutantes deficientes de calcineurina;

- ldentificar a rede de interacdes de genes que codificam para as enzimas
envolvidasem biossintese de polifosfatos com genes que codificam para as
subunidades da V- ATPase e de calcineurina, buscando revelar uma nova

integracdo metabolico- sinalizadora para fendmenos proliferativos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microorganismos

No presente trabalho foi usada a levedura Saccharomyces cerevisiae cepas
K601 (gendtipo MATa ade2-1 canl1-100 his3-11,14 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1) e K603
(mutante deficiente na subunidade regulatéria da calcineurina) genétipo (W303-1A
cnbl::LEU2).

3.2 Cultivo das células

O meio de cultura utilizado para as cepas de S. cerevisiae foi o0 YPD (1% de
extratode levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de agar para meio sélido). O
meio foi autoclavados a 1 atm por 15 min, o meio soélido foi vertido em placas de Petri
no fluxo laminar e levadas a incubadora a 30°C por 24 hrs para controle de
esterilidade. Logo apds as cepas foram semeadas nas placas e incubadas a 30°C por
72 horas. O repique de manutencdo das cepas foi realizado a cada 3 meses. Para
obtencdo das culturas, as células foram cultivadas em meio liquido elas foram

mantidas em shakerna velocidade de 250 rpm a 30°C por 24hr.

3.3 Preparo das células e extracao de polifosfatos

Algumas coldnias de levedura foram tiradas das placas, colocadas em 5ml de
meio liquido, e cultivadas sob agitacéo constante de 250 rpm a 30°C por 24 h. Indculo:
Apés as 24h de agitacdo foi medido a densidade 6tica (DO600nm), logo apdso célculo
de inoculacdo foi feito de acordo com tempo de geracdo das células, depoisfoi
inoculada em 200 mL e 400 mL do meio liqguido e mantidas a 30°C sob agitacdo
constante de 250 rpm por 28h. As células foram coletadas usando centrifugacao de
5000xg por 7min a 4°C, logo apds foram lavadas com &gua destilada, ressuspensas e
centrifugadasna mesma velocidade pelo mesmo tempo, esse processo foi feito 2x. Foi
determinado o peso de tubos Falcon de 50 mL limpos e secos e ap0s a lavagem das
células os tubos foram pesadosnovamente a diferenca foi o peso umido das células.
A extrac&o do acido sollvel foi feita em 2 partes: 12 com 30 mL de 1N HCIO4 para cada
5g de células sedimentadas, as células foram mantidasem banho de gelo onde foram
misturadas constantemente por 10 min, logo apés esse tempo foram centrifugadas a
~5000xg por 10 min a 4°C e reservado o sobrenadante a 22 foi feita com 15mL de 1N

HCIO4 para cada 5g de células sedimentadas (essa parte nio precisou de banho de
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gelo) e centrifugada a ~5000xg por 10 min a 4°C e reservado o sobrenadante. Os
sobrenadantes da 12 e 22 extracdo foram unidos, determinado o volume, logo apdés foi
dividido em duas partes com volumes iguais. A 12 parte foi neutralizada com KOH 15%
com pH 7,0 e seu volume final foi determinadoe reservado em geladeira. A 22 parte foi
levado a banho-maria a 100°C por 20 min, e resfriado a 42C e neutralizado com KOH
15% com pH 7,0 e seu volume final foi determinado e reservado em geladeira. A
extracdo do acido insoltvel foi feita com 15 mL de 0,5N HCIO4 para cada 5g de células
sedimentadas, o sobrenadante foi levado ao banho-maria a 100°C por 30 minuto
misturando constantemente, apds esse tempo foiesfriado a ~25°C e centrifugado a
~5000xg por 10 min a 4°C, e reservado em geladeira. Todas as vidrarias utilizadas

foram lavadas com detergente, enxaguados com agua e mergulhadas na solucéo de

H2S04 (acido sulfarico) a 2% por 15 min para tirar todo o residuo de fosfato dessas

vidrarias/materiais, e enxaguadas com agua destilada.

3.4 Determinacdo de fosfato inorganico (Pi)

Para a determinagédo de Pi, foi feita a leitura de todas as solugbes das
extracdes. Paraisso, consideramos 0s volumes das amostras necessarias para que
suas leituras figuem dentro da curva padréo de Pi. Para a curva padrao de Pi foi

utilizada a solucdoestoque de KH2SO4 na concentragéo de 0,5 pmol/mL onde foi

usado como padréo docontetido de fosfato inorganico (Pi). Volumes entre 50 e 1000 L
dessa solucao foramutilizados para determinar a curva padréo. Os volumes abaixo de
1000 pL foram completados com quantidade suficiente de agua destilada para
completar o volume final de 1 mL, logo apdés foi adicionado 2 mL da solucéo C (mistura
100:1 da solucdo A (molibdato de amonio 0,5%; SDS 0,5%; H2S04 2%)) e a solugéo
B (acido ascorbico10%), preparada no momento préximo a sua adigdo (com 20s de
intervalo de um tubode reac&o para outro). Em seguida foi realizada a leitura das

amostras no espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 750 nm.

3.5 Identificacdo de genes e analise de expressao génica

Para identificacdo de genes e informacdes relacionadas usamos o banco de
dados GeneCards (https://www.genecards.org/), que € um banco de dados
pesquisavel e integrativo que fornece informacdes abrangentes e faceis de usar sobre
todos os genes humanos anotados e previstos, codificantes para proteinas e RNAs

(Stelzer et al.,, 2016). A base de conhecimento integra automaticamente dados
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centrados em genes de cerca de 150 fontes da web, incluindo informacdes
gendmicas, transcriptbmicas, protedmicas, genéticas, clinicas e funcionais. As
analises de expressao dos genes que codificam para as enzimas via da biossintese de
polifosfatosde inositol foram realizadas usando as plataformas de dados de acesso
gratuito disponiveis on-line, GEPIA2, GTEx, UALCAN.

