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RESUMO

A 6-fosfofruto-1-cinase (PFK) € a principal enzima de uma via do catabolismo de
glicose, a glicolise. A PFK apresenta papel central na regulacdo de todo o fluxo
glicolitico, consequentemente sua atividade € rigidamente controlada. A atividade da
PFK €& regulada por diversos metabdlitos que sdo considerados importantes
marcadores de estado metabdlico da célula. Baseado no papel critico da PFK na
glicOlise e tendo em vista a relacdo evidenciada entre a via glicolitica e a biossintese de
colesterol, este trabalho tem como objetivo principal avaliar os efeitos do colesterol
sobre a atividade e estrutura da enzima. Os resultados mostram que o colesterol inibe
a atividade da PFK de maneira dependente da concentracdo e do tempo de pré-
incubacdo, sem alterar a afinidade da PFK por seus substratos, F6P e ATP. Outros
resultados sugerem que a PFK é inibida pelo colesterol mesmo em condi¢des 6timas,
como pH basico, no qual a enzima esta na sua forma tetramérica e apresenta atividade
méaxima. O colesterol €, ainda, capaz de potencializar a inativacdo da PFK promovida
pela pré-incubacdo em temperatura elevada. Esses resultados sugerem que o
colesterol modula negativamente a atividade da PFK sem promover mudancas no
equilibrio oligomérico da enzima. Apresentando-se, portanto, como um regulador da
enzima e, possivelmente, um importante marcador de estado metabdlico da célula.
Acreditamos que elevados niveis de colesterol intracelular indicariam a necessidade de
reducdo na taxa de glicdlise evitando, com isso, a producao de acetil-CoA por essa via,

0 que é conseguido através da inibicdo da atividade da PFK.

Palavras-chave: Colesterol, 6-fosfofruto-1-cinase (PFK), Glicélise



VIl

ABSTRACT

6-phosphofructo-1-kinase (PFK) is the key enzyme of a pathway on glucose catabolism,
glycolysis. PFK presents a central role in regulating glycolytic flux thus their activity is
tightly controlled. PFK activity is regulated by several metabolites that are considered
important cell metabolic state markers. Based on the critical role of PFK in glycolysis
and in the relationship between glycolytic pathway and cholesterol biosynthesis, this
study aims to assessing the effects of cholesterol on enzyme activity and structure. The
results show that PFK activity is inhibited in a concentration and pre-incubation time
dependent manner, without affecting PFK affinity by their substrates, ATP and FG6P.
Other results suggest that PFK is inhibited by cholesterol even in optimal conditions,
such as basic pH, in which enzyme is in its tetrameric form and presents maximum
activity. Cholesterol is also able to potentiate PFK1 inactivation promoted by high
temperature. These results suggest that cholesterol modulates negatively PFK activity
presenting as an enzyme regulator and possibly an important cell metabolic status
marker. We believe that elevated levels of intracellular cholesterol indicate the need for
reducing glycolysis rate avoiding acetyl-CoA production, which is achieved by inhibiting
PFK activity.

Keywords: Cholesterol, 6-phosphofructo-1-kinase, Glycolysis
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PREFACIO

Esta dissertacdo traz como ineditismo a possivel (e muito provavel) inibicdo da
principal enzima regulatoria da glicolise — fosfofrutocinase — pelo colesterol. Este ultimo,
por sua vez, embora culturalmente seja associado a gorduras, € um produto metabdlico
do catabolismo de glicose. Essa correlacdo vem do fato da sintese de colesterol, que
ocorre a partir de um intermediario do catabolismo da glicose, ser ativada pelo
hormdnio que também estimula o catabolismo de glicose, a insulina. Apesar de todas
as informacdes necessarias para essa correlacdo ser exaustivamente discutida em
todos os livros-texto de bioquimica e fisiologia, a correlacdo em si é muitas vezes
deixada em um segundo plano, perpetuando o conhecimento popular de que o
colesterol em nosso organismo € proveniente da gordura que ingerimos. Nesse
sentido, fizemos aqui a opc¢do por uma introducdo enxuta mas que atacasse
diretamente os aspectos dessa correlagdo, chamando a ateng&o para o ponto central
do presente trabalho: a inter-relacéo entre o colesterol e a regulagéo glicolitica.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

O metabolismo celular de carboidratos € regulado através de sinais extra e
intracelulares. Os sinais extracelulares s&o mediados por ag¢do hormonal que
envolvem, destacadamente, a acdo da insulina. Um sem-namero de outros horménios
regulam o metabolismo de carboidratos (e.g. glucagon, adrenalina, GH, IGF, cortisol,
serotonina, hormonios sexuais e etc) mas nao serédo discutidos no presente trabalho.
Proteinas sinalizadoras intracelulares traduzem os sinais hormonais regulando e
integrando inUmeras vias metabdlicas. Os sinais intracelulares, independentes da acao
hormonal, envolvem o estado energético da célula, proliferacdo celular e estresse
(MULUKUTLA et al., 2010).

A insulina é produzida e secretada pelas células B do pancreas enddcrino em
resposta a um aumento de glicose pos-prandial. A ligacdo da insulina a subunidade a
do dominio extracelular do receptor de insulina (RI) inicia uma cascata de sinalizacao
gue permite mudancas adaptativas na expressdo de mais de 100 genes que regulam
processos metabolicos. Além disso, promove a regulacdo de diversas enzimas
relacionadas a diferentes vias metabdlicas e, em musculo esquelético e tecido adiposo,
a translocacdo do transportador de glicose especifico desses tecidos, GLUT-4, do
citosol para a membrana plasmaética, permitindo a entrada de glicose nestas células
(JORNAYVAZ, SAMUEL E SHULMAN, 2010; TATON, CZECH E PIATKIEWICZ, 2010).
O RI apresenta atividade tirosina cinase, tendo como substrato o préprio RI, além de
uma familia de mediadores de sinalizacdo intracelular denominada IRS, do inglés,
insulin receptor substrate (substrato do receptor de insulina). A ligacdo da insulina a
subunidade a do dominio extra-celular do RI induz uma mudanca conformacional
resultando na auto-fosforilacdo do receptor. O receptor fosforilado tem sua atividade
tirosina cinase aumentada, levando a uma maior fosforilacdo de IRS. Este, por sua vez,
ativa fosfatidil inositol 3-cinase (PI3K), que fosforila fosfatidil inositol 4,5-bifosfato em
fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato que atua como segundo mensageiro levando a ativagéo
de AKT (ou proteina cinase B) (JORNAYVAZ, SAMUEL E SHULMAN, 2010). Além de

estar envolvida na translocacdo de GLUT-4 do citoplasma para a membrana, a
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fosforilacdo de AKT exerce diversos efeitos importantes para a regulacdo do

metabolismo de carboidratos que serdo discutidos posteriormente.

ApoOs sua entrada na célula, a glicose é fosforilada pela acdo da enzima hexocinase
(HK). A glicose-6-fosfato (G6P) formada como produto nessa reacao possui destinos
muito variados, podendo ser incorporada a outras moléculas, como o glicogénio e
outros glicoconjugados, ou seguir por duas vias metabdlicas, a via das pentoses-fosfato
e a glicdlise. A glicolise é uma via central do catabolismo de carboidratos, composta por
um conjunto de dez reacdes catalisadas por enzimas citosélicas, na qual a glicose &
oxidada produzindo duas moléculas de piruvato, duas moléculas de adenosina 5'-
trifosfato (ATP) e dois equivalentes reduzidos de nicotinamida adenosina dinucleotideo
(NADH). A glicolise é uma das principais vias para geracao de ATP celular e ocorre em
todos os tipos celulares. Dentre as dez enzimas que participam da glicolise, trés
catalisam reacBes essencialmente irreversiveis em condi¢cbes fisioldgicas, a
hexocinase (HK), a 6-fosfofruto-1-cinase (PFK) e a piruvato cinase (PK). Essas
enzimas sdo consideradas os principais alvos regulatérios em todo o fluxo glicolitico,
apresentando multiplas formas de regulacdo (MULUKUTLA et al., 2010; SOLA-PENNA
et al., 2010).

