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RESUMO

Cambiaghi TD. Estudo do controle traducional de PPARB durante o processo de
diferenciacdo de macrofagos [Tese]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo; 2009.

O receptor ativado por proliferadores de peroxissoma beta (PPARB) é um
receptor nuclear que atua como fator de transcricdo e esta envolvido em diferentes
processos celulares tais como: apoptose, proliferacdo e diferenciacdo. A
diferenciacdo das células THP-1 em macréfagos, induzida por PMA, é associada ao
aumento da expressao de PPARB. A UTR 5 de PPARJ regula negativamente sua
sintese, porém, o mecanismo molecular envolvido ndo foi esclarecido. No presente
estudo, o estado traducional das células THP-1 diferenciadas por PMA foi
investigado em associacao a superproducdo de PPAR. A presenca de uORFs no
transcrito de PPAR, contendo codons de iniciacdo compativeis com seqiéncias de
Kosak, poderia ser a causa do efeito inibitério da UTR 5°. Porém, a superproducéo
de PPARPB nas células THP-1 diferenciadas por PMA aparentemente ndo esta
relacionada ao controle traducional convencional mediado pela fosforilagdo de
elF2a. A incorporacéo reduzida de L-[U-14C]leucina revelou que a superproducéo
de PPARP ocorre durante inibicdo global da traducéo, confirmada pela reducdo dos
polissomos. Além disso, desfosforilacdo rapida e consistente de 4E-BP1 foi
observada apo6s tratamento com PMA. 4E-BP1 desfosforilado causa inibicdo da
iniciacao da traducéo e favorece a traducdo de mRNAs que contém IRES. De fato, a
estrutura da UTR 5" de PPARP apresenta caracteristicas de transcritos que formam
IRES. Assim, a producdo de PPARf pode ser regulada por IRES e a superproducao
de PPARf ocorre concomitantemente com a inibicdo da traducédo dependente de

cap.

Palavras-chave: PPARS; Diferenciacao celular; Células THP-1; Controle traducional;
IRES; UORFs; 5'-UTR; 4E-BP.



ABSTRACT

Cambiaghi TD. Translation control of PPARB during macrophage differentiation
[Thesis]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séao Paulo;
2009.

The peroxisome proliferator-activated receptor B (PPARB) is a nuclear
receptor that acts as a transcription factor involved in a wide range of cellular
processes such as apoptosis, proliferation and differentiation. The differentiation of
THP-1 cells in macrophages, induced by PMA, is associated with overexpression of
PPARp. Previous studies have shown that the 5-UTR of the PPARP negatively
regulates its expression, however, the molecular mechanism involved remains
unclear. In this study, the translational status of PMA-differentiated THP-1 cells was
investigated in association with overexpression of PPAR. Putative positive Kosak
initiation codons are present in PPARB uORFs and could be the cause of the
inhibitory effect of its 5-UTR. However, the overproduction of PPARB in PMA-
differentiated THP-1 cells is, apparently, not related to non conventional translation
induced by elF2a phosphorylation. Polysome profile analysis revealed that the over
production of PPARf coincides with a decrease in the global content of polysomes.
The impairment in protein synthesis was confirmed by the decrease in incorporation
of L-[U-14C]leucine in to proteins. We detected a fast and consistent
dephosphorylation of 4E-BP by PMA treatment. The increase in dephosphorylated
4E-BP levels is associated with inhibition of elF4E cap-dependent translation
initiation and favors the translation of mMRNAs that contain IRES. In fact, the PPARf
5'-UTR structure has some characteristics that resemble described IRES. Therefore,
PPARS is preferentially translated when global protein synthesis is inhibited and its

production may be controlled by IRES.

Key words: PPARp; cell differentiation;THP-1 cells; translational control; IRES;
UORFs; 5°-UTR; 4E-BP.
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1 INTRO DUCAO

1.1 Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS)

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma, PPARs, séo
fatores de transcricdo que fazem parte de uma superfamilia de receptores nucleares,
caracterizados por seu padrdo de distribuicdo nos tecidos e pela regulacdo do
metabolismo. Os PPARs foram originalmente identificados em 1990 e foram assim
designados em virtude de serem receptores ativados por compostos que induzem
proliferagdo de peroxissomas [Issemann and Green, 1990].

Peroxissomas sao organelas pequenas com formato oval ou espiral,
circundadas por uma unica membrana. Estdo presentes em todas as células de
mamiferos, com excecado dos eritrécitos. Os peroxissomas apresentam enzimas que
oxidam D-aminoacidos, &cido urico e varios 2-hidroxi-acidos utilizando oxigénio
molecular com a formacdo de peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio
formado é convertido em agua e oxigénio pela catalase, também presente nesta
organela. Os peroxissomas também apresentam enzimas envolvidas no
metabolismo de lipideos, particularmente na B-oxidacdo de &cidos graxos (AG) de
cadeia longa e na elongacédo de cadeias de acidos graxos [Schoonjans et al., 1996b]
[Schoonjans et al., 1996a].

A proliferacdo de peroxissomas € uma resposta celular a uma variedade de
compostos quimicos e a certas condicdes fisiopatoldgicas que envolvem mudancas
drasticas na morfologia celular e atividade das enzimas dos peroxissomas [Lock et
al., 1989]. Compostos de diversos grupos quimicos podem desencadear
proliferacdo de peroxissomas como: drogas hipolipidemiantes (derivados do acido
fibrico — clofibrato, fenofibrato e benzafibrato), Wy14643, herbicidas, antagonistas de
leucotrienos e farmacos antiinflamatorios néo esteroidais [Jump and Clarke, 1999].

A superfamilia PPAR é composta de trés isotipos: a, NR1C1 (Receptor
nuclear da subfamilia 1, grupo C, membro 1); B/3, NR1C2 (Receptor nuclear da
subfamilia 1, grupo C, membro 2) e y, NR1C3 (Receptor nuclear da subfamilia 1,
grupo C, membro 3) que desempenham fungédo importante no reconhecimento e
metabolismo de lipideos biologicamente ativos. Estes isotipos sdo codificados por

genes especificos e apresentam padréo distinto de expresséo [Bishop-Bailey, 2000;



Desvergne and Wabhli, 1999; Kersten et al., 2000; Schoonjans et al., 1996a;
Schoonjans et al., 1996b].

1.2 Padrédo de expressao e funcdes celulares dos PPARs

Quanto ao papel bioldgico, os membros da familia PPAR desempenham
funcdo chave no metabolismo de lipideos. Todavia, as isoformas apresentam
funcdes especificas nos diferentes tipos celulares nos quais sdo encontrados.