A plataforma online GEPIA2 (Gene Expression Profiling Interactive Analysis
2) € uma plataforma online (http:/gepia2.cancer-pku.cn) para analise de expressao
génicaem tecidos tumorais e tecidos normais usando bancos de dados The Cancer
GenomeAtlas (TCGA) e Genotype-Tissue Expression (GTEX), fornecendo os dados
como expressao génica, estadiamento do tumor e periodo de sobrevivéncia de varios
tiposde cancer, dentre outros (Tang et a., 2017).

As analises realizadas no portal GEPIA2 (também foram realizadas pela
plataformaGTEXx (Genotype-Tissue Expression Project; Lonsdale et al., 2013).

O portal UALCAN (The University of ALabama at Birmingham CANcer data
analysis Portal) € um portal on-line (http://ualcan.path.uab.edu/analysis.html) para
analise de dados 6micas de cancer (Chandrashekar et al., 2022). O UALCAN foi
projetado para: a) fornecer acesso facil a dados OMICS de cancer disponiveis
publicamente (TCGA, MET500, CPTAC e CBTTC); b) permitir que 0s usuarios
identifiquem biomarcadores ou realizem validacédo in silico de potenciais genes de

interesse; c) fornecer graficos egraficos que descrevem o perfil de expressao e as
informacgBes de sobrevivéncia do paciente para genes codificadores de proteinas,
codificadores de miRNA e codificadores de lincRNA; d) avaliar a regulacdo epigenética
da expresséao génica pormetilacao do promotor; €) realizar anélise de expressao génica
pan-cancer; f) fornecerinformacdes adicionais sobre os genes/alvos selecionados por
meio de links para HPRD, GeneCards, Pubmed, TargetScan, The Human Protein
Atlas, DRUGBANK, Open Targets e GTEx. Esses recursos permitem que 0sS
pesquisadores coletem informacfes e dados valiosos sobre os genes/alvos de
interesse; g) fornecer analisesclinicas de dados do consorcio protedmico, incluindo
totais/fosfoproteinas; h) fornecera expresséo génica de tumores cerebrais pediatricos

e analise de expressao proteica.

3.6 Andlise de redes de interacdo génica e proteina-proteina
As analises da interacdo génica e protéica foram realizadas usando as
plataformas on-line STRING e GENEMania. A plataforma de dados STRING
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((https://string-db.org) integra todas as associacdes conhecidas e previstas entre
genes e proteinas, incluindo interacdes genicas, fisicas e associacbes funcionais
(Szklarczyk et al., 2019). Para isso, 0 STRING coleta e pontua evidéncias de varias
fontes como: mineracdo de texto automatizada daliteratura cientifica, bancos de dados
de experimentos de interacdo e complexos/viasanotados, previsdes de interacédo
computacional de co-expressao e do contextogenémico conservado e transferéncias
sistematicas de evidéncias de interagdo de umorganismo para outro. O portal permite
analise para uma Unica proteina/gene ou paramdultiplos genes/proteinas. As analises
foram realizadas usando o parametro deinteracdo de confidencia média (score 0,4).

A plataforma GeneMANIA (https://genemania.org/) permite andlise de
interacdes entregene e proteinas e vias celulares e construcdo das redes interativas
(Warde-Farley et al., 2010). Para isso, os nomes de genes de interesse sao inseridos
na janela de buscaescolhendo o organismo a ser pesquisado, que inclui H. sapiens e

S. cerevisiae, dentre outros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Genes codificantes para enzimas da biossintese de inositol polifosfatos

Foi realizado uma busca no portal GeneCards com a finalidade de encontrar
osgenes envolvidos na biossintese do pirofosfato e polifosfato de inositol em células
dehumanos. Os genes identificados e enzimas codificadas estdao apresentados
naTabela 1, com destaque para genes IP6K1, IP6K2, IP6K3, PPIP5K1 e PPIP5K2,
que codificam para enzimas pirofosfatases responsaveis por pirofosforilagdo dos
polifosfatos de inositol produzindo os pirofosfatos de inositol IP7 e IP8. Seus
respectivos homologos em células de organismo eucariético unicelular, levedura
Saccharomyces cerevisiae, foram identificados no portal do Alliance of Genome
Resources.

A multiguinase IPMK ¢é codificada por tnico gene, bem como a quinase ITPK1,
ambas fosforilando IP3 e IP4 no inicio da via de biossintese de polifosfatos de inositol.
Trés genes (ITPKA/B/C) codificam para isoenzimas inositol-trifosfato-3- quinase
A/BIC, que tém papel essencial na sinalizacao de calcio induzida por IP3.

As enzimas inositol hexaquisfosfato quinase 3 e difosfoinositol
pentaquisfosfato 1- quinase, que levam a producao de IP7 e IP8 apresentam mais de
um gene (IP6K1/2/3e PPIP5K1/2), refletindo importéancia da regulagao diferenciada da

sua expressao e/ouatividade enzimatica.

4.2 Localizacdo intracelular das enzimas da biosintese do polifosfatos de
inositol

As localizacg@es intracelulares das enzimas da via de producéo de polifosfatos
de inositol foram identificadas utilizando a plataforma UNIPROT. Como pode ser
observado na Tabela 2, todas as enzimas para producao de polifosfatos de inositol
estdo presentes no nudcleo e citosol, um terco das enzimas da via (IPMK, INPP5J,
ITPK1 e PPIP5K1) se localizam na membrana plasmatica, ITPKA, ITPKB e IP6K2
(23%) encontram-se no citoesqueleto, ITPKA, ITPKC e ITPK1 em mitocondria, e
apenas ITPKB no reticulo endoplasmatico. Localizacdo diferenciada reflete

contribuicdo e importancia de cada organela na sintese de polifosfatos de inositol.



Tabela 1. Os genes e enzimas da via biossintética de inositol polifosfatos.