O piruvato gerado a partir da glicose pode seguir vias metabdlicas distintas: uma
parcela do piruvato sintetizado sera reduzido pela enzima lactato desidrogenase (LDH)
gerando lactato e reoxidando o NADH formado durante a glicolise; outra parcela pode
sofrer a acdo do complexo piruvato desidrogenase (PDH), no interior da mitocondria.
Esse complexo catalisa uma reacdo irreversivel, possuindo como substratos o piruvato,
NAD" e coenzima A livre (CoA), liberando como produtos da reacdo o acetil-CoA, CO,
e NADH. O acetil-CoA gerado pode condensar-se com uma molécula de oxalacetato
formando citrato, que pode entrar no ciclo do acido citrico iniciando uma série de
reacdes oxidativas. Em cada ciclo completo de rea¢cbes do ciclo do acido citrico séo
gerados quatro co-substratos reduzidos: trés NADH e uma flavina adenina
dinucleotideo reduzida (FADH;). O NADH e o FADH, liberam os seus elétrons na
cadeia transportadora de elétrons onde ocorrera a sintese de ATP e a reducao do
oxigénio (O,) em agua pela fosforilagdo oxidativa. O acetil-CoA, que néo é utilizado na
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producdo de energia, € usado como precursor para a sintese de acidos graxos ou se
condensa para a sintese de colesterol no citosol. O acetil-CoA é incapaz de atravessar
a membrana mitocondrial, mas pode se combinar com o0 oxalacetato gerando citrato,
este é transportado para o citosol onde é clivado pela ATP:citrato liase (ACL). O acetil-
CoA e outros intermediarios do ciclo do acido citrico podem resultar, além do
catabolismo de glicose, do catabolismo de aminoacidos e acidos graxos (BUCHAKJIAN
E KORNBLUTH, 2010). A visdo geral do metabolismo de carboidratos esta

esquematizada na Figura 1.
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Figura 1: Visdo geral do metabolismo de carboidratos. Adaptado de Buchakijan e Kornbluth,
Nature Reviews, 2010. (1) A glicose entra na célula através de GLUT e pode ser oxidada na
glicdlise ou iniciar a Via das pentoses-fosfato; (2) O piruvato, produto final da glicolise, pode ser
reduzido a lactato pela LDH ou sofrer acdo da PDH na mitocondria, gerando acetil-CoA; (3) O
acetil-CoA formado entra no ciclo do &cido citrico gerando NADH, que sera utilizado para a
producdo de ATP através da fosforilagdo oxidativa; (4) O acetil-CoA se combina com o
oxaloacetato gerando citrato, que é transportado para o citosol onde sofre acdo da ACL gerando
novamente acetil-CoA; (5) O acetil-CoA, que ndo é utilizado na producdo de energia, é utilizado
como precursor para a sintese de acidos graxos; (6) ou se condensa para a via de biossintese de
colesterol/ via do mevalonato no citosol. GLUT, transportador de glicose; G6P, glicose-6-fosfato;
F6P, frutose-6-fosfato; HK, hexocinase; PGI, fosfoglicoisomerase; PFK1, 6-fosfofruto-1-cinase;
PFK2, 6-fosfofruto-2-cinase; GAPDH, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; PK, piruvato cinase;
LDH, lactato desidrogenase; PDH, piruvato desidrogenase; ACL, ATP citrato liase; ACC, acetil-CoA
carboxilase; FAS, acido graxo sintase.
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Como dito anteriormente, a ativacao de AKT exerce diversos efeitos importantes
para a regulacdo do metabolismo de carboidratos, além de estar envolvida na sintese
de proteinas, na sobrevivéncia celular (anti-apoptética), na regulagdo de fatores de
transcricdo e na progressao do ciclo celular. A ativagao de AKT regula positivamente
diferentes niveis do metabolismo de glicose. Em primeiro lugar induz a expresséo e a
translocacdo de GLUT-4 para a membrana plasmatica favorecendo a entrada de
glicose na célula. A ativacdo de AKT também é capaz de promover a associa¢ao da HK
a proteina anti-apoptotica BCL2 presente na mitocondria, essa associacdo aumenta a
atividade da HK e impede a liberacdo do citocromo ¢ para o citoplasma, dificultando a
ativacdo da cascata de apoptose. A AKT ativa a glicolise através da fosforilacdo e
consequente ativagao da 6-fosfofruto-2-cinase (PFK2). A PFK2 catalisa a formagao de
frutose-2,6-bifosfato (F2,6BP) através da transferéncia de um fosfato do ATP para a
frutose-6-fosfato (F6P), a F2,6BP é o principal ativador alostérico descrito para a PFK.
A ACL, principal enzima responsavel pela sintese citosdlica de acetil-CoA, também é
ativada em resposta a fosforilacdo de AKT mediada através da sinalizacédo
insulinémica. O produto dessa reacdo, o acetil-CoA, é precursor para diversas vias
biossintéticas importantes, incluindo a biossintese de acidos graxos e a biossintese de
colesterol. Além disso, a fosforilacdo de AKT, permite o aumento da expressao de
enzimas envolvidas na biossintese de colesterol através da ativacdo da proteina de
ligacdo ao elemento de resposta a esterol (SREBP) (MULUKUTLA et al., 2010), que é
o fator de transcricdo responsavel pelo controle da expressao génica de uma variedade
de genes necessarios na captacao e sintese de colesterol, acidos graxos, trigliceridios
e fosfolipidios (BROWN E GOLDSTEIN, 1997). A via de sinalizagdo de AKT esta

esquematizada na Figura 2.
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Figura 2: Regulacdo do metabolismo de carboidratos mediada por AKT. Adaptado de Buchakijan e
Kornbluth, Nature Reviews, 2010. A ligacdo da insulina & subunidade a do dominio extra-celular do RI
induz uma mudanca conformacional resultando na auto-fosforilagdo do receptor. O receptor fosforilado
ativa fosfatidil inositol 3-cinase (PI3K), que fosforila fosfatidil inositol 4,5-bifosfato em fosfatidil inositol
3,4,5-trifosfato que atua como segundo mensageiro levando a fosforilagdo de AKT (ou proteina cinase B).
AKT estimula a glicélise aumentando a expresséo e promovendo a translocacdo de GLUT; aumentando a
atividade da HK, através da sua associacdo com uma proteina presente na membrana mitocondrial; e
aumentando a atividade da PFK2. AKT ativa a ATP citrato liase, enzima que catalisa a formacédo de
acetil-CoA a partir de citrato. AKT promove aumento da expresséo de enzimas envolvidas na biossintese
de colesterol através da ativacdo da SREBP. GLUT, transportador de glicose; G6P, glicose-6-fosfato;
F6P, frutose-6-fosfato; HK, hexocinase; PFK1, 6-fosfofruto-1-cinase; PFK2, 6-fosfofruto-2-cinase;
GAPDH, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; PK, piruvato cinase; PDH, piruvato desidrogenase; ACL,
ATP citrato liase; ACC, acetil-CoA carboxilase; SREBP, proteina de ligacdo ao elemento de resposta a
esterol.
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A PFK catalisa a terceira reacdo da via glicolitica, a transferéncia do grupo
fosfato gama terminal do MgATP? para a F6P, formando frutose-1,6-bifosfato (F1,6BP)
e adenosina difosfato (ADP). S&o descritas trés isoformas de monémeros da PFK, com
diferente distribuicao tecidual, capazes de formar homo e heteroligbmeros. Em musculo
esquelético adulto a Unica subunidade expressa é a PFK-M (85,2 kDa) e em figado a
isoforma predominante é a PFK-L (85,0 kDa). Cérebro e demais tecidos, incluindo
tecido adiposo, apresentam a isoforma PFK-P (85,6 kDa), além das outras duas, PFK-
M e PFK-L. A PFK-M é a unica isoforma expressa em todos os tipos celulares de
mamiferos. A PFK apresenta papel central na regulacdo de todo o fluxo glicolitico,
consequentemente sua atividade € controlada por diversos moduladores, sinais e
outros ligantes (GETTY-KAUSHIK et al., 2010; SOLA-PENNA et al.,, 2010; MOR,
CHEUNG E VOUSDEN, 2011). Um dos mecanismos de regulacdo da PFK é a
alteracdo no equilibrio entre as diferentes conformacdes oligoméricas da enzima. Os
mondémeros da PFK se associam rapidamente formando dimeros, a dimerizacdo é
essencial para a manutengdo da estrutura terciaria da enzima, visto que 0os mondémeros
sdo extremamente instaveis e se desenovelam com facilidade (SOLA-PENNA et al.,
2010). Dimeros de PFK apresentam atividade residual que normalmente é inferior a 5%
da atividade enziméatica maxima, que € observada na conformacdo tetramérica da
enzima (MARINHO-CARVALHO et al, 2009). O equilibrio dindmico entre as
conformacdes oligoméricas da enzima pode ser afetado por diversos fatores como, por
exemplo, concentracdo da enzima, temperatura, pH, ligantes alostéricos fisolégicos e
farmacos (SOLA-PENNA et al., 2010). Em meio acido e temperaturas elevadas as
conformacgdes oligoméricas de maior complexidade se dissociam formando dimeros,
por outro lado em meio alcalino e temperaturas mais baixas a estabilizacdo das
conformacdes oligoméricas mais complexas, como os tetrameros, é favorecida (SOLA-
PENNA et al., 2010).