Em humanos, o PPARa é principalmente expresso no figado, coragéo, rins
(tecidos caracterizados por alta taxa de oxidacdo de acidos graxos), além do
intestino e pancreas [Auboeuf et al., 1997; Sher et al., 1993]. O PPARa é expresso
também em células do sistema imunolégico e vasculares [Keech et al., 2005;
Plutzky, 2004]. Assim, sua ativacéo afeta a expressédo de aproximadamente 80-100
genes, que regulam a oxidacdo de &cidos graxos, o metabolismo lipidico e o
processo inflamatorio [Duez et al., 2001; Kliewer et al., 2001; Lefebvre et al., 2006;
Plutzky, 2003; Plutzky, 2004]. Além disso, agonistas deste receptor melhoram
lesbes arteroscleréticas e quadros de dislipidemia [Ahmed et al., 2007; Knight et al.,
2003; Linton and Fazio, 2000].

PPARYy é classicamente caracterizado por sua expressao e fungcdo no tecido
adiposo, aonde foi primeiramente identificado. E também expresso no musculo
esquelético, figado, coracdo e intestino [Mukherjee et al., 1997]. Como PPARGa,
também tem sido identificado em células dos sistemas vascular e imunologico [Marx
et al., 1998a; Marx et al., 1998b; Ricote et al., 1998]. A isoforma y deste receptor
estd envolvida em diversos processos, tais como: diferenciacdo de adipdcitos,
estoque de lipideos e homeostasia da glicose [Evans et al., 2004]. Polimorfismos
que diminuem a atividade de PPARy estdo associados com resisténcia a insulina,
diabetes tipo 2 e hipertensdo, sugerindo um papel importante nestes processos
[Barroso et al., 1999; Garg, 2004]. Além disso, apresenta efeitos antiinflamatérios e
agonistas de PPARYy apresentam efeitos anti-ateroscleroéticos [Kota et al., 2005]. Por
outro lado, as propriedades de diferenciagao celular e apoptose apresentadas por
PPARy sé@o benéficas para o tratamento de diferentes tipos de canceres (mama,
célon, préstata, pancreatico, biliar, pituitario e gastrico) [Bull, 2003; Heaney, 2003;
Koeffler, 2003; Leibowitz and Kantoff, 2003; Tsujie et al., 2003].



A expressdo ubiqua de PPARp sugere seu envolvimento em funcdes
celulares basicas, tais como: sintese e renovacdo de membrana lipidica. Porém, é
encontrada em altas quantidades no tecido adiposo, musculo esquelético, cérebro e
pele [Berger and Moller, 2002; Braissant et al., 1996; Muoio et al., 2002]. Também
acredita-se que possui funcdo importante na proliferacdo e diferenciacao celulares
[Barish et al., 2006; Escher et al., 2001; Wang et al., 2003]. Apesar de pouco se
saber sobre a principal funcdo do PPARp, acredita-se que esta envolvido na
implantacéo e decidualizacdo de embrides [Kersten et al., 2000], além do transporte
reverso de colesterol [Oliver et al., 2001], maturacao de oligodendrécitos [Peters et
al., 2000; Saluja et al., 2001], metabolismo de lipideos [Barak et al., 2002; Wang et
al., 2003], desenvolvimento da placenta [Barak et al., 2002], proliferacdo de células
hepéticas estreladas e pré-adipdcitos [Hansen et al., 2001; Hellemans et al., 2003] e
reabsorgcdo O0ssea por osteoclastos [Mano et al., 2000]. O PPAR regula processos
inflamatoérios, como a inflamacao aterogénica [Lee et al., 2003], e cicatrizacdo de
feridas [Kuenzli and Saurat, 2003]. Também estd envolvido em processos
cancerigenos, como o cancer de colon. Porém, permanece contraditoria a acao de
PPARB como atenuador ou indutor na formagcao de tumores [Barak et al., 2002;
Harman et al., 2004; He et al., 1999]. Além disso, efeitos benéficos de agonistas
deste receptor tém sido encontrados na hiperlipidemia, obesidade, efluxo de
colesterol e gasto de energia pelos musculos [Dressel et al.,, 2003; Tanaka et al.,
2003].

1.3 Mecanismo de ativagéao transcricional por PPARs

Estruturalmente, os PPARs sao receptores nucleares que apresentam uma
Unica cadeia polipeptidica organizada em quatro dominios: A/B, C ou dominio de
ligagdo ao DNA (DBD), D e E/F ou dominio de ligacéo ao ligante (LBD) (Figura 1). O
dominio N-terminal ou A/B € pouco conservado entre as trés isoformas dos PPARs e
apresenta funcdo de ativacdo 1 (AF-1) que é transcricionalmente ativa na auséncia
de ligantes [Blanquart et al., 2003; Schoonjans et al., 1996a; Schoonjans et al.,
1996b]. O estado de fosforilagdo deste dominio contribui para a modulacdo da
atividade dos PPARs [Adams et al., 1997; Camp and Tafuri, 1997; Shalev et al.,

1996; Zhang et al., 1996]. A regido central apresenta dominio altamente conservado



(dominio C), que representa o local de ligacdo ao DNA (DBD). Este dominio
apresenta dois complexos “dedos de zinco” que sdo formados por arranjos protéicos
constituidos de uma a-hélice e uma folha B-pregueada mantidas unidas por um ion
Zn?*. Além disso, possui funcdo de ativacdo 2 (AF-2) que esta contida no dominio
LBD, que é transcricionalmente ativa na presenca de ligantes [Blanquart et al.,
2003]. O dominio D ou regido da dobradica permite alteragcdes conformacionais na
molécula. Esta estrutura confere ao receptor um padrao estavel de dobramento para
que este se ajuste na fenda maior da dupla hélice do DNA e forme, desta forma,
associacfes estaveis com as regides regulatérias para controlarem a transcricdo
[Schoonjans et al., 1996a; Schoonjans et al., 1996b].

As isoformas dos PPARs sao farmacologicamente distintas, apresentando
ativacdo diferencial, apesar do alto grau de conservacdo dos dominios ligantes
[Keller et al., 1993; Yu et al., 1995]. Estes, por sua vez, podem ser naturais como 0S
acidos graxos e derivados, ou sintéticos, como farmacos antiinflamatérios,

hipolipidemiantes e anti-diabéticos.

Entre o grupo dos ligantes sintéticos, os fibratos (Wy14643, clofibrato,
fenofibrato e outros), que sdo farmacos hipolipidemiantes, ativam preferencialmente
0 PPARa [Forman et al., 1997; Kliewer et al., 1994; Krey et al., 1997; Yu et al.,
1995]. Compostos anti-diabéticos da classe das tiazolidinedionas (troglitazona,
ciglitazona, rosiglitazona, pioglitazona), por sua vez, ativam preferencialmente o
PPARy [Lehmann et al., 1995]. Um dos ligantes para PPARB é o composto quimico
L165041 (derivado do acido fenoxiacético) e GW501516, altamente seletivo para
este receptor [Berger et al., 1999; Oliver et al., 2001].