GENE GENE
Hs ENZIMAS
Sc
ARG82
IPMK IPMK Inositol polifosfato multiquinase —IPK2
ITPKA Inositol-trifosfato-3- quinase A
ITPKB Ip3-3K | [Inositol-trifosfato-3- quinase B
ITPKC Inositol-trifosfato-3- quinase C
INPP5J INPP5 Inositol polifosfato -5- fosfatase J
ITPK1 ITPK1 Inositol- tetraquisfosfato 1 quinase
IP6K1 Inositol hexaquisfosfato quinase 1 KCS1
IP6K2 IP6Ks | Inositol hexaquisfosfato quinase 2 KCS1
IP6K3 Inositol hexaquisfosfato quinase 3 KCS1
PPIP5K1 Difosfoinositol pentaquisfosfato 1-quinase VIP1
PPIP5Ks
PPIP5K2 Difosfoinositol pentaquisfosfato 2-quinase VIP1
IPPK IP5-2K Inositol pentaquisfosfato 2-quinase IPK1
Diphosphoinasitol polyphosphate
NUDT3 DIPP phosphohydrolase, Nudix hidrolase 3 DDP1

Os genes em negrito denotam os envolvidos na sintese de inositol polifosfatos como inositol

pirofosfato IP7 e inositol pirofosfato IP8. Hs, Homo sapiens; Sc, Saccharomyces cerevisiae.
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Tabela 2: Localizacao celular das enzimas da sintese do polifosfatos de inositol.

Localizag&o celular
Enzimas 3 . Membrana Cito . Reticulo
Nucleo | Citosol Mitocondria endo-
plasmatica | esqueleto S
IPMK X X X
ITPKA X X X X
ITPKB X X X X
ITPKC X X X
INPP5J X X X
ITPK1 X X X X
IP6K1 X X
IP6K2 X X X
IP6K3 X X
PPIP5K1 X X X
PPIP5K2 X X
IPPK X X
NUDT3 X X

4.3 Andlise da expresséo tecidual dos genes envolvidos no metabolismo de
polifosfatos de inositol

A plataforma GTEXx foi usada para identificar padrdo de expresséo génica das
diferentes enzimas e suas isoformas em diversos tecidos humanos. Realizamos
andlise individual para cada gene da via de biossintese de polifosfatos de inositol e
analise multigénica. A Figura 9 mostra a expressao do gene IPMK em seis tecidos
mais expressos e em dois tecidos com menor expressao (dos trinta tipos celulares e
teciduais disponiveis para analise). Os mais expressos foram: células - linfécitos
transformados por EBV, com 8.453 transcritos por milhdo (TMP), seguido de células
— fibroblastos cultivados,com 7.692 TPM, pele — ndo exposta ao sol (suprapubica) com
6.742 TPM, mucosa esofagica com 6.600 TPM, cérebro — hemisfério cerebelar com
6.274 TPM e adiposo — subcutaneo com 6.214 TPM e os dois menos expressos foram
coracado — apéndiceatrial com 1.564 TPM e ventriculo esquerdo com 0.8436 TPM.
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Figura 9: Distribuicdo da expressdo génica de IPMK em diversos tecidos (eixo X) em
transcritos por milh&o (eixo y).
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Figura 10: Distribuicdo da expressdo génica de ITPKA em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

A Figura 10 mostra anélise para gene ITPKA com expressao tecido-especifica
no cérebro. Os seis mais expressos foram todos em tecidos cerebrais: cortex com

75.67 TPM, cortex frontal (BA9) com 75.24 TPM, caudado (ganglio da base) com
50.63 TPM, cortex circulado anterior (ganglio da base) com 45.83 TPM, putamen



41

(ganglio da base) com 38.07 TPM. Os tecidos com baixissima expressao desse gene

foram medula de rim com 0.2170 TPM e sangue total com 0.1554 TPM.
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Figura 11: Distribuicdo da expressao génica de ITPKB em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

Aexpressado do gene ITPKB parece ser ubiquota (Fig. 11), sendo os seis tecidos
mais expressos para esse gene foram utero com 94.22 TPM, cérebro — substancia
nigra com 79.73 TPM, musculo esofagico com 76.81 TPM, colon — sigmoide com
74.16 TPM, cérebro — medula espinhal (cervical c-1) com 71.58 TPM e eséfago —
juncdo gastroesofagica com 67.18 TPM e dois menos expressos foram células de
fibroblastos cultivados com 3.174 TPM e figado com 1.307 TPM.

Diferentemente de ITPKA e ITPKB, o gene ITPKC (Fig. 12) nao teve alta
expressdo em cérebro, 0s seis genes mais expressos em ITPKC foram mucosa
esofagica com 124.9 TPM, pele exposta ao sol (parte inferior da perna) com 87.95
TPM, vagina com 78.28 TPM, pele ndo exposta ao sol (suprapubica) com 78.09 TPM,
pulmdo com 72.24TPM e nervo tibial com 70.94 TPM, e os dois menos expresso foram
no cérebro sendoamigdala com 5.378 TPM e cérebro putamen (ganglio da base).

O gene INPP5J (Fig. 13) mostrou ser especifico da tireoide com 357.2 TPM
seguido do cérebro — cerebelo com 107.6 TPM, cérebro — hemisfério cerebelar com
88.57 TPM, rim — cértex com 20.73 TPM, intestino delgado - ileo terminal com 19.77
TPM e rim — medula com 19.44 os que tinham menos expressao foram figado e
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sangue total com 0.1907 e 0.08424 TPM respectivamente.
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Figura 12: Distribuicdo da expressdo génica de ITPKC em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).
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Figura 13: Distribuicdo da expressédo génica de INPP5J em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

O gene ITPK1 (Fig. 14) mostrou ser altamente expresso em cérebro com expressao

no cortex frontal com 110.4 TPM, cértex com 104.5 TPM, medula espinhal(cervical c-1),
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nervo tibial com 87.61 TPM, cérebro — cortex circulado anterior (BA24)e cérebro-
hipocampo, enquanto no musculo esquelético e no pancreas suas expressdes foram baixas

com 12.83 e 9.652 TPM, respectivamente.
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Figura 14: Distribuicdo da expressdo génica de ITPK1 em diversos tecidos.