A PFK é capaz de se ligar a um grande nimero de outras proteinas, incluindo as
principais formadoras do citoesqueleto, actina filamentosa (f-actina) e tubulina (SOLA-
PENNA et al.,, 2010). O processo de associacdo da PFK com proteinas do

citoesqueleto é um processo dinamico e finamente regulado e, também, desempenha
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um papel central no controle da atividade da enzima e de todo fluxo glicolitico (LIOU E
ANDERSON, 1980; ANDRES, CARRERAS E CUSSO, 1996; ROBERTS E SOMERO,
1987; CHEN-ZION, BASSUKEVITZ E BEITNER, 1992; SILVA et al., 2003). A interacao
da PFK com f-actina do citoesqueleto forma uma estrutura macromolecular capaz de
estabilizar a conformacao tetramérica da enzima e aumentar a sua atividade catalitica
(REAL-HOHN et al., 2010). Essa interacdo é favorecida por diversos sinais, incluindo
estimulos hormonais, ja que as formas fosforiladas da PFK tem uma maior afinidade
pela f-actina que as formas defosforiladas (ALVES E SOLA-PENNA, 2003; COELHO,
COSTA E SOLA-PENNA, 2007; SOLA-PENNA et al., 2010). A PFK pode ser fosforilada
em residuos de serina, treonina e tirosina, dependendo da proteina cinase envolvida.
Independentemente do residuo fosforilado, a fosforilacdo estabiliza a conformacéo
tetramérica da enzima, modificando a ativacdo da enzima por F6P, pois diminui o
indice de cooperatividade da PFK para esse substrato e torna a enzima menos
susceptivel a inibicdo pelo ATP, além de aumentar sua afinidade pela f-actina
(COELHO, COSTA E SOLA-PENNA, 2007; SOLA-PENNA et al., 2010).

A atividade catalitica da PFK também pode ser alterada em resposta a uma
grande variedade de ligantes alostéricos fisiolégicos e a mudancas no nivel energético
da célula. A PFK é inibida por ATP e ativada por ADP e AMP, ou seja, elevados niveis
de ATP indicam que a glicdlise deve ser reduzida, evitando a sintese de ATP
desnecessaria, 0 que é conseguido através da inibicdo da PFK (MOR, CHEUNG E
VOUSDEN, 2011). O ATP pode inibir a PFK em diferentes niveis de acordo com o
estado metabdlico em que a célula se encontra, ja que a concentracao intracelular de
ATP varia entre 2 e 5 mM e a enzima apresenta dois sitios de ligacédo distintos para o
ATP: o sitio catalitico, de alta afinidade, e o sitio alostérico inibitério, de baixa afinidade
(SOLA-PENNA et al.,, 2010). O lactato, um dos produtos finais da glicélise, inibe
reversivelmente a atividade da PFK através da dissociacdo de tetrdmeros em dimeros,
e potencializa os efeitos inibitérios promovidos por concentracdes elevadas de ATP
(LEITE et al.,, 2007; 2011). Ap6s uma grande entrada de piruvato na mitocéndria,
resultante de uma elevada taxa glicolitica, o citrato, gerado a partir do ciclo do &cido

citrico, deixa a mitocondria e inibe diretamente a atividade da PFK (SOLA-PENNA et
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al., 2010). Os éacidos graxos de cadeia longa também demonstraram uma inibicdo
direta, potente, porém reversivel na atividade da PFK. Além disso, na presenca de ADP
e AMP observou-se uma protecdo contra a inibicdo que ndo é observada na presenca
de ATP, indicando que a inibicdo da PFK promovida pelos grupos acil-CoA presentes
nos acidos graxos de cadeia longa depende do estado energético da célula (JENKINS
et al, 2011). A F2,6BP é capaz de regular alostericamente as enzimas PFK e frutose-
1,6-bifosfatase  (F1,6BPase), regulando simultaneamente a glicolise e a
gliconeogénese, através da ativacdo da PFK e da inibicdo da F1,6BPase (MOR,
CHEUNG E VOUSDEN, 2011). A F2,6BP atua de maneira sinérgica com o ADP e
AMP, ambos efetores alostéricos positivos da PFK, sendo capaz de contrabalancar a
inibicdo da PFK causada por altas concentracdes de ATP (ZANCAN et al., 2007, 2008;
GRECHI et al., 2011). Observa-se que os metabdlitos que regulam a atividade da PFK
sdo importantes marcadores de estado energético da célula (SOLA-PENNA et al.,
2010), e por sua vez sao agentes fundamentais na adaptacédo celular a alteracdes nas
condigbes metabdlicas sistémicas, respondendo aos diferentes estimulos hormonais,
principalmente ao da insulina, através de mecanismos de feedback. Uma visdo geral
dos ligantes alostéricos fisioldgicos envolvidos na regulacdo da atividade catalitica da

PFK esta esquematizada na Figura 3.
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Figura 3: Ligantes alostéricos fisioldgicos da PFK1. Adaptado de Buchakijan e Kornbluth, Nature
Reviews, 2010. A PFK1 pode ser regulada em resposta a uma grande variedade de ligantes
alostéricos fisiolégicos que alteram sua atividade catalitica e seu comportamento. Inibidores
alostéricos: lactato, citrato, ATP (> 1 mM), acidos graxos de cadeia longa; Ativadores alostéricos:
F2,6BP. GLUT, transportador de glicose; G6P, glicose-6-fosfato; F6P, frutose-6-fosfato; HK,
hexocinase; PGI, fosfoglicoisomerase; PFK1, 6-fosfofruto-1-cinase; PFK2, 6-fosfofruto-2-cinase;
GAPDH, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; PK, piruvato cinase; LDH, lactato desidrogenase;
PDH, piruvato desidrogenase; ACL, ATP citrato liase; ACC, acetil-CoA carboxilase; FAS, acido graxo
sintase.
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O colesterol é um esterdide extremamente relevante na integracdo do
metabolismo celular. Além de ser precursor para a sintese de hormonios esteroides,
oxiesteréis e acidos biliares, metabdlitos que desempenham importantes funcfes
fisiolégicas, apresenta papel estrutural importante em membranas plasmaéticas, sendo
necessario para a diferenciacdo de todos os tipos celulares (CHANG et al., 2006). A
demanda fisiolégica de colesterol € suprida através da biossintese endogena (~ 85%) e
da ingestéo do esterol (~15%). Quase todas as células estdo envolvidas na biossintese
de colesterol, no entanto, o figado é capaz de sintetizar quantidade superior a todos 0s
demais tecidos em conjunto (GOEDEKE E FERNANDEZ-HERNANDO, 2012). A
biossintese de colesterol ocorre no reticulo endoplasmatico e no citoplasma a partir de
acetil-CoA através da via do mevalonato (GOEDEKE E FERNANDEZ-HERNANDO,
2012). Citosolicamente, duas moléculas de acetil-CoA sdo convertidas em acetoacetil-
CoA pela tiolase. Este produto € condensado com uma terceira molécula de acetil-CoA
formando B-hidroxi-B-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA), numa reacdo catalisada pela
enzima HMG-CoA sintetase. Em seguida, a HMG-CoA redutase, uma proteina integral
de membrana do reticulo endoplasmético liso, converte HMG-CoA em mevalonato.
Essa etapa € considerada limitante para a via em questdo e é o principal alvo dos
farmacos utilizados na reducédo do colesterol, as estatinas (RUDNEY E SEXTON, 1986;
GOEDEKE E FERNANDEZ-HERNANDO, 2012). Apés a formacéo do mevalonato, uma
série de fosforilagBes e carboxilagbes formam uma estrutura isoprendide constituida de
cinco atomos de carbono, o isopentenil pirofosfato (IPP). Esse composto se condensa
gerando um intermediario de dez carbonos, o geranil pirofosfato (GPP) e,
posteriormente, um intermediario de quinze carbonos, o farnesil pirofosfato (FPP)
(RUDNEY E SEXTON, 1986). Duas moléculas de FPP se condensam para a formacao
do esqualeno. A ciclizacdo do esqualeno forma o lanosterol que contém os quatro
aneéis do nucleo esteroide presentes na molécula de colesterol. O lanosterol é, entéo,
convertido a colesterol em uma série de aproximadamente 20 reacdes de oxidacgao,
remocdo ou migracdo de grupos metila. O colesterol recém-sintetizado € direcionado
para a membrana plasmatica e assim torna-se disponivel para aceptores extra-
celulares. O colesterol livre pode ser rapidamente convertido em éster de colesterol

pela acil-coenzima A: colesterol aciltransferase (ACAT). Na presenca de excesso de
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colesterol a ACAT sofre uma mudancga conformacional tornando-se capaz de catalisar
a transferéncia de um acido graxo da coenzima A para o grupo hidroxila do colesterol,
tornando o colesterol ainda mais hidrofébico (LI et al, 2010). Em mamiferos, a sintese
de colesterol é regulada pela concentracdo de colesterol intracelular, que inibe a HMG-
CoA redutase e por diferentes hormonios anabolizantes (e.g. insulina, IGF entre outros)
e catabolizantes (e.g. glucagon e adrenalina), que, respectivamente, estimulam e
inibem a HMG-CoA redutase.

