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“A filosofia se divorciou da ciéncia

Ao indagar com qual conhecimento

Da vida e do mundo o homem vive mais feliz.”
Friedrich Nietzsche
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REsSuMO

Estudos anteriores de nosso laboratdrio mostram a presenca de
microdominios de membrana na face basolateral (MBL) das células do tubulo
proximal renal. A participacdo desses microdominios no metabolismo de
fosfoinositideos, particularmente do fosfatidilinositol-4-fosfato (Ptdins(4)P), envolvido
na regulacdo de ATPases transportadoras de solutos, ainda ndo é totalmente
esclarecida. A interacdo entre esfingolipidios e a atividade Ptdins 4-cinase
(Ptdins4K) em fracbes de MBL nos indica uma potencial via de regulacdo dos niveis
desse importante lipidio bioativo. Nesse estudo investigamos algumas das
caracteristicas da Ptdins4K presente em MBL de tubulo proximal renal. A formacé&o
de PtdIns(4)P é proporcional tanto ao tempo de incubacdo com [y*?P]JATP quanto a
concentracdo de proteina no meio de reacao, tendo um pH 6timo em torno de 6,9-
7,1, e sendo dependente de MgCl,. A insensibilidade a wortmannina, a inibigcado por
concentracdes micromolares de Ca**, e seu peso molecular na faixa de 57-62 kDa,
indicam que a sintese de PtdIins(4)P em MBL é devido a uma atividade Ptdins4K do
tipo Il. Para determinar se ha compartimentalizacdo dessa enzima na MBL, isolamos
fracbes enriquecidas em microdominios, através de solubilizagdo com detergente
nao-idnico (C12Ey), e centrifugacdo em gradiente descontinuo de sacarose (45, 35 e
5%, do fundo para o topo do tubo). Foram retiradas apos a centrifugacéo 12 fracdes
de 1 mL cada, do topo para o fundo. A atividade da PtdIns4K foi medida em todas as
12 fragbes do gradiente, sendo recuperada aproximadamente 60% desta atividade
em fracdes de baixa densidade (fracbes 3-5) imunopositivas para caveolina-1. A
interacdo entre a esfingosina (Sph), e a atividade Ptdins4K foi investigada, onde
verificamos um efeito bifasico na atividade da PtdIns4K, havendo um aumento da
sintese da Ptdins(4)P quando na presenca de Sph 100 pM, sendo que em
concentracbes mais altas (300-500 puM) h& uma diminuicdo na atividade da
Ptdins4K, chegando préximo aos niveis controle. Ha ainda, nessas concentracoes
de Sph (300-500 pM), uma significativa formacgéo de S1P, sugerindo uma interacéo
entre a Sph cinase e a Ptdins4K. A Sph foi capaz de aumentar a fosforilacdo de
proteinas residentes de MBL, particularmente da banda de ~55-60 kDa. O uso de
inibidores de proteinas cinases sabidamente moduladas por Sph (proteina cinase
dependente de Ca®" (PKC), proteina cinase dependente de AMPc (PKA) e PKB/Akt)
nao afetou a ativacdo de Ptdins4K promovida por esse esfingolipidio, sugerindo
uma acao direta da Sph na PtdIns4K, ou a participagdo de uma proteina cinase
ainda nao descrita. Esses dados nos mostram que a formacdo de PtdIins(4)P em
MBL de tubulo proximal renal é dependente da atividade de uma PtdIns4K tipo I,
compartimentalizada em microdominios, sendo esta modulada pelo balanco entre os
niveis de Sph/S1P, indicando importante papel das vias metabdlicas de esfingo- e
glicerolipideos na rede regulatoria de transportadores no epitélio renal.