Os seis tecidos mais expressos no gene IP6K1 (Fig. 15) foram cerebelo com
85.23 TPM e hemisfério cerebelar com 80.09 TPM, testiculo com 61.54 TPM, cértex
cerebral com 56.77 TPM, utero com 53.13 TPM e cortex frontal (BA9) com 49.55 TPM
os dois menos expressos foram figado com 8.635 TPM e coracdo — ventriculo
esquerdo com 8.038 TPM.
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Figura 15: Distribuicdo da expressado génica de IP6K1 em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

Os seis tecidos mais expressos no gene IP6K2 (Fig. 16) foram nervo tibial com
93.79 TPM, cerebelo e hemisfério cerebelar com ~92 TPM, colo do Utero - endocérvice
com 74.82 TPM, utero com 73.44 TPM e pituitaria com 70.24 TPM, j& nocoracdo —
ventriculo esquerdo e musculo esquelético suas expressdes foram baixas com 9.930

e 8.504 TPM, respectivamente.
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Figura 16: DistribuicAo da expressdo génica de IP6K2 em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

O gene IP6K3 (Fig. 17) mostrou ser especifico no masculo esquelético com

218.6 TPM, seguido dos seguintes tecidos tireoide com 18.93 TPM, coragéao-
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ventriculo esquerdo com 17.27 TPM, medula espinhal (cervical c-1), coracdo —
apéndice atrial com 11.18 TPM e colon sigmdide com 9.598 TPM,e os dois menos
expressos para esse genes foram células- linfocitos transformados por EBV com
0.07786 TPM e sangue total com 0.03673 TPM.

Para o gene PPIP5K1 (Fig. 18) os tecidos mais expressos foram cerebelo com
56.69 TPM, hemisfério cerebelar com 52.93 TPM, pituitaria com 19.85 TPM, testiculo
com 35.64 TPM, tireoide com 12.54 TPM e cortex cerebral com 10.97 TPM, e dois
menos expressos foram coracao — ventriculo esquerdo com 1.515 TPM e sangue total
com 0.6672 TPM.
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Figura 17: Distribuicdo da expressdo génica de IP6K3 em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

Para o gene PPIP5K2 (Fig. 19) os tecidos mais expressos foram nervo tibial
com 11.54 TPM, células linfocitos transformados por EBV com 10.80 TPM, artéria
coronaria com 10.70 TPM, colo do utero — ectocérvice com 10.68 TPM, células
fibroblastos cultivados com 10.48 TPM e ovario com 10.29 TPM e os dois menos
expressos foram sangue total e musculo esquelético com 1.628 e 0.8997 TPM

respectivamente.
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Figura 18: Distribuicdo da expressao génica de PPIP5K1 em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).
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Figura 19: Distribuicdo da expressdo génica de PPIP5K2 em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

Dos seis tecidos mais expressos no gene IPPK (Fig. 20) foram a pele teve
média de 40,09 TPM, mucosa esofagica com 35.49 TPM, testiculo com 20.56 TPM,
vagina com 19.85 TPM e cérebro — cerebelo com 16.20 TPM e dois menos expressos

foram figado com 2.109 TPM e sangue total com 1.839 TPM.
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Os seis tecidos mais expressos no gene NUDT3 (Fig. 21) foram nervo tibial
com 58.18 TPM, e em varias partes do cérebro com média de 47.54 TPM e os dois

menos expressos foram sangue total com 6.598 TPM e figado com 6.271 TPM.
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Figura 21: Distribuicdo da expressdo génica de NUDT3 em diversos tecidos (eixo x) em
transcritos por milh&o (eixo y).

Para comparar a expressao de todos 0s genes para biossintese de polifosfatos

de inositol, realizamos anélise multigénica da expressao com uso de plataforma GTEX.
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Figura 22 mostra o heat-map de expressdo em 54 tipos celulares e teciduais,
revelando os altos niveis de expressao para os genes INPP5J em tireoide (357 TPM),
IP6K3 no musculo esquelético (218,6 TPM), ITPKC em mucosa esofagica (125 TPM).
Os tecidos de péancreas e de figado se destacam por apresentar niveis baixos da

maioria de genes.
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Figura 22: Heat map de expressao génica em diferentes tipos teciduais e celulares.

A Tabela 3 mostra a distribuicdo da expressdo dos genes que codificam as
enzimas do metabolismo do polifosfato e polifosfato de Inositol por tipo de tecido. O
cérebro foio tecido em que a maioria (69%) dos genes se mostraram mais expressos,
seguido de nervo tibial, utero, testiculos, tireoide e pele ndo exposta ao sol com 31%
dos genes.

Figura 23 mostra heat-map de expresséo no cérebro, revelando o conjunto de
genes mais expressos e presentes praticamente em todo o cérebro foi constituido por
ITPKA/B, IP6K1/2, ITPK1, NUDT3, cuja expressao garante a sintese de IP3 a IP6,
precursores de pirofosfatos de inositol. Ainda, os dados indicam forte expressao
especifica de PPIP5K1 no cerebelo, sugerindo que esse tecido tem niveis elevados
de IP7 e IP8, que pode indicar demanda elevada por pirofosforilagéo proteica e/ou
modificacao alostérica de proteinas-alvo. Por exemplo, o recrutamento de proteina Akt
para fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfatos (PIP3) na membrana plasmatica é necessario

para que ocorra sua ativagcdo completa. A interacdo do 5-IP7 com Akt resulta em
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blogueio a interacao Akt-PIP3 (Chakraborty et al., 2010).