Tanto o colesterol da dieta como o sintetizado nas células sdo transportados na
circulacdo sanguinea na forma de lipoproteinas plasmaticas. O mesmo é verdadeiro
para os ésteres de colesterol, triacilglicerdis e fosfolipidios. Existem diferentes
lipoproteinas que diferem entre si pelo tipo de proteina que apresentam e pela
proporcao entre os diferentes componentes lipidicos. Como consequéncia, essas
lipoproteinas apresentam diferentes tamanhos e densidades. Em ordem decrescente
de tamanho e crescente de densidade temos os quilomicrons, as lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL), as lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL).
Além das diferencas supracitadas, essas lipoproteinas apresentam diferentes funcdes
fisiologicas. O colesterol da dieta é absorvido pelos enterécitos no intestino delgado e
lancado para circulagdo sanguinea e linfatica na forma de quilomicrons, que sé&o
metabolizados nos hepatécitos. No figado, os lipideos provenientes dos quilomicrons,
junto com o0s que sao sintetizados nesse 6rgdo, sdo lancados na veia hepética na
forma de VLDL. Essa lipoproteina € metabolizada pela lipoproteina lipase (LPL)
presente principalmente em adip6citos e musculo esquelético. Nesses tecidos, a LPL
metaboliza os triacilglicerois presentes nas VLDLs, transferindo-os para dentro das
células. Como consequéncia, ha uma diminuicdo na propor¢cédo de triacilglicerdis nos
VLDL, que perdem em tamanho e ganham em densidade, tranformando-se em IDL ou
LDL, de acordo com a extensdo da metabolizacdo das VLDLs. A IDL apresenta
metabolismo muito lento, sendo majoritariamente metabolizadas por macréfagos, que
as fagocitam e as destroem apos um choque oxidativo. Os macréfagos, apos esse

metabolismo, podem gerar as conhecidas células esponjosas (foam cells), diretamente



28

s

envolvidas na formacdo das placas ateromatosas. A LDL é metabolizada em
praticamente todos o0s outros tecidos, ligando-se aos receptores de LDL e sendo
internalizadas pelas células. Este € o principal mecanismo pelo qual a maioria dos
tecidos obtém colesterol e fosfolipideos, para a formacdo de membranas. No caso
especifico das gbnadas e das suprarenais, essa também €& a principal fonte de
colesterol utilizada para a sintese de horménios esterdides. A HDL é sintetizada no
figado e no intestino delgado como uma particula pequena, rica em proteinas e
contendo pouco colesterol. A HDL contém, na sua superficie, uma enzima capaz de
catalisar a formacédo de ésteres de colesterol a partir de lecitina e colesterol, a lecitina-
colesterol acil tranferase (LCAT). O excesso de ésteres de colesterol formado é
transferido para lipoproteinas ricas em trigliceridios pela proteina de tranferéncia de
ésteres de colesterol (CETP). Os remanescentes da CETP s&o convertidos em LDL e
removidos via receptor de LDL ou diretamente removidos no figado para a excrecao na
forma de &cidos biliares (LIENSEL-NITSCHKE E TALL, 2005). Além disso, as HDLs
ligam-se aos receptores scavengers em diferentes tecidos, que realizam o transporte
de colesterol de dentro das células para as lipoproteinas. Assim, a HDL participa na
redistribuicéo fisioldgica do colesterol captado pelos diferentes tecidos. Apesar deste
sofisticado mecanismo de distribuicdo de colesterol pelos diferentes tecidos e 6rgaos,
guando ha um excesso do metabdlito, ocorre uma formacéo grande de IDL, resultando
no aumento da formacado de células esponjosas e no risco de incidéncia de doencas

ateromatosas.

Uma vez que o substrato para sintese de colesterol € acetil-CoA citosoélico,
formado a partir de citrato, que sai da mitocondria principalmente quando a entrada de
piruvato na organela € grande em funcdo de uma elevada taxa glicolitica, é evidente
gue existe uma estreita correlacédo entre a via glicolitica e a sintese de colesterol. Visto
também que ambas as vias devem ser coordenadamente reguladas a fim de efetuar
transicdes metabdlicas de extrema relevancia para o metabolismo de carboidratos um
possivel mecanismo regulatorio envolvendo o colesterol e a PFK ndo poderia ser
descartado. Acreditamos que o colesterol seja capaz de atuar como um marcador de

estado metabdlico da célula, regulando a atividade da PFK e, por sua vez, regulando
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toda a via glicolitica. Elevados niveis de colesterol intracelular indicariam a necessidade
de reducdo na taxa de glicélise evitando, com isso, a producéo de acetil-CoA por essa
via, 0 que é conseguido através da modulacao da atividade da PFK (Figura 4). Em vista
disso, o conhecimento acerca da correlagdo entre essas duas vias metabdlicas
representa uma importante ferramenta para o controle do fluxo glicolitico e disturbios

associados ao acumulo de colesterol .
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Figura 4: Efeito do colesterol sobre a atividade da PFK1. Adaptado de Buchakijan e Kornbluth,
Nature Reviews, 2010. Hipdtese: o colesterol ser capaz de atuar como um marcador de estado
metabdlico da célula, regulando a atividade da PFK1, alterando sua atividade catalitica e seu
comportamento. GLUT, transportador de glicose; G6P, glicose-6-fosfato; F6P, frutose-6-fosfato;
HK, hexocinase; PGI, fosfoglicoisomerase; PFK1, 6-fosfofruto-1-cinase; PFK2, 6-fosfofruto-2-
cinase; GAPDH, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; PK, piruvato cinase; LDH, lactato
desidrogenase; PDH, piruvato desidrogenase; ACL, ATP citrato liase; ACC, acetil-CoA carboxilase;
FAS, acido graxo sintase.
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2 OBJETIVO

Baseado no papel critico da PFK na glicolise e tendo em vista a relagdo
evidenciada entre essa via e a via de biossintese de colesterol, este trabalho tem

como objetivo:

Investigar o efeito do colesterol sobre a atividade e a estrutura da PFK, propondo

um possivel mecanismo regulatério do colesterol sobre o metabolismo glicolitico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Materiais

ATP, F6P, estearato de colesteril, acetato de colesteril, colesterol-3-sulfato de
sodio, cloreto de colesteril e colesterol foram obtidos da Sigma Chemical Co. MA, EUA.
32pj foi obtido do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (Sdo Paulo, SP). Os

demais reagentes utilizados apresentavam grau analitico.
3.2 Métodos
3.2.1 Purificacdo da Enzima

A PFK foi purificada a partir de musculo esquelético de coelho segundo o
protocolo proposto por Kemp (1975), adaptado do original descrito por Parmeggiani et
al. (1966).

Extracdo: O coelho sofreu eutanasia por deslocamento cervical, seguido de
exsanguinacdo, os musculos da regido dorsal e das patas traseiras foram removidos,
limpos e mantidos em gelo. O musculo foi pesado cortado em pequenos pedacos e
processado em tampéo 1 (30 mM NaF, 4 mM EDTA e 15 mM B-mercaptoetanol, pH
7,5), na proporgao de 3:1, por 30 segundos no liquidificador. A preparacao foi mantida
em gelo e sob agitacao por 30 minutos. A preparacao foi entdo centrifugada a 14.000xg
por 10 minutos a 4°C (Hitachi-Himac). O sobrenadante foi filtrado com gaze para a

remocdao dos residuos lipidicos e o pH ajustado para 6,8 com adi¢do de 1,5 M de Tris.

Precipitacdo com Isopropanol: A preparacéo foi mantida em constante agitacao
em gelo com sal grosso. Alcool isopropilico gelado (1/5 do volume total do extrato) foi
adicionado gota a gota a preparacéo, ao final, a temperatura da solucéo estava a -4°C,
e permaneceu sob agitacdo por mais 20 minutos. O precipitado foi coletado por
centrifugacdo a 14.000xg por 30 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C (Hitachi-
Himac) e dissolvido em 1/15 da frag&o inicial em tampéo 2 (0,1 M Tris-fosfato, 0,2 mM

EDTA, 0,2 mM frutose 1,6-bifosfato, 1 mM B-mercaptoetanol, 5 mM pirofosfato de
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sodio, pH 8,0). Essa suspensao foi dialisada overnight a 8°C contra 0 mesmo tampao

para a remocao do isopropanol remanescente.