A ativacdo dos PPARs por acidos graxos foi primeiramente descrita em
1992, com a utilizacdo de um receptor quimérico em ensaios de transativagdo. O
receptor era composto pelo dominio de ligacdo ao ligante de PPAR e pelo dominio
de ligacdo ao DNA do receptor de glicocorticoides. Esta descoberta foi o primeiro
indicio de que os acidos graxos podem ser moléculas sinalizadoras que controlam a
atividade de receptores nucleares e, conseqientemente, a expressao génica
[Gottlicher et al., 1992].
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Figura 1. Mecanismo de ativacdo e organizacdo dos dominios dos PPARs - (A) Os PPARs
formam heterodimeros com os receptores X retinddes, sdo ativados por ligantes e
modulam a transcri¢do por se ligarem em seqiéncias especificas (elementos responsivos
aos receptores ativados por proliferadores de peroxissomas - PPRES) na regido promotora
de genes alvos. (B) O dominio N-terminal A/B contém a porgdo de ativagdo transcricional
independente de ligante (AF-1). O dominio C contém dois motivos “dedos de zinco” que
ligam o PPRE na regido regulatéria dos genes responsivos ao PPAR. O dominio D ou
regido da dobradica permite mudancas conformacionais na molécula. O dominio E/F
representa um dominio de ativagdo transcricional dependente de ligante (AF-2).

A via pela qual os PPARs regulam a transcrigdo génica envolve sua ativagéo
inicial pela ligacdo a um ligante, através da qual ocorre mudanca conformacional,
que facilita a formacéo de um outro complexo heterodimérico com o receptor nuclear
ativado pelo &cido 9-cis retindico (RXR). Esta mudanca conformacional facilita a
ligacdo de moléculas acessorias que sdo determinantes criticos para a ativacao
transcricional [Chen et al., 2006; DiRenzo et al., 1997]. Estas incluem proteinas co-
repressoras, que sao liberadas apos a ativacdo de PPAR, e coativadoras, que séao
recrutadas para o PPAR ativado, desempenhando papel importante na atividade
desses receptores. Como exemplos de moléculas co-repressoras destes receptores

encontram-se as proteinas: co-repressora do receptor nuclear (NCoR) e mediadora



de silenciamento para o receptor de horménio tireoidiano e retindide (SMRT) e como
coativadoras da transcricao: coativadora do receptor esterdide 1 (SRC-1) e proteina
ligante de PPAR (PBP) [Michalik and Wahli, 1999].

Assim, o heterodimero (PPAR-RXR) se liga ao elemento responsivo ao
PPAR (PPRE). Os PPREs sao sequéncias especificas repetidas de
hexanucleotideos, separadas por uma base e localizadas nas regides promotoras e
intrdnicas dos genes alvos [Desvergne and Wabhli, 1999; Gearing et al., 1993].

O PPRE foi primeiramente identificado no promotor do gene que codifica a
enzima acil-CoA oxidase que esta envolvida na p-oxidacdo de acidos graxos
[Tugwood et al., 1992]. A sequéncia consenso do PPRE ¢é 5-
AACTAGGNCAAAGGTCA-3, na qual os PPARs ocupam a metade do sitio de
ligacdo da extremidade 5 e os RXRs a outra metade da extremidade 3’ [A et al.,
1997].

1.4 PPARB e macréfagos

Os macrofagos séo originarios das células mieldides da medula 6ssea. A
célula matriz € precursora de mondcitos que, ao serem recrutados, atingem a
circulacdo, podendo se alojar em diferentes tecidos, diferenciando-se em
macrdéfagos residentes.

Durante o processo inflamatério, ha aumento da migracdo de mondcitos
para o foco da lesdo. Ocorre entéo ativacao, processo no qual os mondcitos passam
a realizar fungcbes complexas como quimiotaxia, fagocitose, processamento e
apresentacdo de antigenos, lise de parasitas celulares e capacidade de morte
tumoral. A ativagdo envolve a interagcdo de citocinas com receptores presentes na
membrana dos macrofagos. Esta interacdo desencadeia uma série de eventos
moleculares intracelulares, que incluem hidrélise de fosfatidilinositol, formacéo de
diacilglicerol, alteragcbes nas concentracdes citossolicas de calcio, ativacdo de
proteina quinase C, fosforilagdo de proteinas e alteracbes na transcricdo génica
[Adams and Hamilton, 1984].

Os macréfagos possuem atividade secretora elevada, incluindo mais de cem

substancias biologicamente ativas, tais como enzimas, proteinas plasmaticas,



horménios, além de substéancias envolvidas na regulacdo da funcéo e crescimento

de outras células.

O PPARP é expresso em células mieldides e sua expressao é induzida
durante a diferenciacdo de macrofagos humanos, além de promover acumulo de
lipideos nestas células [Vosper et al.,, 2001]. As células THP-1, linhagem celular
derivada de mondcitos humanos, sdo amplamente usadas como modelo para o
estudo da diferenciacdo de macréfagos. Estas células crescem em suspensao e
podem ser induzidas a diferenciacdo na presenca de um ativador da proteina
quinase C, o forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) [Tsuchiya et al., 1982]. Apds este
tratamento, as células THP-1 passam a aderir a placa de cultura. Foi demonstrado
que este processo é acompanhado por aumento na producao e atividade de PPARL.
Assim, o PPARP modula o estado de diferenciacdo das células THP-1 tratadas com
PMA [Vosper et al., 2003].

1.5 Inicio da traducdo em eucariotos

A traducao é dividida em 3 fases: iniciacdo, elongacéo e terminacdo. Estas
fases estdo sujeitas a mecanismos regulatorios especificos, entretanto, a iniciacao é
0 passo limitante da traducdo em muitas circunstancias [Mathews et al., 2000].

O processo de sintese protéica em eucariotos envolve o reconhecimento e o
recrutamento de mRNAs por uma maquinaria de iniciacdo da traducdo, que
compreende as subunidades ribossomais 40S e 60S e diversas proteinas
regulatérias. Este processo € mediado por proteinas que sdo conhecidas como
fatores de iniciacdo eucarioticos (elFs) (Figura 2).