Tabela 3: Expressédo dos genes da biossintese de polifosfatos de inositol em diferentes
tecidos.
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4.4 Andlise da expressédo dos genes envolvidos na biossintese do polifosfato
e pirofosfato de inositol em diferentes tipos tumorais.

O banco de dados GEPIA2 foi usado para realizacdo de uma analise
comparativa da expressdo dos genes em tecidos normais e tumorais. A primeira
enzima envolvida na via biossintética do polifosfato e pirofosfatos de inositol é
codificado pelo IPMK. A andlise comparativa entre tecido normal e tumoral mostrou
que em leucemia mieloide aguda (LAML) e glioma de grau inferior do cérebro (LGG)
tiveram expressdo aumentada em duas vezes em relacdo ao controle. J& no
adenocarcinoma de estémago (STAD) a expresséao foi quatro vezes maior quando

comparada com tecido normal (Fig. 24).
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Figura 24: Expressao do gene IPMK em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho) de leucemia mieloide aguda, glioma de grau inferior do cérebro e
adenocarcinoma de estbmagos. Dados extraidos da plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.

O segundo gene da via é o ITPKA. A Figura 25 mostra uma analise comparativa
entre tecido normal e tumoral. Em alguns tipos de cancer, ITPKA teve aumento da
expressao em diversos tumores em relacéo aos tecidos normais, enquanto em outros
foi observado a diminuicdo. No adenocarcinoma de colon (COAD) foi de duas vezes
maior, enquanto no carcinoma esofagico (ESCA) foi de onze vezes maior, no
carcinomacromofobo de células renais (KICH) foi de dezenove vezes maior (Fig. 25A).

Ja no carcinoma hepatocelular (LIHC) e adenocarcinoma de pulméo (LUAD) tiveram
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um aumento de seis vezes quando comparado com o normal, O adenocarcinoma
pancreético (PAAD) teve um aumento de cinco vezes (Fig. 25B). Entretanto em outros
tipos de cancer a expresséo de ITPKA foi diminuida quando comparada com tecidos
saudaveis. No glioblastoma multiforme (GBM) teve uma diminuicdo de doze vezes, na
LAML a diferenca foi de vinte e quatro vezes, no LGG foi de dez vezes menor (Fig.
25C), enquanto no feocromocitoma e paraganglioma (PCPG) a diminuic&o foi de sete
vezes e em tumores de células germinativas testiculares (TGCT) a diferenca foi de
nove vezes (Fig. 25D).
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Figura 25: Expresséo do gene ITPKA em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). (A) Aumento da expressdo em adenocarcinoma de colon, carcinoma
esofagico, cromofébico renal e em (B) carcinoma hepatocelular de figado, adenocarcinoma
de pulm@o e adenocarcinoma pancreético. (C) Diminuicdo da expressdo em glioblastoma
multiforme, leucemia mieloide aguda, glioma de grau inferior do cérebro e em (D)

feocromocitoma e paraganglioma e tumores
extraidos da plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.

de células germinativas testiculares. Dados
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As analises comparativas entre tecido normal e tumoral para o gene ITPKB
revelaram um aumento da sua expressao nos seguintes tecidos tumorais:
colangiocarcinoma (CHOL) com aumento de trés vezes; leucemia mieloide aguda,
com quatrocentos e quarenta e quatro vezes mais; adenocarcinoma pancreético com
trés vezes mais (Fig. 26A); melanoma cutaneo de pele (SKCM) e timoma (THYM)
tiveram aumento de duas vezes (Fig. 26B). Todavia em outros tipos de cancer as
andlises mostram uma diminui¢do da expresséo do gene ITPKB. Dentre eles estdo o
carcinoma urotelial de bexiga (LBCA) e o carcinoma de células escamosas cervicais
(CESC), com uma diminuicao de trés vezes, e de quatro vezes em adenocarcinoma
de célon (Fig. 26C). O carcinoma cromofobo de células renais o carcinoma de células
papilares renais (KIRP) apresentaram a diminuicdo de duas vezes, enquanto em
adenocarcinoma de reto (READ) a diferenca foi de cinco vezes e nos tumores de
carcinoma endometrial do corpo uterino (UCEC) e carcinossarcoma uterino (UCS) foi
de seis vezes (Fig. 26D).

Nas analises comparativas entre tecidos normais e tumorais do gene INPP5J
foi observado que alguns tipos de cancer apresentaram forte aumento da sua
expressao, como no CHOL com vinte e trés vezes mais, KICH com aumento de sete
vezes e PCPG com aumento de vinte e seis vezes (Fig. 27A). Por outro lado, alguns
outros tipos de cancer tiveram a diminuicéo da expresséo de INPP5J, como no GBM
com sete vezes menos, carcinoma renal de células claras de rim (KIRC) com
diminuicdo de quarenta e duas vezes, KIRP de dez vezes menos, LAML de quarenta
e nove vezes menos (Fig. 27 B). Em glioma de grau inferior do cérebro a diminuicédo
foi de quatro vezes, em PAAD foi de trés vezes, em SKCM oito vezes (Fig. 27C). Ja
em TGCT e carcinoma de tireoide (THCA) a diminuicdo da expressao desse gene foi

de duas vezes (Fig. 27 D).
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Figura 26: Expressdo do gene ITPKB em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). (A) Aumento da expressdo em colangiocarcinoma, leucemia mieloide
aguda, adenocarcinoma pancreatico e (B) em melanoma cutaneo de pele, timoma. (C)
Diminuigdo da expressao em carcinoma urotelial de bexiga, carcinoma de células escamosas
cervicais, adenocarcinoma de célon, cromofébico renal e (D) em carcinoma de células
papilares renais, adenocarcinoma de reto, carcinoma endometrial do corpo uterino e
carcinossarcoma uterino. Dados obtidos na plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.
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Figura 27: Expressao do gene INPP5J em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). (A) Aumento da expressao em colangiocarcinoma, carcinoma cromoéfobo
de células renais e feocromocitoma e paraganglioma. (B) Diminuicdo da expressdo em
glioblastoma multiforme, carcinoma renal de células claras, carcinoma de células papilares
renais, leucemia mieloide aguda e (C) em glioma de grau inferior do cérebro, adenocarcinoma
pancreatico, melanoma cutaneo de pele. D diminuicdo da expressdo de tumores de células