Tratamento a Quente: A suspensao dialisada foi transferida para um becker e
colocada em banho maria a 70°C, sob agitacdo. A temperatura da suspensao foi
mantida entre 57 e 59°C por 3 minutos quando, entéo, foi retirada e condicionada em
banho de gelo até atingir a temperatura de 4°C. Em seguida, a suspensao foi
centrifugada a 30.700xg por 15 minutos a 4°C.

Fracionamento por Sulfato de Aménio (38 - 55%): Ao sobrenadante, mantido em
banho de gelo sob agitacéo, foi adicionado sulfato de amdnio sélido até atingir 38% de
saturacdo (21,3 g/ 100 ml da solucéo inicial). Apés 30 minutos, o precipitado foi
removido por centrifugacdo a 14.000xg por 15 minutos a 4°C (Hitachi-Himac). O
precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amoénio até
atingir 55% de saturacéo (10,1 g/ 100 ml da solucéo inicial). O precipitado foi coletado
por centrifugacédo a 14.000xg por 30 minutos e dissolvido em tampé&o 3 (50 mM Tris-

fosfato, 0,2 mM EDTA, 1 mM B-mercaptoetanol, 5 mM pirofosfato de sodio, pH 8,0).
3.2.2 Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi feita pelo método de Lowry et al. (1951). O padrdo

utilizado em todas as dosagens foi a albumina de soro bovino (BSA).
3.2.3 Sintese de ATP radioativo

O [y-**P] ATP foi preparado de acordo com Maia et al. (1983). A sintese do [y-
¥2p] ATP acontece em um meio contendo 0,115 mM Tris-HCI, 0,0276 mM MgCl,,
0,0138 mM DTT, 0,276 uM L-a-glicerofosfato, 1,15 uM B-NAD, 0,115 uM ADP e 2,3
UM piruvato pela adicdo de 1 ml 3P e 40 ul de um coquetel enzimatico de marcacéo,
contendo glicerol-3-fosfato desidrogenase, triose-fosfato isomerase, gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, 3-fosfoglicerato cinase e lactato desidrogenase. Durante 90
minutos esse meio de reacdo foi incubado em temperatura ambiente, apos este

periodo, o *?P livre foi retirado da mistura através de uma coluna DOWEX 1 x 10 Mesh



35

ativada em 1 M de HCI. Em seguida o [y-**P] ATP formado foi aliquotado e avaliado
em um contador de cintilacdo liquida (Modelo Tri-Carb Perkin Elmer) e posteriormente
mantido a -20°C.

3.2.4 Ensaio radiométrico para quantificacdo da atividade da PFK

A atividade da PFK foi medida através do método direto radiométrico
desenvolvido por Sola-Penna e colaboradores 2002, com as modificagfes introduzidas
por Zancan e Sola-Penna (2005a e 2005b). A PFK foi pré-incubada a 37°C na
presenca de colesterol, controles na auséncia de colesterol foram realizados com o
veiculo de diluicdo do colesterol dimetil sulfoxido (DMSO). Apos pré-incubagéo, 1 ug/ml
da PFK purificada foi avaliada em um meio contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM
MgCl,, 5 MM (NH.),SO4, 1 mM F6P and 0,1 mM [y-**P] ATP (4 pci/umol), a menos
qguando indicado. A reacao foi interrompida, ap6s 10 minutos, pela adicdo de 1 mL de
suspensao de carvao ativo (250 g/L) contendo 0,1 N HCI e 0,5 M manitol. Apés
centrifugacdo do material, 0,4 ml do sobrenadante foram retirados e a radioatividade
presente foi avaliada pela quantidade de [1- *P] frutose-1,6-bifosfato formada. A
atividade da PFK foi calculada por regresséo linear da quantidade de [1- **P] frutose-
1,6-bifosfato formada durante a fase linear da reagdo em funcdo do tempo de reacgéo.
Duplicatas foram feitas para todas as amostras e os brancos obtidos na auséncia de

F6P foram subtraidos de todos os resultados.
3.2.5 Espectro de fluorescéncia intrinseca

Os espectros de fluorescéncia intrinseca da PFK purificada foram analisados em
um espectro fluorimetro JASCO 6300 (INC. MD. EUA). A PFK purificada (5 pg/ml) foi
diluida em meio de reacédo contendo 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 e concentracfes variadas
de colesterol (0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mM). As amostras foram colocadas
em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 x 1,0 cm e excitadas em 280 nm. A
fluorescéncia emitida foi medida num espectro de 300 nm a 400 nm. A partir desse
espectro foi calculado o centro de massa espectral que reflete o grau de exposicéo do

triptofano ao solvente. O centro de massa espectral foi calculado pela equacéo I:
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DA
=57

c.m.

Onde :
2 = somatorio

I, = intensidade de fluorescéncia em um dado comprimento de onda (A)

A = comprimento de onda

3.3 Andlise Estatistica

Todos o0s resultados foram expressos como média + erro padrdo dos
experimentos. A analise estatistica e as regressdes lineares e ndo-lineares dos dados
foram realizadas através do programa Sigma Plot (v. 10,0, Systat Inc., CA, USA)
integrado ao software SigmasStat (v. 3.2, Systat Inc. CA, USA). Os valores para cada
grupo foram comparados através dos testes Student’'s Newman Keuls. As diferengas
foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05. Os parametros
cinéticos da PFK para o ATP foram calculados considerando os dois componentes da
modulacdo da PFK por este metabdlito. O primeiro componente é o componente
estimulatorio para a curva de saturacdo do substrato, para o qual a PFK exibe um

padrdo alostérico descrito pela equacao II:

app X [ ATP]™s
Kos +[ ATP]"

Vmax
V=

Onde:

V = atividade da PFK em uma dada concentracdo de ATP

Vmax 45 = velocidade maxima aparente
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Ko.s = constante de afinidade para o componente estimulatério

ns = indice de cooperatividade do componente estimulatorio

O segundo componente € o componente inibitério que pode ser ajustado pela
equacao I

n;
Visatx|lgg

n; .
| o5 +[ATP] n;
Onde:

V = atividade da PFK em uma dada concentragdo de ATP
lo.5 = constante de afinidade para o componente inibit6rio
n; = indice de cooperatividade para o componente inibitério

Vsat = atividade da PFK quando o primeiro componente esta saturado

Os parametros cinéticos da PFK para a F6P foram calculados através de

regressao nédo-linear utilizando os dados experimentais para ajustar os parametros da
equacao IV:

V= Vmax x [ F6P]"
K s +[ F6P]"

Onde:

V = atividade da PFK em uma dada concentracéo de F6P
Vmax = velocidade méxima para saturar as concentracdes de F6P
Ko.s = constante de afinidade para F6P

n = indice de cooperatividade
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS
4.1 Efeito da pré-incubacdo com colesterol sobre a atividade da PFK

Com o0 objetivo de caracterizar o comportamento catalitico da PFK
purificada a partir de musculo esquelético de coelho na presenca de colesterol,
avaliamos a atividade da enzima ap6s 30 minutos de pré-incubag¢do com colesterol 0,1
mM. Controles na auséncia de colesterol foram realizados utilizando o veiculo de
diluicho do colesterol, o DMSO. Esse tratamento promoveu uma inibicdo de
aproximadamente 20% na atividade da enzima (Figura 5A). Embora seja um efeito
singelo, h4 uma forte dependéncia no tempo de pré-incubacdo. Ao avaliarmos os
efeitos do colesterol sobre a atividade da PFK em funcédo do tempo de pré-incubacéo,
observamos claramente que a inibicdo aumenta em func¢ao do tempo (Figura 5B). Deve
ser notado que o controle realizado na presenca de DMSO também perde sua
atividade em funcdo do tempo de pré-incubacdo. Isso se deve, provavelmente, a
desnaturacdo da enzima na presenca do solvente. Entretanto, fica nitido que na
presenca de colesterol, a perda de atividade € maior, quando comparada ao controle,

fortalecendo a concluséo de que o colesterol é capaz de inibir a atividade da enzima.