A formagdo do complexo de pré-iniciagdo 43S ocorre a partir da
disponibilidade de um conjunto de subunidades ribossomais dissociadas, que é
mantido com a ajuda dos fatores elF3 e elF1A. A subunidade 40S, que se associa a
estes dois fatores, é entdo ligada posteriormente ao complexo ternario — constituido
por elF2, tRNA carregando a metionina inicial e GTP - para formar o complexo de
pré-iniciagdo 43S. A formagédo do complexo ternario é regulada por elF2B [Hershey
and Merrick, 2000].
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Figura 2. Inicio da tradu¢cdo em eucariotos - O processo de iniciacdo da traducdo envolve proteinas
conhecidas como elFs (fatores de iniciagdo eucaritticos). Os fatores elF1A e elF3 auxiliam
na manutencdo das subunidades ribossomais (40S e 60S) dissociadas. Ambos os fatores
se associam com a subunidade 40S, que entdo se associam ao complexo ternario (elF2,
tRNA carregando a metionina inicial (Met-tRNA™') e GTP) para formar o complexo de pré-
iniciacdo 43S. elF2B atua regulando a formacdo do complexo ternario. O reconhecimento
do capacete de 7 metil guanosina (m7G cap) pelo complexo 43S é mediado por elF4E, uma
proteina ligante de cap. Esta faz parte do complexo elF4F, que é composto por elF4E,
elF4A (uma helicase de RNA) e elF4G (uma proteina estrutural). elF4B e elF4H ativam
elF4A. elF3 e elF4G participam na ligacdo do complexo 43S ao mRNA. Apdés ligacao da
subunidade 40S ao mRNA, ocorrerd a translocacéo deste até o cddon de iniciacdo AUG.
ApOs a formacdo do complexo 48S, ocorre liberagdo dos fatores (mediada por elF5) e
posterior reciclagem. A seguir, ocorrera a associacdo da subunidade 60S e formagédo do
complexo de iniciacao 80S. elF5B é requerido para a unido da subunidade 60S ao mRNA.
Figura modificada a partir de Holcik & Sonenberg [Holcik and Sonenberg, 2005].



O reconhecimento da extremidade 5° do mRNA pela estrutura do capacete
de 7-metil guanosina (cap) é mediado pela proteina ligante de cap, elF4E, que faz
parte de um complexo ligante de cap, elF4F. Este complexo, que é responsavel pela
selecdo de mMRNAs para traducao, consiste de elF4E, elF4A (uma helicase de RNA)
e elF4G (uma proteina estrutural). Os fatores elF4B e elF4H promovem a atividade
helicase de elF4A. A ligacado do complexo de pré-iniciacdo 43S ao mRNA é assistida
pela interacdo entre elF3 e elF4G. elF3 é entdo recrutado a subunidade ribossomal
40S. Assim, a subunidade 40S é ligada ao mRNA e, em seguida, comeca a
translocar por este MRNA na direcdo 5" - 3" até localizar o cédon de iniciacdo (muito
frequentemente um AUG), que €, entdo, associado a subunidade ribossomal 60S
para formar o complexo de iniciacdo 80S. Os fatores que participam nesta etapa da
traducdo séo liberados apos a formacdo do complexo de iniciacdo 48S e sé&o
reciclados para um novo ciclo de iniciacao. A liberacédo dos elFs é assistida por elF5,
que facilita a hidrélise de GTP carreado por elF2, e assim, a dissociacdo do
complexo 48S. elF5B é requerido para a juncéo da subunidade 60S a 40S, em cada
passo da elongacéo polipeptidica do inicio da traducédo [Hershey and Merrick, 2000;
Merrick, 2004].

1.5.1 Inicio da traducédo mediada por IRES

Uma proporcao consideravel de mRNAs celulares, 3 — 5%, foi mostrada ser
traduzida por um mecanismo independente de cap [Johannes et al., 1999]. E
provavel que muitos destes transcritos possuam um sitio interno de entrada de
ribossomos (IRES) em sua UTR 5. A traducdo mediada por IRES € o Unico
mecanismo traducional independente de cap reconhecido [Johannes et al., 1999;
Johannes and Sarnow, 1998]. Os IRES recrutam ribossomos diretamente, ignorando
0 requerimento da estrutura do cap 5° do mRNA e o fator de iniciagdo elF4E (Figura
3).

Os transcritos contendo IRES foram inicialmente descobertos em
picornavirus, em que foi observado que ocorria iniciagdo da traducdo dos RNAs
virais que naturalmente ndo apresentam cap e, além disso, eram traduzidos ainda

mais eficientemente [Jang et al., 1988; Pelletier and Sonenberg, 1988].
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Figura 3. Iniciacdo da traducao dependente de IRES e dependente de cap - (A) O fator elF4E
liga-se ao cap. A subunidade ribossomal 40S interage com 0 mMRNA através da proteina
elFAG, que também se liga a elF3. elF4A é uma helicase de RNA envolvida na
desestabilizacdo da estrutura secundaria da regido néo traduzida 5° (UTR 57) do
trasncrito. A proteina ligante de poliA (PABP), circulariza o0 mRNA através de sua
interacdo com a cauda de poliA e elF4G. (B) Fatores atuantes trans de IRES (ITAFs) e
fragmentos proteoliticos de elF4GIl ou p97/DAP5/NAT1, um homoélogo distinto de elF4G,
estimulam a traducdo dependente de IRES. Figura modificada a partir de Holcik &
Sonenberg [Holcik and Sonenberg, 2005].

RNAs celulares contendo IRES foram descritos em um numero limitado, mas
crescente, de mRNAs. Os IRES tém sido reportados muitas vezes em transcritos
gque possuem UTRs 5 longas com alto conteddo de bases GC e estrutura
secundéaria estavel. Contudo, ndo ha caracteristicas discriminaveis distintas na UTR
5" que indiqguem a presenca de IRES. A deteccao de IRES permanece grandemente
empirica e conta com o uso de modelos de constru¢cdes de mRNAs bicistrénicos
[Hellen and Sarnow, 2001; Pelletier and Sonenberg, 1988].

Muitos mRNAs que contém IRES codificam proteinas que desempenham
funcdes importantes no crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e regulacdo da
apoptose celular. Estas funcdes podem ser devido ao fato destes processos
requererem um controle diferenciado da expressao génica. Estimulo da traducao
mediada por IRES estd associado ao declinio global da sintese protéica e
intensificacdo da traducdo seletiva de mMRNAs especificos. Acredita-se que a
regulacéo seletiva da traducdo mediada por IRES seja importante para a regulagcéao
da sobrevivéncia e morte celular [Holcik et al., 2000].

O mecanismo molecular preciso da tradu¢do mediada por IRES nado esta
completamente esclarecido. Como mencionado anteriormente, IRES celulares sao
freqientemente encontrados em UTRs 5" longas e estruturadas e séo relativamente
ineficientes no direcionamento da traducéo sob condi¢cdes que favorecem a traducgéo

dependente de cap. Contudo, a traducdo dependente de IRES é favorecida quando



a traducao dependente de cap estd comprometida [Stoneley and Willis, 2004]. Isto
ocorre porque a sintese protéica mediada por IRES é independente da presenca ou
integridade de alguns fatores gerais de iniciacdo, principalmente elF4E [Hellen and
Sarnow, 2001]. A traducdo dependente de IRES pode requerer proteinas celulares
auxiliares que sao conhecidas como fatores trans atuantes de IRES (ITAFS)
[Martinez-Salas et al., 2001]. O mecanismo de fungéo das ITAFs ndo esta totalmente
esclarecido mas acredita-se que muitas ITAFs funcionem como chaperonas de RNA
[Holcik and Sonenberg, 2005].