germinativas de testiculos e carcinoma de tireoide. Dados obtidos pela plataforma GEPIA
2.*P <0,01.
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Nas analises comparativas entre tecido normal e tumoral para o gene ITPK1 foi
novamente observado padrédo de expressao diferenciado dependendo do tipo de tumor. No
caso do carcinoma esofagico e carcinoma cromo6fobo de células renais, com aumento de duas
vezes e adenocarcinoma pancreatico com um aumento de quatro vezes (Fig. 28A). Também
foi observado aumento em feocromocitoma e paraganglioma, de duas vezes, e em melanoma
cutaneo de pele, de quatro vezes, além do adenocarcinoma de estémago, de duas vezes (Fig.
28 B). Ja no carcinoma de células escamosas cervicais e glioblastoma multiforme, foi
detectado uma queda da expressdo de duas vezes, e no carcinossarcoma uterino de trés
vezes, em relagéoaos tecidos saudaveis (Fig. 28 C).

A Figura 29 mostra perfil de expressédo do gene IP6K1 em tecidos normais e
em tecidos tumorais revelando aumento da expressao do gene IP6K1 em dois tipos
de cancer, em colangiocarcinoma, com aumento de trés vezes e em leucemia mieloide
aguda, com duas vezes mais (Fig. 29A). Ja no tumor de testiculo de células
germinativas foi observado uma diminuicdo da sua expressdo de duas vezes em
relacdo aos tecidos saudaveis (Fig. 29B).

A comparacado da expressdo de IP6K2 em tecidos normais com tecidos
tumorais revelou o aumento de duas vezes no colangiocarciona, semelhante ao gene
IP6K1, no linfoma difuso de grandes células B (DLBC) de trés vezes, no glioblastoma
multiforme de duas vezes mais e no timoma o aumento foi de seis vezes (Fig. 30 A).

Além desses tipos de cancer, outros apresentaram padrao de uma diminui¢ao
da expressao de IP6K2. como no caso do carcinoma adenocortical (ACC) com duas
vezes menos, melanoma cutaneo de pele, com diminuicdo de trés vezes e no
carcinossarcoma uterino como duas vezes de diferenca, todos comparados com seus

respectivos tecidos saudaveis (Fig. 30B).
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Figura 28: Expresséo do gene ITPK1 em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). (A) Aumento da expressdo em carcinoma esofagico, cromofdbico renal,
adenocarcinoma pancreético e (B) em feocromocitoma e paraganglioma, melanoma cutédneo
de pele e adenocarcinoma de estdmago. (C) Diminuicdo da expressdo em carcinoma de
células escamosas cervicais, glioblastoma multiforme e carcinossarcoma uterino. Dados
obtidos pela plataforma GEPIA 2. *P < 0,01
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Figura 29: Expresséo do gene IP6K1 em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). (A) Aumento da expressao em colangiocarcinoma e leucemia mieloide
aguda. (B) Diminuicdo da expressao em tumor de testiculo de célulasgerminativas. Dados
obtidos pela plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.
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Figura 30: Expresséo do gene IP6K2 em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). A. aumento da expressao em colangiocarciona, linfomadifuso de grandes
células B, glioblastoma multiforme e timoma. B. Diminuicdo da expressdo em carcinoma
adenocortical, melanoma cuténeo de pele e carcinossarcoma uterino. Dados obtidos pela
plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.
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A analise do gene IP6K3 néo revelou aumento de expressdo em nenhum tipo
de cancer. Porém, foi observado que a expressao desse gene foi fortemente diminuida
em doze tecidos tumorais, quando comparado com tecidos normais, sendo eles:
colangiocarcinoma (nove vezes), adenocarcinoma de célon (dezoito vezes),
carcinoma cromofobo de células renais (trinta vezes) (Fig. 31A). Ja no carcinoma de
células papilares renais a diminuicao foi de dezoito vezes, no carcinoma hepatocelular
foi de seis vezes, no adenocarcinoma de pulméo foi de dez vezes (Fig. 31 B). No
carcinoma de células escamosas de pulmdo diminuiu vinte e uma vezes, no
adenocarcinoma de prostata (PRAD) no adenocarcinoma de reto diminuiu sete e
dezenove vezes, respectivamente (Fig. 31C). O carcinoma de tireoide apresentou
diminuic&o de sete vezes, ja no carcinoma endometrial a diferenca foi de quinze vezes

enguanto no carcinoma uterino foi de oito vezes (Fig. 31D).
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Figura 31: Expresséo do gene IP6K3 em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). A Diminui¢cdo em colangiocarciona, adenocarcinoma de célon, carcinoma
cromofobo de células renais. B Diminuicdo em carcinoma de células papilares renais,
carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de pulmao. C Diminuicdo em carcinoma de células
escamosas de pulméo, adenocarcinoma de prostata, adenocarcinoma de reto. D Diminuic&do
em carcinoma de tireoide, carcinoma endometrial e carcinoma uterino. Dados obtidos pela
plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.