Com o intuito de melhor caracterizar a inibicdo da PFK promovida por colesterol,
avaliamos os efeitos de diferentes concentracdes do esterol sobre a atividade da
enzima apés 60 minutos de pré-incubacdo. Observa-se um efeito dependente da
concentragdo de colesterol, mostrando uma inibicho méxima calculada de
aproximadamente 80% e um lps de aproximadamente 0,05 mM (Figura 6). A partir
desses dados, inferimos que o colesterol € capaz de promover a inibicdo da atividade
catalitica da PFK de maneira dependente da concentracdo do metabolito e do tempo

de exposicéo da enzima ao colesterol.
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Figura 5: Atividade da PFK apds pré-incubac&o na presenca de colesterol. (A) Pré-incubagéo por 30 minutos. A
enzima (1pg/mL) foi pré-incubada na presenca de 0,1 mM de colesterol durante 30 minutos a 37°C. Controles na
auséncia de colesterol foram realizados utilizando o veiculo de diluicdo do colesterol, DMSO. Atividade da PFK esta
expressa em nmol.ug *.min * de F1,6BP. Valores plotados correspondem a média + erro padrdo de 3 experimentos
independentes (n=3). P < 0,05 quando comparado ao controle (Student's Newman Keuls). (B) Pré-incubacéo em
diferentes tempos. A enzima foi pré-incubada na presenca de 0,1 mM de colesterol em diferentes tempos (0, 15, 30,
60, 120 minutos) a 37°C. Aligquotas foram retiradas e a atividade enzimética foi mensurada pelo método radiométrico.
Atividade da PFK est4d expressa como percentual dos respectivos controles (tempo zero). Valores plotados
correspondem a média + erro padrédo de cinco experimentos independentes (n=5).
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Figura 6: Atividade da PFK apds pré-incubacdo por 60 minutos na presenca de concentragdes variadas de
colesterol. A enzima (1pg/mL) foi pré-incubada na presenca de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1mM de colesterol
por 60 minutos a 37°C. Controles na auséncia de colesterol foram realizados utilizando o veiculo de diluigdo do
colesterol, DMSO. Aliquotas foram retiradas e a atividade enziméatica foi mensurada através do método radiométrico,
descrito em Material e Métodos. Valores plotados correspondem a média + erro padrao de dez experimentos
independentes (n=10).
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4.2 Avaliacéo da afinidade da PFK pelos seus substratos na presenca de colesterol

Para investigar o mecanismo pelo qual o colesterol inibe a atividade da PFK, é
importante avaliar o efeito desse esterol sobre a afinidade da enzima por seus
substratos, F6P e ATP. Esses ensaios fornecem parédmetros cinéticos importantes
como a velocidade maxima (Vmax), Kos (constante de afinidade - concentracdo de
FE6P/ATP capaz de promover 50% da velocidade maxima), los para ATP (concentracdo
na qual é atingida a metade da inibicdo maxima da reacdo enzimatica promovida por
ATP) e o indice de cooperatividade (n). A PFK apresenta dois sitios de ligacao distintos
para ATP, sendo um dos sitios de alta afinidade, o sitio catalitico, com constante de
afinidade de aproximadamente 0,15 mM e o outro sitio de baixa afinidade, o sitio
inibitério, com constante de afinidade de aproximadamente 2,5 mM. Em condi¢cdes
fisioldégicas, a concentracdo intracelular de ATP varia entre 2 e 5 mM e,
consequentemente, o ATP pode inibir a PFK em diferentes niveis dependendo do
estado metabodlico em que a célula se encontra (SOLA-PENNA et al., 2010). Dessa
forma, a avaliacdo dos efeitos de concentracdes crescente de ATP sobre a atividade da
PFK gera uma curva bifésica, sendo a enzima ativada até ATP 1 mM, quando a enzima
passa a ser inibida por este metabdlito. Esse perfil inibitério do ATP pode ser
evidenciado na Figura 7, na qual também observamos que a presenca de colesterol foi
capaz de inibir a atividade da enzima em todas as concentracdes de ATP. Essa
inibicdo é, aparentemente, proporcional para todas as concentracfes de ATP. Isso
torna-se evidenciado pelo fato de ndo haver modificagdo das afinidades de ambos os
sitios para ATP e tampouco do indice de cooperatividade destes sitios. Por outro lado,
h& uma diminuicdo de, aproximadamente 35 % na Vmax da enzima avaliada por estes

experimentos (Tabela I).

Os efeitos do colesterol sobre a modulagdo da enzima pelo substrato F6P
também foram testados. De forma similar ao descrito acima, os efeitos inibitorios
promovidos pelo colesterol também s&o observados em todas as concentracbes de
F6P testadas (Figura 8), com consequente reducdo da Vnax da enzima sem afetar

significativamente a afinidade por este substrato ou o indice de cooperatividade (Tabela

).
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Figura 7: Efeito do colesterol
sobre a atividade da PFK em
diferentes concentracfes de
ATP. A enzima foi pré-incubada
na presenca de 0,1 mM de
colesterol por 1h a 37°C. Controles
na auséncia de colesterol foram
realizados utilizando o veiculo de
diluicdo do colesterol, DMSO.
Aliguotas foram retiradas e a
atividade enzimética foi mensurada
através do método radiométrico, na
presenca de concentracdes
variadas (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 1,5;
2; 3 e 5 mM) de um dos substratos
da enzima, o ATP. Valores
plotados correspondem a média +
erro padrdo de dez experimentos
indenendentes (n=10).

Figura 8: Efeito do colesterol
sobre a atividade da PFK em
diferentes  concentragcbes de
F6P. A enzima foi pré-incubada na
presenca de 0,1 mM de colesterol a
37°. Controles na auséncia de
colesterol foram realizados
utilizando o veiculo de diluicdo do
colesterol, DMSO. Aliquotas foram
retiradas e a atividade enzimética
foi mensurada através do método
radiométrico, na presenca de
concentracbes variadas (0,025;
0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1 e 2mM) de um
dos substratos da enzima, a F6P.
Valores plotados correspondem a
média * erro padrdao de sete
experimentos independentes (n=7).
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CONTROLE COLESTEROL
K 0.5 (MM) 0,25 + 0,01 0,29 + 0,02
Ns 1,129 + 0,05 0,9732 + 0,06
ATP | Vmaxgp, (nmol.ug™.min) 121+1,2 78+1,1*
| 0.5 (MM) 2,0+0,2 1,7+0,1
ni 1,8+0,2 2,1+0,2
Vmax (nmol.ug™*.min™?) 135+1,1 8,9 + 0,6*
F6P K 05 (MM) 0,38 + 0,09 0,61+0,22
n 0,8 +0,0” 1,5+0,2

Tabela I: Efeitos do colesterol sobre os pardmetros cinéticos da PFK purificada de musculo
esquelético de coelho na presenca de 0,1 mM de colesterol. Controles na auséncia de colesterol
foram realizados utilizando o veiculo de diluicdo do colesterol, DMSO. Os pardametros foram
calculados baseados nas figuras 7 e 8. * P < 0.05 comparado ao controle.”A dispersdo excessiva
dos valores néo permite calcular o erro padrdo para esse parametro.
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4.3 Avaliacdo da atividade da PFK na presenca de colesterol em condicdes fisicas

variadas

Como citado anteriormente, a PFK responde as variac6es de pH do meio alterando
seu equilibrio oligomérico em um processo dindmico. A inativagdo € acompanhada pela
variagdo na concentracdo de ions H* do meio. Em meio acido, a inativacdo da enzima
pode ser correlacionada com a mudanca da forma tetramérica ativa para a forma
dimérica fracamente ativa. Por outro lado, em meio basico a forma tetramérica da
enzima, que apresenta atividade maxima, é estabilizada e torna-se menos susceptivel
a alterac6es no meio reacional (MARINHO-CARVALHO et al., 2006, 2009; LEITE et al.,
2007). Em vista disso, investigamos o padrao inibitério promovido pelo colesterol frente
a mudancas no pH do meio de reacdo. Observamos que o colesterol é capaz de inibir a
PFK mesmo em pH acima de 8,0 (Figura 9), faixa de pH em que a enzima encontra-se

na sua forma tetramérica e apresenta atividade maxima.
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Figura 9: Efeito do colesterol na atividade da PFK em condi¢cdes variadas de pH. A enzima foi
pré-incubada na presenca de 0,1 mM de colesterol por 1h a 37°C, em diferentes condi¢des de pH
no meio de reacdo. Controles na auséncia de colesterol foram realizados utilizando o veiculo de
diluicdo do colesterol, DMSO. Aliquotas foram retiradas e a atividade enzimética foi mensurada,
através do método radiométrico. P < 0,05 quando comparado ao controle (Student's Newman
Keuls). Valores plotados correspondem a média = erro padrdo de dez experimentos
independentes (n=10).
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A temperatura de pré-incubacdo também € um fator limitante na regulacdo do
equilibrio oligomérico da PFK, por esse motivo esse parametro também foi investigado
na presenca de colesterol. A inativagdo térmica da PFK em temperaturas acima de
50°C ndo segue um padrao hiperbdlico devido a complexa estrutura oligomérica da
enzima, ou seja, durante os primeiros minutos de incubacdo a enzima estd muito
estavel e sua atividade néo é alterada (FABER-BARATA E SOLA-PENNA, 2005). Esse
perfil pode ser observado na Figura 10, na qual apés 10 minutos de pré-incubagédo a
PFK n&o responde a presenca de colesterol em nenhuma das temperaturas testadas.
Por outro lado, com o passar do tempo de pré-incubacdo o colesterol potencializa a