Possivel conexdo entre a fosforilagdo de elF2a e tradugédo controlada por
IRES foi proposta. A atividade de muitos transcritos que possuem IRES - tais como:
transportador de aminoacidos catidnicos (CAT1) [Fernandez et al., 2002b], fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas-
2 (PDGF2) e c-Myc [Gerlitz et al., 2002] — esta aumentada durante o processo de
diferenciacdo ou em diferentes tipos de estresses celulares que aumentam a
fosforilacdo de elF2a e reduzem a sintese protéica global. Contudo, a fosforilagédo de
elF2a ndo se correlaciona com o aumento da atividade de outras IRES, tais como:
proteina ligante de imunoglobulina (BIP)/proteina reguladora de glicose de 78 kDa
(GRP78), proteina serina/treonina quinase de proto-oncogene (PIM1) ou inibidor da
proteina de apoptose 2 humana (HIAP2) [Fernandez et al., 2002b;
Warnakulasuriyarachchi et al., 2004]. O mecanismo sugerido de regulacéo
traducional de IRES pela fosforilacdo de elF2a ndo esta claro, pois a fosforilacdo de
elF2a inibe a formacdo do complexo ternério que é requerido para a iniciagdo em
todos os mMRNAs celulares. Desta forma, o aumento na fosforilacdo de elF2a pode
reduzir ou estimular a tradugcao dependente de IRES e inibir aquela dependente de

cap.

1.6 Disponibilidade do complexo ternario

A participacdo de GTP - elF2a na formacdo do complexo ternario € um
passo limitante na interacdo do tRNA carregando a metionina inicial & subunidade
ribossomal 40S. Diferentes tipos de estresses, tais como: hipOxia, infecc¢ao viral, falta
de aminoéacidos e choque térmico, reduzem a traducédo global por desencadear a

fosforilacdo da subunidade o de elF2 no residuo de serina 51. Fosforilacdo esta que



inibe a troca de GDP por GTP, catalisada por elF2B, previnindo a formagéo do
complexo ternario [CLEMENS, 2004; DEVER ET AL., 1992; HINNEBUSCH, 2000]
(Figura 4). Como elF2a esti presente em excesso em relacdo a elF2B, mesmo
pequenas mudancas na fosforilacdo de elF2a tém grande efeito na formacédo do
complexo ternario e traducédo. A fosforilacdo de elF2a reduz a traducdo de maneira
geral. Contudo, sua fosforilagdo aumenta a traducdo de mRNAs especificos, que
codificam proteinas de resposta ao estresse e de recuperacdo do processo de
sintese protéica [HINNEBUSCH, 2000].

Disponibilidade Niveis de heme. > 3
de aminoacidos, o choque osmdtico, ;'e?s? u
radiacdo UV infsccaowiral choque térmico RE, hipoxia

| | | |

GCN2 PKR HRI PERK

Sintese protéica global

\\> Iniciaco da traducdo

Figura 4. Integracdo de respostas a diferentes tipos de estresse pela fosforilagdo do fator de
iniciacdo elF2 alfa - Diferentes condicbes de estresses resultam na fosforilagdo da
subunidade a do fator de iniciagao eucariético 2 (elF2a), que é realizada por 4 diferentes
quinases: HRI (haem-regulated inhibitor kinase), PKR (protein kinase RNA), PERK (PKR-
like endoplasmatic reticulum kinase) e GCN2 (general control non-derepressible-2). elF2
faz parte do complexo ternario, que é composto de elF2, GTP e tRNA carregando a
metionina inicial (Met-tRNA™'). Como GTP é hidrolisado durante o inicio da traducéo, elF2
ativo necessita ser reciclado a cada iniciacdo pela troca de GDP-GTP catalisada por
elF2B. A fosforilacdo de 2a inibe a troca de GDP-GTP, que resulta na inibicdo global da
traducdo. A traducdo de um subgrupo de mRNAs continua, portanto, para permitir que a
célula se adapte a condi¢gbes de estresse. ER, reticulo endoplasmatico; UV, ultavioleta.
Figura modificada a partir de Holcik & Sonenberg [Holcik and Sonenberg, 2005].



A fosforilacdo de elF2a € mediada por 4 proteinas quinases distintas: HRI
(haem-regulated inhibitor kinase), PKR (protein kinase RNA), PERK (PKR-like
endoplasmatic reticulum kinase) e GCN2 (general control non-derepressible-2), que
integram diversos sinais de estresse em uma via comum. Estas quinases
compartilham homologia em seus dominios cataliticos de quinase, mas seus
dominios regulatérios sao distintos e estdo sujeitos a diferentes mecanismos

indutores [Holcik and Sonenberg, 2005].

Em células de mamiferos, a fosforilagdo de elF2a é importante na regulagéo
da traducdo seletiva durante o estresse de reticulo endoplasmatico (RE) e em
resposta a proteinas com alteracdo conformacional [Kaufman, 2004]. O RE ¢é o local
de sintese e dobramento de proteinas que sdo direcionadas a secrecdo, membrana
plasmética e organelas. Desta forma, o RE é sensivel a perturbacbes na
homeostasia celular que sdo desencadeadas por diferentes tipos de estresse,
incluindo deplecdo de calcio, falta de glicose ou hipdéxia que resulta na inducéo de
uma resposta a proteinas dobradas erroneamente [Ron, 2002]. A resposta celular a
proteinas com conformacédo errbnea é conhecida como UPR (unfolded protein
response). A UPR é manifestada pela reducéo na sintese protéica global e ativacao
da sintese especifica de proteinas de resposta ao estresse, tais como: fator de
ativacdo de transcricdo 4 (ATF4) e proteina regulada por glicose de 78 kDa
(BIP/GRP78) [Kaufman, 2004]. Uma funcéo importante da UPR € reduzir a demanda
na maquinaria de conformacédo da proteina para proteger as células do estresse.

A ativacdo da UPR pela fosforilacdo de elF2a é mediada pela quinase
transmembrana de RE, PERK [Harding et al., 1999]. Geralmente, a ativacdo de
PERK é blogueada pela sua interacdo com a proteina chaperona BIP. Um aumento
na conformacdo errbnea das proteinas no RE causa dissociacdo de BIP e PERK,
gue permite a oligomerizacdo de PERK e autofosforilacéo, seguida pela fosforilagao
de elF2a [Bertolotti et al., 2000]. A fosforilacdo de elF2a por PERK atenua a
traducdo da maioria dos mRNAs. Entretanto, a traducdo do mRNA de ATF4 é
aumentada sob estas condi¢bes [Harding et al., 2000b]. Esta regulacdo positiva &
crucial para a UPR, onde ATF4 ativa a transcricdo de genes responsivos a UPR.
Estes genes codificam proteinas que respondem ao estresse de RE para
restabelecimento da homeostasia celular [Harding et al.,, 2000a; Harding et al.,