Os niveis de expressdo de PPIP5K1 obtiveram um aumento de cinco vezes
mais nos tumores colangicarcinoma e timoma (Fig. 32A). Por outro lado, outros tipos
de cancer tiveram a expressao diminuida como no carcinoma adenocortical, com duas
vezes menos, glioblastoma multiforme e carcinoma de ovario que diminuiram duas
vezes. Ja no tumor de testiculos de células germinativas a diminuicao foi de seis vezes
(Fig. 32B). O carcinoma de tireoide e o carcinoma endometrial apresentaram com
duas vezes menos e o0 carcinoma uterino diminuiu seis vezes, como mostrado na

Figura 32C.
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Figura 32: Expressdo do gene PPIP5K1 em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos
tumorais (box plot vermelho). A. aumento da expressdo em colangiocarciona e timoma. B.
Diminui¢éo da expressao em carcinoma adenocortical, glioblastoma multiforme, carcinoma de
ovario, tumor de testiculos de células germinativas. C Diminuigdo da expressao em carcinoma
de tireoide, carcinoma endometrial e carcinossarcoma uterino. Dados obtidos pela plataforma
GEPIA 2. *P < 0,01.

Os niveis de expressdo de PPIP5K2 tiveram um aumento nos tumores
colangicarcinoma com duas vezes mais, no linfoma difuso de grandes células B com
aumento de quatro vezes, na leucemia mieloide aguda com duas vezes mais e timoma
com aumento de quatro vezes (Fig. 33A). Por outro lado, no carcinoma de ovario a
expressdo de PPIP5K2 foi diminuida em duas vezes (Fig. 33B).

A analise de expressdo do gene IPPK mostrou que houve um aumento nos
seguintes tipos de cancer: carcinoma de células escamosas cervicais, com aumento
de duas vezes; linfoma difuso de grandes células B, com trés vezes mais;
adenocarcinoma pancreatico, com aumento de duas vezes e timoma em trés vezes
(Fig. 34A). Em contrapartida, outros tipos de cancer tiveram sua expressao diminuida
quando comparada com controle sendo eles: carcinoma esofagico, como diminuicdo

de trés vezes; melanoma cutaneo de pele, com seis vezes menos, e tumores de células

germinativas testiculares, apresentando diferenca de trés vezes (Fig. 34B).
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Figura 33: Expressdo do gene PPIP5K2 em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos
tumorais (box plot vermelho). A. Aumento da expresséo em colangiocarcinoma, linfoma difuso
de grandes células B, leucemia mieloide aguda e timoma B. Diminuicdo da expressdo em
carcinoma de ovario. Dados obtidos pela plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.



68

A
Ll " .
i *—
w —-r= 3
" =
- A . § |II | w5
¥ .:. i
E o |
= ~ by .
L R ET
E = - ; N ;i
E . . *
- i =
E e o = -
—— ' L1 1
o —_— —
I | 1
ESCA SHCHM TGET
[ T )= 1B raams|M)=288) (s Ti=860; numd =558 e T = 13T, num(Pp=185)

Eoprmans  og | TTW
)
A
~ -
‘I
- . 3
N
3 P
' 8
e,-
4

= 3 ounc FRAL ™
O T 00. sV 1) I TIET. NPT (T L s POe 111 e T 1A, rani N2 20

Figura 34: Expresséo do gene IPPK em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). a. aumento da expressdo em carcinoma de células escamosas cervicais,
linfoma difuso de grandes células B, adenocarcinoma pancreético e timoma B. Diminuigdo da
expressao em carcinoma esofagico, melanoma cutaneo de pele e tumores de células
germinativas testiculares. Dados obtidos pela plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.

Analisando o gene NUDT3 observamos um aumento de expressdo em cinco
tipos de cancer, sendo que no colangiocarcinoma esse aumento foi de trés vezes, no
linfoma difuso de grandes células B e melanoma cutaneo de pele o aumento foi de
duas vezes (Fig. 35A). J4 no adenocarcinoma de es6fago o aumento foi de duas vezes
e no timoma esse aumento foi de trés vezes (Fig. 35B). Destacamos que para esse

gene nao foi observado diminuicdo de expresséo para nenhum tipo de cancer.



Exprassion —log:(TPM +1)

Expression —log:(TPM+1)

—""—I v
—_— & !

s ®

e

-

-

CHOL
(num{T)=36; num{N}=93)

DLBC
(Aum(T)=47; num{M)=33T)

—* —*
~
] T
“ .
. A
: o
I ] -
i,
Ll ‘1_.
ar
oo
! ¥t
i g
iy -1 *
- t
. 3
| |
STAD THYM

(num(T=408; num{N)=211)

{rum(T)=118; num{N)=339)

SKCM
(num(T }=461; num{N)=558)

Figura 35: Expresséo do gene NUDT3 em tecidos normais (box plot cinza) e tecidos tumorais
(box plot vermelho). A Aumento da expressdo em colangiocarcinoma, linfoma difuso de
grandes células B, melanoma cutaneo de pele. B Aumento da expressdo em adenocarcinoma
de esbfago e timoma. Dados obtidos pela plataforma GEPIA 2. *P < 0,01.
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4.5 Expressao diferencial dos genes do metabolismo de Inositol fosfatos em
glioblastoma multiforme e carcinoma cromofobo de células renais

A Figura 36 apresenta perfil (heat-map) da expresséo diferencial do conjunto
de genesenvolvidos no metabolismo de inositol fosfatos em glioblastoma, onde foi
possivel observar uma reducéo da expressao do gene da inositol trifosfato 3 quinase
A (ITPKA) e da inositol polifosfato 5 fosfatase J (INPP5J) quando comparado com
seus respectivos tecidos normais (Fig. 36A). J& em carcinoma cromofobo de células
renais houve umadiminuicdo da expressao de inositol-trifosfato-3-quinase B (ITPKB)
e um aumento daexpressao de INPP5J (Fig. 36B). Essas mudancas de expressao
indicam reprogramacdo na biossintese dos fosfoinositideos possivelmente

relacionada com assinatura molecular dessas células tumorais.
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Figura 36: Expresséao diferencial (heat map) dos genes envolvidos na biossintese de inositol
polifosfatos em glioblastoma multiforme (A) e carcinoma cromo6fobo de células renais (B). A
expressdo é dada com base nas cores azul para baixa expressdo e vermelha para alta
expressao.
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4.6 Rede de interacdo entre V-H*-ATPase enzimas e metabolismo de inositol
polifosfatos