inativacdo da PFK promovida pela pré-incubacdo em temperatura elevada (55°C).
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Figura 10: Termoinativacdo da PFK na presenca de colesterol em funcédo do tempo de pré-
incubacao. A enzima foi pré-incubada na presenca de 0,1 mM de colesterol por 1h a 37°C e
55°C. Controles na auséncia de colesterol foram realizados utilizando o veiculo de diluigdo do
colesterol, DMSO. Aliquotas foram retiradas e a atividade enzimatica foi mensurada, através do
método radiométrico. P < 0,05 guando comparado ao controle 37°C (Student's Newman Keuls).
*P < 0,05 quando comparado ao controle 55°C (Student's Newman Keuls). Valores plotados
correspondem a média + erro padrdo de seis experimentos independentes (n=6).
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4.4 Avaliacao do efeito do colesterol na atividade da PFK na presenca de

diferentes moduladores alostéricos da enzima

A avaliacdo do efeito do colesterol na atividade da PFK na presenca de
diferentes moduladores alostéricos da enzima, que sao caracterizados por alterar seu
equilibrio oligomérico, auxilia na investigagcdo dos mecanismos pelos quais o colesterol
promove sua inibicdo. Uma ampla variedade de ligantes alostéricos fisiologicos séo
capazes de regular a atividade da PFK. S&o considerados potentes ativadores da
atividade da enzima AMP, ADP, ATP (< 1 mM) e F2,6BP, esses metabolitos podem
contrabalancar os efeitos inibitérios promovidos pelo ATP. E como inibidores, além do
ATP (> 1 mM), citrato, lactato e fosfoenolpiruvato podem atuar potencializando os
efeitos inibitérios promovidos pelo ATP (MARINHO-CARVALHO et al., 2006, 2009;
LEITE et al., 2007, SOLA-PENNA et al., 2010). A concentracdo intracelular de todos
esses metabolitos, que atuam interferindo no equilibrio entre as formas oligoméricas da
PFK, é critica para a regulacéo da atividade da enzima (MARINHO-CARVALHO et al.,
2006, 2009; LEITE et al., 2007, SOLA-PENNA et al., 2010). Observamos na Figura 11,
gue a inibicdo promovida pelo colesterol é parcialmente revertida na presenca de
F2,6BP, o principal ativador alostérico da PFK descrito. Por outro lado, na presenca de
citrato essa inibicdo é potencializada. Somados, esses resultados mostrados até aqui
sdo fortes indicativos de que o colesterol ndo é capaz de afetar a conformacéo
oligomérica da enzima (SOLA-PENNA et al., 2010). Podemos sugerir que assim como
outros metabolitos que regulam a atividade da PFK, como ATP e citrato, o colesterol
pode atuar como um marcador de estado metabdlico da célula, sinalizando para uma

inibicdo da enzima quando se faz necessario.
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Figura 11: Efeito do colesterol sobre a atividade da PFK na presenca de diferentes moduladores
alostéricos da enzima. A enzima foi pré-incubada na presenca de 0,1 mM de colesterol por 1h a 37°C,
controles na auséncia de colesterol foram realizados utilizando o veiculo de diluicdo do colesterol, DMSO.
Aliquotas foram retiradas e a atividade enzimatica foi mensurada, através do método radiométrico. Foram
utilizados os moduladores alostéricos positivos ADP (5 mM) e F2,6BP (100 uM); e o modulador alostérico
negativo, citrato (10 mM). ‘P <0,05 guando comparado ao controle 37°C (Student’s Newman Keuls). Valores
plotados correspondem a média + erro padréo de dez experimentos independentes (n=10).
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4.5 Efeito do colesterol sobre a estrutura quaternaria da PFK

A fim de avaliar os efeitos do colesterol sobre a estrutura quaternaria da PFK,
analisamos o centro de massa no espectro de fluorescéncia intrinseca da enzima na
presenca de colesterol. Foi demonstrado por nosso laboratério que esse parametro
pode ser utilizado para avaliar a transicdo, entre dimeros e tetrameros da PFK,
induzida por diferentes tipos de ligantes. Uma vez que os dimeros apresentam seus
triptofanos mais expostos ao meio polar, o centro de massa de seu espectro de
fluorescéncia intrinsica apresenta-se deslocado para regides de menor energia e maior
comprimento de onda do espectro quando submetidos a excitacdo de 280 nm
(MARINHO-CARVALHO et al., 2006; LEITE et al., 2007; ZANCAN et al., 2007).
Calculando o centro de massa do espectro de fluorescéncia intrinseca da enzima,
observamos que as concentracdes de colesterol promovem uma diminui¢do no centro
de massa de forma concentracdo-dependente (Figura 12). Este comportamento ndo é
compativel com o comportamento observado quando h&a deslocamento da enzima da
sua forma tetramérica para a sua forma dimérica, corroborando a hipotese de que o
mecanismo inibitério promovido pelo colesterol é independente da alteracdo no

equilibrio oligomérico da enzima.

Figura 12: Efeito do colesterol
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4.6 Efeitos da pré-incubagéo com esterois derivados do colesterol sobre a
atividade da PFK

Uma parte significativa do colesterol intracelular € metabolizado através de sua
esterificacdo com &cidos graxos. Assim, decidimos testar os efeitos de ésteres de
colesterol (estearato de colesteril e acetato de colesteril) e do colesterol com
substituicbes hidrofilicas na posicdo 3 do nucleo esteroide (cloreto de colesteril e
colesterol-3-sulfato de sodio. As estruturas dos compostos utilizados estédo

representadas na Figura 13.

CHj CHs HC H CH;, CHs,
CHj CHs
X
HO COLESTEROL H;C (e) ACETATO DE COLESTERIL

CHy  CHy

HyC H

CLORETO DE COLESTERIL

Figura 13: Estrutura molecular dos derivados de colesterol. Fonte: Sigma-Aldrich.
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A enzima foi pré-incubada durante 30 e 60 minutos na presenca de 0,1 mM de
cada um desses compostos e a sua atividade avaliada em sequéncia (Figura 14).
Pode-se observar que todas as moléculas foram capazes de inibir a enzima (Figura
14). O cloreto de colesteril apresentou perfil de inibicdo bastante similar ao do
colesterol. Por outro lado, o estearato de colesterii e o acetato de colesteril
apresentaram maior eficiéncia inibitéria, evidenciada apdés 30 minutos de pré-

incubacdo. Essa mesma eficiéncia foi observada com o colesterol-3-sulfato de sodio.
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Figura 14: Efeitos da pré-incubagdo com esterdis derivados do colesterol sobre a atividade da
PFK purificada. A enzima foi pré-incubada na presenca de 0,1 mM de colesterol, estearato de colesteril,
acetato de colesteril, colesterol-3-sulfato de sodio e cloreto de colesteril por 30 e 60 minutos a 37°C,
controles na auséncia de colesterol foram realizados utilizando o veiculo de diluicdo do colesterol,
DMSO. Aliquotas foram retiradas e a atividade enzimatica foi mensurada, através do método
radiométrico. *P < 0,05 guando comparado ao controle apds 30 minutos de pré-incubagao (Student’s
Newman Keuls). ‘P < 0,05 guando comparado ao controle apés 60 minutos de pré-incubacao (Student’s
Newman Keuls).Valores plotados correspondem a média + erro padrdo de seis experimentos
independentes (n=6).
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5 DISCUSSAO

O pancreas endocrino secreta insulina ou glucagon em resposta as variacoes na
concentracdo da glicose plasmatica, promovendo a regulacdo de inUmeros processos
metabdlicos, entre eles o metabolismo glicolitico e a sintese de colesterol. Flutuagfes
da glicemia promovem flutuacdes em iguais proporgdes no transporte de glicose para
as células B das ilhotas pancreaticas e na sua fosforilacdo no citosol dessas células.
Essa correlacao entre as flutuacfes da glicemia e o transporte e fosforilacdo da glicose
se da em funcédo da presenca do GLUT 2 e da hexocinase 4 nessas células, que
apresentam a afinidade por glicose compativel com as flutuacdes fisioldgicas do acucar
(LEE, MAGKOS et al., 2011; ASHCROFT E RORSMAN, 2012). A secrecéo de insulina
por essas células responde a flutuagbes intracelulares da concentracao de ATP, que
por sua vez varia em funcdo da atividade glicolitica. Como consequéncia, ha uma
correlacao direta entre a entrada e fosforilacdo de glicose nas células  pancreéticas e
a secrecao de insulina por essas células. A insulina regula negativamente a secrecao
glucagon pelas células a das ilhotas pancreatica. Dessa forma, a glicemia regula
diretamente a insulinemia e indiretamente a glucagonemia. Esta contraregulacdo da
secrecao desses dois horménios tem um papel fisioldgico importante pois eles tém
efeitos antagbnicos sobre varias vias metabodlicas. Insulina e glugagon,
respectivamente, estimulam e inibem a glicolise, a sintese de acidos graxos e a
biossintese de colesterol, por exemplo, por seus efeitos em enzimas-chave dessas
vias, como a PFK, a acetil-CoA carboxilase (ACC) e a HMG-CoA redutase (LEE,
MAGKOS et al., 2011; ASHCROFT E RORSMAN, 2012).