2003]. A traducdo do mRNA de ATF4 é regulada por um mecanismo conhecido por



traducdo seletiva mediada por elF2a ou traducdo mediada por janelas abertas de
leitura na UTR 5° (UORFs). Assim, a UTR 5" de ATF4 contém 2 uORFs, sendo que
uma delas se sobrepde a ORF de ATF4, inibindo sua tradugdo. Quando o complexo
ternario é abundante em decorréncia do baixo grau de fosforilacdo de elF2a, o0s
ribossomos iniciam na UORF1 e freqientemente reiniciam na UORF2. Porém, como
a UORF2 se sobrepbe a ORF de ATF4, a traducdo da uORF2 suprime a producéo
de ATF4. Por outro lado, mediante situacdes de estresse, em que ocorre aumento
dos niveis de fosforilacdo de elF2a e formacado reduzida de complexo ternario, o
ribossomo transpassa pela UORF2 e reinicia a traducdo no cédon de iniciacdo de
ATF4 (Figura 5) [Lu et al., 2004; Vattem and Wek, 2004]. Portanto, em condi¢des
normais, estas UORFs exercem efeito inibitério sobre o gene ATF4, porém, sob
situacdes de estresse, este gene tem sua sintese estimulada através do mecanismo

de controle de traducéo dependente de uORFs.
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Figura 5. Regulagéo da traducdo de ATF4 mediada por uORFs - A traducédo do fator ativador
da transcricao 4 (ATF4) é regulada por 2 janelas abertas de leitura na UTR 5° (UORFs).
Em baixos niveis de fosforilagdo de elF2a, o complexo ternario € abundante e os
ribossomos iniciam na UORF1 e freqientemente reiniciam na UORF2. Como a uORF2
se sobrepbe a ORF de ATF4, a traducdo da uORF2 suprime a traducdo de ATF4.
Mediante situacGes de estresse, ocorre aumento dos niveis de fosforilagdo de 2a e
consequente reducdo da formacédo de complexo ternério, o ribossomo transpassa pela
UORF2 e inicia no cddon de iniciacdo de ATF4 [Holcik and Sonenberg, 2005].



1.7 A disponibilidade de 4E-BP controla a troca entre traducdo dependente de

cap e dependente de IRES

O recrutamento de ribossomos ao mMRNA € um passo limitante no inicio da
traducao e alvo frequente para o controle traducional [Hershey and Merrick, 2000].
Existem dois mecanismos distintos de acoplamento de ribossomos nas células de
mamiferos: traducao dependente de cap e dependente de IRES.

O fator de inicio de traducdo 4F (elF4F) atua na ligacdo da subunidade
ribossomal 40S a extremidade 5° do mMRNA com cap. elF4F € um complexo que
contém 3 subunidades: elF4E (subunidade ligante de cap), elF4A (uma RNA
helicase dependente de ATP / ATPase dependente de RNA) e elF4G (atua como um
esqueleto para a ligacdo de elF4E e elF4A). Além disso, elF4G interage com a
subunidade menor do ribossomo ligando o fator elF3 e a proteina ligante de poli(A)
(PABP), estabelecendo assim uma ligacdo critica entre o mRNA e o ribossomo
[Gingras et al., 1999; Hentze, 1997; Hershey and Merrick, 2000].

A formacdo do complexo elF4F é dinamica e totalmente regulada [Richter
and Sonenberg, 2005]. Em particular, a disponibilidade de elF4E para formagao do
complexo elF4F é modulada por uma familia de pequenas moléculas repressoras da
traducdo, as proteinas ligantes de elF4E (4E-BPs) [Lin et al., 1994; Pause et al.,
1994a]. Quando desfosforiladas, as proteinas 4E-BPs interagem fortemente com
elF4E, inibindo-o [Gingras et al.,, 2001b]. O grau de fosforilacdo das 4E-BPs é
modulado por muitos estimulos extracelulares. Estimulos nutricionais e hormonais
tendem a aumentar o grau de fosforilagdo das 4E-BPs ativando a traducdo,
enquanto que estresses nutricionais e ambientais levam a sua desfosforilacdo e

consequente inibicdo da sintese protéica [Gingras et al., 2001b; Raught et al., 2000].

O inicio da tradu¢do em muitos mRNAs que contém IRES requer 0S mesmos
elFs essenciais para a traducdo de mRNAs dependente de cap, exceto elF4E
[Anthony and Merrick, 1991; Pause et al., 1994b; Pestova et al., 1996]. Devido ao
fato de elF4E nédo ser requerido para a tradugdo dependente de IRES, tem se
assumido que este fator ndo desempenha funcéo na regulacdo da atividade de
IRES. Sendo assim, em condicbes nas quais 4E-BP encontra-se desfosforilada, a

traducdo dependente de IRES é favorecida em relacdo a traducdo dependente de



cap. Diferentemente, quando 4E-BP se encontra fosforilada a traducdo de mRNAs

dependente de cap ocorre normalmente [Svitkin et al., 2005].

1.8 Via PI3K/Akt/mTOR

A via de sinalizagdo PISK/AKT/mTOR é ativada por véarios estimulos
extracelulares, tais como: fatores de crescimento, mitdgenos e horménios. Um alvo
importante a jusante desta via € a traducdo de mRNAs dependente de cap [Hay and
Sonenberg, 2004; Hennessy et al., 2005; Petroulakis et al., 2006; Stephens et al.,
2005]. A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR) regula a sintese
protéica através da fosforilacdo e inativacdo da proteina repressora da traducéo, 4E-
BP1, e através da fosforilacdo e ativacdo da quinase da proteina ribossomal S6,
polipeptideo 1 (S6K1) [Gingras et al., 2001a; Hay and Sonenberg, 2004; Jacinto and
Hall, 2003; Kim and Sabatini, 2004; Kim et al., 2003; Ruggero and Pandolfi, 2003].
As 4E-BPs podem ser encontradas em 3 formas: ndo fosforilada e fosforilada, e
neste ultimo estagio, hipo ou hiperfosforiladas. Quando hiperfosforiladas, as 4E-BPs
sdo liberadas de elF4E, ativando preferencialmente e aumentando a traducdo
dependente de cap. Por outro lado, quando nao fosforiladas, interagem fortemente
com elF4E, inibindo este tipo de traducédo e ativando modos alternativos de sintese

protéica, como a dependente de IRES.