Para identificar a rede de interacdo entre proteinas/genes de metabolismo de
inositol polifosfatos com genes/proteinas das subunidades da V-H*-ATPase,
realizamos analises de interacbes PPl usando a ferramenta STRING. A rede de
interacbes revelou uma integracdo metabodlica sinalizadora através da proteina
quinase MTOR e LAMTOR2 (Fig. 37). Destaque para IPMK e isoformas de IP6K1-3,
formando eixo com MTOR. A proteina quinase mTOR, localizada na membrana de
lisossomos, € essencial para proliferacdo celular, bem ativa em células de céancer,
regulando o crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular, através do controle via
cascatas de sinalizagao/fosforilacdo da sintese proteica e autofagia (Lipton e Sahin,
2014). Notavelmente, os estudos sugerem a ativacdo da mTOR por polifosfatos
(Wang et al., 2003).

ATPEVOB

2

4

oA TCIRG1

TP53

MTOR

Figura 37: Rede de interagdo entre subunidades do complexo de V-ATPase e enzimas do
metabolismo de inosotol polifosfatos em humanos.
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4.7 Rede de interacdo entre os genes da V-H*-ATPase com 0s genes do
metabolismo de inositol fosfatos e os genes da familia da calcineurina
Analisamos em seguida a interacdo entre as subunidades de V-ATPase,
enzimas do metabolismo do inositol polifosfatos e subunidades da calcineurina.
Conforme apresentado na Figura 38 um destaque importante para proteina
supressora de tumor da P53, que é um importante regulador do ciclo celular, fazendo
interacdo com IP6K2, podendo entdo modular sua atividade. P53 também apresentou
interacdo com MTOR e com NFATC1 que por sua vez interage com a TCIRG1 da V-
ATPase, enquanto MTOR também participa de interacdes com varias subunidades da
V-ATPase, com IPMK e FKBP1A, que desempenham um papel na imunorregulacéo
e nos processos celulares basicos que envolvem o enovelamento e o trafego de

proteinas.

Figura 38: Rede de interacdo obtida usando STRING entre subunidades de V-ATPase,
enzimas de metabolismo de polifosfatos de inositol e subunidades de calcineurina de
humanos.
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4.8 Determinacédo dos niveis de polifosfato em células selvagens e mutantes
deficientes de calcineurina em Saccharomyces cerevisiae

Analisamos os niveis de polifosfatos em celulas eucarioticas usando como
modelo as células levedura do tipo selvagem e deficiente de calcineurina. Na Figura
39 estes polimeros foram subdividos em ortofosfato, polifosfato soltvel (de baixo peso
molecular com até vinte e cinco unidades de fosfato) e polifosfato insoltvel (dealto
peso molecular com mais de setenta e cinco residuos de fosfato na cadeia).

Foram analisados, portanto, os ortofosfatos, polifosfatos solGveis e
insollveis nas células da cepa selvagem (K601) e mutante deficiente na
subunidade regulatéria de calcineurina (K603) de levedura de brotamento
Saccharomyces cerevisiae. Nossas analises permitiram observar que as células
mutantes possuiammenor numero de Pi (1,7 vezes) e polyP solluvel (~2 vezes) e
maior quantidade de PolyP insoltuvel (5,3 vezes) quando comparadas com as
células selvagens, especialmente no PolyP soltvel, em que as diferencas foram
bem significativas (Fig.39).

Os niveis de polifosfato soltvel na cepa K603 foram cerca de trés vezes
menores quando comparadas a cepa K601. Enquanto os niveis de polifosfato
insoltvel foram aproximadamente trés vezes maiores quando comparados com
cepaselvagem. Indicando que a regulacdo da calcineurina é importante para a
sintese depolyP soluveis, enquanto a sua auséncia de regulacdo promove a
sintese de polyP insoltveis.

Os estudos anteriores com levedura S. cerevisiae demonstraram que a
calcineurina pode estar envolvida na regulacdo da atividade da V-ATPase,
interferindo com sua capacidade de formacéo do gradiente de H* (Teixeira, 2016).
Assim, é possivel que o funcionamento do complexo VTC estivesse sob controle

indireto da CaN, impactando ambas sintese e reserva de polyP nesse organismo.
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Figura 39: Os niveis de polifosfatos em células de levedura Saccharomyces cerevisiae cepa
selvagem (K601) e cepa deficiente na subunidade regulatéria de calcineurina (K603).

A construcao da rede de interagdes entre as subunidades de V-ATPase,
VTC e de calcineurina revelou como intermediario a H*-ATPase de membrana
plasmatica, consistente com seu papel na regulacdo de pH intracelular e

sinalizacédo celular (Fig. 40).
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Figura 40: Rede de interacdo obtida usando STRING entre subunidades de V-ATPase,
enzimas de metabolismo de polifosfatos de inositol e subunidades de calcineurina de
levedura.
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5. CONCLUSOES

- Os genes de metabolismo de inositol polifosfatos apresentam expressaodiferenciada
em diversos tumores, como colangiosarcoma e glioblastoma, indicando uma
participacdo chave desses genes e dos pirofosfatos de inositol na sinalizacéao

mediados por estas moléculas na reprogramacao metabdlica tumoral;

- As redes de interacéo estabelecem a sinalizagcdo mediada por mTOR como um eixo
integrador da reprogramacao bioenergética induzida na tumorigénese associando a
expressdo dos genes do metabolismo de inositol polifosfatos com V-ATPase e

sinalizacao por calcio e calcineurina;

- Os niveis de polifosfatos soltvel foram menores e de polifosfatos insollveis maiores
em células de levedura Saccharomyces cerevisiae deficiente na subunidade
regulatéria de calcineurina, quando comparados com células controle selvagens,

revelando papel de calcineurina na regulacao da sintese de polifosfatos.
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