Pelo exposto acima, pode-se tracar uma estreita correlagdo entre o0s
metabolismos glicolitico e lipidico em diferentes tecidos. Com aumentos da glicemia e
sua consequente acdo sobre a secrec¢do de insulina, ocorre um aumento da glicélise,
produzindo mais piruvato que, entre outros destinos metabdlicos, é convertido em
acetil-CoA dentro das mitocondrias através da piruvato desidrogenase (PDH). Esse
acetil-CoA reage com oxaloaceto, numa reacgéo catalisada pela citrato sintase, gerando
citrato e CoA livre. O citrato, por sua vez, pode ser isomerizado em isocitrato pela

aconitase mitocondrial ou sair da mitocondria, através dos transportadores de
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tricarboxilatos, e ser metabolizado citosolicamente pela ATP:citrato liase (ACL), que
utiliza também CoA gerando oxaloacetato e acetil-CoA citosdlicos. A ativacdo da ACC
e da HMG-CoA redutase pela insulina, aumenta a metabolizacao citosdlica de acetil-
CoA no citosol, favorecendo a saida de citrato da mitocondria (ROTTIERS E NAAR,
2012). Dessa forma, delineia-se a integracdo entre a glicolise a sintese de lipideos

(acidos graxos e colesterol), tendo como reguladores comuns a insulina e o glucagon.

Os dados mostrados nesta dissertacdo demonstram que o colesterol € capaz de
inibir a PFK, um dos principais pontos de regulacdo da via glicoiitica. Além de ser uma
modulacdo inédita sobre a PFK, a acdo do colesterol sobre a enzima evidencia um
mecanismo de regulacdo da prépria sintese do colesterol. Essa afirmacédo € baseada
no exposto acima onde evidencia-se que a sintese de colesterol é dependente da
ativacao glicolitica. Assim, uma consequéncia esperada da inibicdo da PFK e da
consequente diminuicdo da taxa glicolitica € a diminuicdo também da formacao
citosélica de acetil-CoA e, por conseguinte, da sintese de lipideos. Um mecanismo
similar foi recentemente demonstrado, onde acil-CoAs de cadeia longa se mostram
como potentes inibidores da PFK (JENKINS et al.,, 2011). Neste trabalho os autores
também correlacionaram essa inibicdo com a integracao regulatéria entre a glicélise e a
sintese de &cidos graxos (JENKINS et al., 2011). Os dados aqui apresentados
contribuem para o entendimento dessa regulacdo mostrando que além do produto final
da sintese de acidos graxos, o colesterol, produto final da sintese de colesterol,
também inibe a PFK e, consequentemente, a glicolise.

Varios moduladores da atividade da PFK atuam afetando o equilibrio entre
dimeros e tetrAmeros da enzima (SOLA-PENNA et al., 2010). Os ativadores da enzima,
ADP, AMP, AMP ciclico e F2,6BP, favorecem a associacdo de dimeros formando
tetrameros, que € o oligbmero da enzima com maior atividade. Dessa forma, estes
metabdlitos promovem a ativacdo da PFK e da glicolise (SOLA-PENNA et al., 2010).
De forma reciproca, varios metabolitos que levam a inibicdo da PFK e da glicdlise
promovem a dissociacdo dos tetrdmeros da enzima favorecendo a formagdo de
dimeros, que apresentam atividade residual (SOLA-PENNA et al., 2010). Esse € o caso

da classica inibicdo da enzima por ATP (acima de 1 mM) e por lactato, produto da
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glicdlise fermentativa. Esses sdo outros exemplos de contraregulacdo onde produtos
de uma via metabdlica sado capazes de inibir a via em si. No caso do colesterol, ndo ha
alteracdo da conformacgéo quaternaria da enzima nem da afinidade da PFK por seus
substratos. Reconhecidamente, dimeros da enzima possuem menor afinidade tanto por
ATP quanto por F6P (SOLA-PENNA et al., 2010). O colesterol ndo promoveu alteracéo
da afinidade da enzima por seus substratos, diminuindo apenas a sua velocidade
maxima. Tampouco os efetores alostéricos capazes de alterar a estrutura quaternéria
da PFK foram capazes de afetar significativamente a inibicdo da enzima pelo

colesterol.

A inibicdo da PFK promovida por acil-CoA também parece nao afetar nem a
afinidade da enzima por seus substratos, nem o grau de oligomerizacdo da enzima.
Pelo contréario, foi demonstrado que ocorre a acilagdo da PFK em quatro diferentes
sitios, resultando na inibicdo da enzima. No presente trabalho n&do foi avaliado se o
colesterol seria capaz de promover a modificagdo covalente da PFK, mas essa
possibilidade ndo pode ser descartada e deve ser avaliada num futuro breve. Em
consonancia com essa possibilidade esta a necessidade de um tempo consideravel de
incubacgéo da enzima com o colesterol para que a inibicdo seja observada. Entretanto,
os resultados obtidos com diferentes apresentacdes do colesterol ndo suporta a
possibilidade de modificacdo covalente. O fato de a forma mais provavel de ligacdo do
colesterol a PFK ser através da hidroxila na posicédo 3 e de que diferentes substituicbes
nesta hidroxila ndo terem impedido os efeitos inibitérios do colesterol enfraquecem a
possibilidade de participacao desta hidroxila nos efeitos do colesterol sobre a PFK. De
gualquer forma, seria interessante a avaliacdo da PFK incubada com colesterol em um
espectrometro de massas pela técnica do MALDI TOF/TOF para averiguar a

possibilidade de modificacdo covalente da enzima pelo colesterol.

Muito embora ndo tenhamos uma evidéncia do mecanismo pela qual o colesterol
inibe a PFK, nos parece claro que essa inibicdo tem uma grande relevancia metabdlica,
podendo apresentar importantes correlacdes com patologias. Por exemplo, €
conhecido que a hipercolesterolemia cursa com a tolerancia a glicose prejudicada

(GADDAM, VENTURA et al., 2011). Embora seja certo que muitos sdo os fatores
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contribuindo para essa correlacdo, ndo nos parece despropositado que a inibicdo da
glicdlise (em funcédo de uma inibicdo da PFK) seja proposta como um desses fatores.
Na verdade, buscando mais aprofundadamente, h4& um sem-namero de correlacbes
entre patologias envolvendo alteracdes no metabolismo lipidico e glicidico, todas
culminando com a sindrome metabdlica (GRUNDY, 2012). Dessa forma, acreditamos
gue os resultados aqui apresentados sejam apenas uma pequena parte de uma

complexa rede regulatoria unindo o metabolismo lipidico e a glicdlise.
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6 CONCLUSOES

e O colesterol promove uma inibicdo na atividade da PFK de forma dependente
do tempo e da concentracdo, sem alterar a afinidade da enzima por seus
substratos F6P e ATP;

e A PFK é inibida pelo colesterol mesmo em condi¢cdes 6timas, como pH
basico, no qual a enzima esta na sua forma tetramérica e apresenta atividade
maxima;

e O colesterol € capaz de potencializar a inativacdo da PFK promovida pela
pré-incubacao em temperatura elevada;

e Os resultados sugerem uma modulacdo negativa do colesterol sobre a
atividade da PFK, apresentando-se como um modulador da enzima e
possivelmente do metabolismo glicolitico, atuando como um importante
marcador de estado metabdlico da célula;

e No entanto, os mecanismos envolvidos a cerca dessa inibicdo ainda

precisam ser elucidados.
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