Para controlar a atividade traducional e processos metabdlicos adicionais,
MTOR coordena sinais extracelulares, como o0s descritos acima, com a
disponibilidade de aminoacidos e aporte energético intracelular [Hay and Sonenberg,
2004]. Na auséncia destes estimulos, a proteina S6K1 se associa ao fator elF3,
inibindo-o [Mamane et al., 2006]. ApOs estimulacdo, o complexo mTOR/raptor é
ativado para fosforilar S6K1 e 4E-BP1 (Figura 6) [Mamane et al.,, 2006]. A
fosforilacdo de S6K1 no residuo T389 promove sua dissociacdo de elF3 e a torna
alvo de fosforilacdo pela enzima quinase dependente de fosfoinositideo 1 (PDK1) no
residuo T229, causando sua ativagdo completa. Apds total ativacdo, S6K1 fosforila
elF4B e S6. elF4B fosforilado em S422 se associa a elF3 [Holz et al.,, 2005;
Shahbazian et al., 2006]. A interacdo de mTOR com elF3 também estimula a

associacao entre elF3 e elF4G [Harris et al., 2006]. Estas interacbes moleculares



cooperam para aumentar a formacdo do complexo de iniciacdo de traducéo e

traducédo dependente de cap.
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Figura 6. Ativacdo da iniciacdo da traducdo por mTOR - mTOR ao ser ativado por estimulos
extracelulares, forma um complexo com as proteinas Raptor e proteina semelhante a
subunidade B da proteina G (LST8/GBL). Nesta condicdo, este é recrutado a elF3 para
fosforilar dois substratos principais: 4E-BPs e S6Ks. 4E-BP fosforilado é liberado de elF4E.
A fosforilagdo e ativacdo de S6K1 leva a sua dissociacdo de elF3. S6K1 ativado fosforila
elF4B e S6. A fosforilacdo de elF4B em T422 leva a sua associagdo com elF3. mTOR
também estimula a associagdo entre elF3 e elF4G. Todas estas alteragdes culminam em
traducao dependente de cap. Por outro lado, na auséncia de estimulos, S6K1 é associado
com elF3 e 4E-BP a elF4E, inibindo a iniciacdo e a traducdo dependente de cap. Figura
modificada a partir de Mamane et al. [Mamane et al., 2006].

Ao se observar mais detalhadamente a via PI3K/AKT/mTOR e mais
especificamente a proteina mTOR, visualiza-se a formacdo de dois complexos
distintos: complexo TOR1 de mamiferos (MTORC1) e complexo TOR2 de mamiferos
(mMTORC?2). Estes sao distintos funcionalmente e estruturalmente e compartilham a

mesma subunidade catalitica — mTOR.



MTORC1 é o principal regulador da biogénese ribossomal e sintese protéica
[Hay and Sonenberg, 2004]. mTORC1 regula estes processos atraves da
fosforilacdo/inativacdo de 4E-BP1 e fosforilacdo/ativacdo de S6K1 [Hay and
Sonenberg, 2004; Tee and Blenis, 2005]. O estado de fosforilacdo de ambas é
comumente usado para avaliar a atividade de mTORC1 [Bhaskar and Hay, 2007].
Além disso, € um dos principais reguladores da autofagia, evento em que partes do
citoplasma séo englobadas em vacuolos e destruidas em lisossomos, em resposta a
falta de nutrientes [Kamada et al., 2004; Lum et al., 2005]. Por outro lado, este
complexo também atua no controle da transcricdo de muitos genes, particularmente
os envolvidos nas vias biossintéticas e metabdlicas, tais como: vias envolvidas no
controle do crescimento e tamanho celulares, estimulacdo da sintese e estabilidade

protéicas e biogénese de ribossomos [Peng et al., 2002].

MTORC2, diferentemente de mTORC1, foi mostrado regular a organizacéo
do citoesqueleto de actina [Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004]. mTORC2
fosforila diretamente proteinas membro de uma classe conservada de quinases
chamadas AGC (quinases para proteina quinase A, G e C). Para completa ativacao,
estas quinases sao fosforiladas em residuos de serina ou treonina dentro de uma
regido hidrofébica (HM) no terminal carboxilico. Assim, a descoberta de mTORC2
subsequentemente levou a sua identificacdo como quinase HM para pelo menos
duas quinases AGC, Akt e PKCa [Sarbassov et al., 2004; Sarbassov et al., 2005].

As subunidades que definem os mTORCs sao: a proteina adaptadora de
MTOR sensivel a rapamicina (Raptor) em mTORCL1 e a proteina parceira de mTOR
insensivel a rapamicina (Rictor) em mTORC2 (Figura 7). Raptor parece interagir
com mTOR em multiplos pontos de contato, sendo essencial para a atividade de
MTORCL1 e contém sitios de ancoragem para 0s seus substratos: 4E-BP1 e S6K1
[Fingar and Blenis, 2004; Harris and Lawrence, 2003; Hay, 2005; Wullschleger et al.,
2006]. Por outro lado, ambos os complexos possuem GpL, proteina semelhante a
subunidade B da proteina G. A delecao desta proteina demonstrou que esta nao é
essencial para a atividade de mTORC1, porém, é requerida para a funcdo de
MTORC2 [Kim et al., 2003].

A integridade do complexo mTORC2 requer Rictor, SIN1 e GBL e, portanto,

a deficiéncia de qualquer subunidade é suficiente para bloquear a atividade quinase



HM de mTORC2 para Akt e PKCa [Guertin et al., 2006; Sarbassov et al., 2004].
Estas 3 subunidades sdo interdependentes quanto a interacdo com mMTOR e
essenciais para a funcdo de mTORC2. Porém, para a atividade de mTORC1, é
necessaria a presenca da proteina Raptor juntamente com mTOR (Figura 7)
[Bhaskar and Hay, 2007].
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Figura 7. Proteinas que compdem os mMTORCs — As subunidades que definem os complexos
TOR1 (MTORC1) e TOR2 (MTORC2) de mamiferos, sdo as proteinas Raptor em
MTORC1 e rictor em mTORC2. Por outro lado, ambos os complexos possuem GpfL,
proteina semelhante a subunidade B da proteina G e a proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR). Além dessas proteinas € essencial a presenca de Sinl para a
atividade de mTORC2.

A via de mTOR responde a fatores de crescimento (tais como: insulina ou
fatores de crescimento semelhantes a insulina) através da via PI3K. A ligacdo destes
agentes aos seus receptores leva ao recrutamento e fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina (IRS) e recrutamento da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Esta
se liga a IRS e converte fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) na membrana celular
em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 recruta a quinase-1 dependente de
3-fosfoinositideo (PDK1) e Akt para a membrana resultando na fosforilagdo do
residuo T308 e ativacdo de Akt pela proteina PDK1 [Corradetti and Guan, 2006;
Waullschleger et al., 2006]. Porém, para a completa ativacdo, Akt também precisa ser

fosforilada em outro residuo, S473, por mTORC2 (Figura 8) [Sarbassov et al., 2005].

As proteinas da esclerose tuberosa 1 (TSC1) e 2 (TSC2) formam um
heterodimero que regula negativamente a sinalizacdo de mTOR. TSC2 é fosforilada
e inativada por Akt em resposta a insulina [Gao et al., 2002; Inoki et al., 2002; Potter
et al.,, 2002]. TSC2 atua como uma GAP (proteina ativadora de GTPase) para a

pequena GTPase homodloga de Ras enriquecida no cérebro (Rheb) [Li et al., 2004].



Esta se liga a mTOR, ativando-a em uma maneira dependente de GTP, o que induz
mudanca conformacional em mTORC1 e ativacao e fosforilacdo dos alvos a jusante
[Long et al., 2005]. Esta fosforilacdo causa inibicdo de 4E-BP e ativacdo de S6K e
consequente, ativacdo da traducdo e crescimento celular [Jefferies et al., 1994;
Mamane et al., 2004]. Além disso, mTORC1 ativa outros processos como
transcricdo, autofagia, biogénese de ribossomos e estabilidade protéica. Por outro
lado, este complexo pode ser inibido pela droga rapamicina. Esta droga forma um
complexo com outra molécula, a proteina de 12 kDa ligante de FK506 (FKBP-12),
que ira inibir diretamente e potencialmente mTORCL1 [Brown et al., 1994; Chiu et al.,
1994; Sabatini et al., 1994; Sabers et al., 1995]. Com relagdo a mTORC2, nado é
claro como Rheb-GTP afeta a atividade deste complexo e se o efeito de Rheb em
MTORC2 é positivo ou negativo [Wullschleger et al., 2006]. Porém, a estimulacao
deste complexo esta associada a organizacdo do citoesqueleto [Kim et al., 2003;
Sarbassov et al., 2004].

Outra proteina importante que pertence a via PI3-K/Akt/mTOR é glicogénio
sintase quinase 3 (GSK3). Esta quinase foi descoberta ha cerca de 20 anos como
uma proteina quinase cuja funcdo foi confinada ao metabolismo de glicogénio.
Entretanto, sabe-se atualmente que esta proteina possui funcao-chave na regulagéo
de diversas fungdes celulares, como, sinalizag&o por insulina, fatores de crescimento
e nutrientes. Além disso, participa do controle da divisdo celular, apoptose, entre
outras. Assim, quando a via PI3-K/Akt/mTOR é estimulada, por exemplo, com
hormdénios ou fatores de crescimento, ocorre ativacado de Akt/PKB que, por sua vez,
fosforila e inibe GSK3, fosforilagéo esta, que ocorre nas duas isoformas, GKS3a e £,
nos residuos de serina 21 e 9, respectivamente [Cohen and Frame, 2001]. Esta
inibicdo resulta na desfosforilagdo e consequente ativagdo dos seus substratos,
incluindo glicogénio sintase e elF2B. elF2B ativado recicla elF2-GDP por elF2-GTP,
possibilitando que este complexo seja envolvido em um novo ciclo de sintese
protéica e assim, estimula a sintese de glicogénio e iniciacdo global da traducéao,
exercendo papel importante neste controle (Figura 9) [Proud and Denton, 1997,
Welsh et al., 1998; Welsh and Proud, 1993].
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plasmatica. Akt é fosforilada por PDK1 e mTORC2 para sua completa ativagao e,
consequentemente, fosforila alvos que promovem crescimento e sobrevivéncia celular,
incluindo o complexo TSC1/TSC2. Por fosforilar TSC2, Akt inativa a atividade GAP das
TSC2s para a pequena proteina G Rheb. Rheb-GTP é um potente ativador do complexo
mTORC1. mTORC1 fosforila muitos alvos, incluindo proteinas de controle de traducéo tais
como, 4E-BP1 e S6K. Figura modificada a partir de Corradetti e Guan [Corradetti and
Guan, 2006].
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elF2B, que impede a formac¢éo de elF2 - GTP. Para que ocorra outro ciclo de iniciagéo,
GDP deve ser substituido por GTP, reacédo catalisada por elF2B, e o complexo elF2 — GTP
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associa com a proteina fosfatase 1 (PP1) para desfosforilagdo de elF2. Figura modificada
a partir de www.cellsignal.com/pathways/translational-control.jsp.
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1.9 Controle traducional de PPARB

Até o presente momento, uma das poucas informacBes conhecidas a
respeito de alguma forma de controle traducional de PPARB é que a remocédo da
UTR 5" de seu transcrito intensifica sua producéo [Larsen et al., 2002]. Apesar do
mecanismo molecular deste controle ndo estar elucidado, sabe-se que as uORFs
presentes na UTR 5 de PPARPB poderiam atenuar a eficiéncia traducional deste
gene. Neste estudo, também foi avaliada a possibilidade de uma regulacéo
traducional mediada por IRES, baseada na utilizacdo de vetores bicistronicos.
Entretanto, os resultados obtidos foram inconclusivos devido ao fato da UTR 5
deste gene apresentar atividade promotora incomum [Larsen et al., 2002]. Desta
forma, outros experimentos sd0 necessarios para determinar o mecanismo de

controle traducional de PPARB.
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6 CONCLUSAO

O aumento da producdo de PPARB mediante tratamento das células THP-1
com PMA é seguido por intensa desfosforilacdo de 4E-BP. Este processo é
conhecido por inibir globalmente o inicio da traducdo dependente de cap, devido ao
fato de que 4E-BP desfosforilada se liga a elF4E inibindo-o. mMRNAs que contém
IRES sao preferencialmente traduzidos em condi¢cbes nas quais o elF4E ativo nao
se encontra disponivel. Neste contexto, o transcrito de PPARB contém
caracteristicas estruturais importantes tais como: estrutura secundaria estavel, alto
contetdo de GC e uma longa UTR 57, que sdo compativeis com mRNAs que formam
IRES. A inibicdo geral da traducdo demonstrada neste modelo ocorre no momento
em que a producdo de PPARP é estimulada, indicativo de que essas alteracdes
traducionais nédo interferem com a traducdo do transcrito de PPAR, indicio de
regulacéo traducional (observar modelo proposto na Figura 33). Esta estimulacéo foi
acompanhada por aumento do conteudo do transcrito de PPARB o que indica a
ocorréncia de modulacdo transcricional associada a regulacdo da traducdo. Na
condicdo em que as células sao tratadas com PMA observa-se também aumento da
producdo de mTOR acompanhada da fosforilagdo de S6K e estimulacdo da via
MTORC2, que leva a fosforilacdo de GSK3p (envolvida na reciclagem de elF2a) e
PKC (envolvida no processo de diferenciacdo). Por outro lado, na condicdo em que
as células THP-1 ndo sao tratadas e permanecem indiferenciadas, a traducdo de
PPARp dependente de cap pode estar sendo inibida pelas uORFs, visto que podem
exercer efeito inibitério sobre sua producdo. Ambos o0os mecanismos de controle
traducional, mediado por IRES ou uORFs, sédo estimulados quando a subunidade o
de elF2 encontra-se fosforilada. Com base nos resultados obtidos pode-se constatar
que a producao do transcrito de PPARp durante o processo de diferenciacdo das
células THP-1 é possivelmente regulada pelo mecanismo traducional dependente de
IRES.
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