ABSTRACT

Early studies from our laboratory have demonstrated the presence of
membrane microdomains on the basolateral face of kidney proximal tubules cells
(BLM). In adition, participation of these microdomains on the metabolism of
phosphoinositides, mainly phosphatidylinositol-4-phosphate (Ptdins(4)P), that is
involved in the regulation of different ion transporters, have not been clarified yet.
The interaction between sphingolipids and PtdIns4K in the BLM fractions indicates a
potential regulatory pathway for the control of Ptdins(4)P levels. In this study, we
investigated some of the BLM-Ptdins4K functional properties. The formation of
Ptdins(4)P is linear, being time- and protein concentration-dependent, when BLM is
incubated with [y*?PJATP. The optimal pH observed for the Ptdins4K activity was in
the range of 6.9-7.1, and the Ptdins(4)P formation depends on the presence of MgCl,
in the medium. Furthermore, its insensibility to wortmannin, its inhibition by Ca** (at
micromolar ranges), and also its molecular weight (57-62 kDa), indicate that the
Ptdins(4)P formation in the BLM is due to a type Il Ptdins4K activity. To verify if the
BLM Ptdins4K is compartmentalized in these membranes, we had isolated
microdomains-enriched fractiosn by using sucrose gradient and Ci2Eg (non-ionic
detergent)-solubilized BLM. The Ptdins4K activity was measured in all the fractions
(12) of the gradient, being 60% of the total Ptdins4K activity recovered in the low
density fractions (3-5), which were imunopositive for caveolin-1, a marker of these
lipid rafts. The interaction between sphingosine (Sph) and the Ptdins4K activity was
also investigated, and we showed that Sph promoted a biphasic effect in the
Ptdins4K activity, being concentrations up to 100 uM Sph stimulatory, while higher
concentrations (300-500 pM) leads to a return to the basal activity, probably through
the formation of Sph-1-phosphate. These results reinforce the interaction between
Sph-kinase and Ptdins4K pathways. Sph was also able to promote the
phosphorylation of BLM proteins, particularly the 55-60 kDa protein. Otherwise, the
use of well-known inhibitor of different protein kinase activated by Sph (Ca?'-
dependent protein kinase (PKC), cAMP-dependent protein kinase (PKA) and
PKB/Akt), were ineffective in prevent the raise in the Ptdins4K activity, suggesting a
either a direct action of Sph on Ptdins4K, or the involvement of a not related kinase
activity in the BLM. Taking together the above data shown that the formation of
Ptdins(4)P into BLM is due to a type Il Ptdins4K, which is compartmentalized in
membrane microdomains, being modulated by the balance between Sph and Sph-1-
phosphate, indicating an important role for different pathways involving sphingo- and
glycerolipids in a regulatory network based on the renal BLM.
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1.

INTRODUCAO

“It has to start somewhere

It has to start sometime
What better place than here?
What better time than now?”
Rage Against the Machine

(trecho da musica Guerrilla Radio)



O conceito de homeostase, formulado pelo importante fisiologista francés
Claude Bernard, considera que o meio no qual as células de um organismo se
encontram, o chamado milieu intérieur, deve permanecer relativamente constante
para o adequado funcionamento desse organismo. Certas propriedades desse meio
— que nos organismos multicelulares corresponde ao meio extracelular — como
pressédo, volume, osmolaridade, pH e concentracdo ibnica, entre outros, devem
variar dentro de uma estreita faixa, que determina as condi¢cdes de normalidade de
um organismo (Malnic, 1999). Além disso, o proOprio interior da célula deve
permanecer constante, para que as funcdes celulares ocorram de modo adequado.
Para isso, os organismos desenvolveram uma complexa barreira seletiva entre o
meio intracelular e o meio extracelular, de forma que variagdes no meio extracelular
nao afetassem dramaticamente as condicbes do meio interno. De fato, o
desenvolvimento de uma membrana semipermeavel foi talvez o primeiro evento na
origem das células (Alberts et al., 2002). Sabemos hoje que as células de qualquer
organismo sdo envoltas em uma bicamada lipidica, a membrana plasmatica
(Jacobson et al., 1995).

Desde os primeiros estudos das propriedades fisicas e constituicdo das
membranas plasmaticas, diversos modelos foram apresentados: o0s que a
descreviam como uma barreira estatica entre o citossol e o meio extracelular; até os
que a consideram estruturas extremamente dinamicas, formadas por microdominios
com composicdo e funcao definida (Mayor & Rao, 2004, Lichtenberg et al., 2005).
Atualmente o modelo aceito de membrana plasmatica (e todas aquelas que
delimitam organelas intracelulares) € o formulado por Singer & Nicholson, em 1972.
O assim chamado “modelo do mosaico fluido” determina que a membrana

plasmatica é composta por diferentes classes de lipidios, assim como diferentes



tipos de proteinas, embebidas em uma matriz lipidica bidimensional (Singer &
Nicholson, 1972; Edidin, 2003). Essa membrana seria responsavel por uma série de
funcdes, como transporte de solutos, regulacdo do volume celular, movimento
celular e comunicagéo com o meio externo (Alberts et al., 2002).

A comunicacédo entre a célula e seu meio, ocorre pela interacdo de moléculas
sinalizadoras, provenientes do meio externo, com receptores especificos, presentes
na superficie celular. Nesse contexto, a membrana plasmatica, antes imaginada
como uma estrutura inerte, agora se mostra altamente dinamica, participando em
uma série de processos de transduc¢ao de sinais (como revisado em Edidin, 2003).

Dentre os componentes da membrana plasmatica, podemos destacar 0s
lipidios, que usualmente correspondem a 50% da area total de superficie da
membrana. Em uma revisdo sobre uma classe especifica desses lipidios, Futerman
& Hannun (2004) apontam para a importancia dessas moléculas, tanto do ponto de
vista quantitativo (h& cerca de 10° moléculas de lipidios na membrana plasmatica de
um animal), quanto do ponto de vista funcional. Dentre as classes de lipidios, sao
trés as principais (glicerolipidios, esfingolipidios e colesterol), sendo mais
abundantes os fosfolipidios (que podem ser glicerolipidios ou esfingolipidios).
Entretanto, considerando as inimeras variagdes dentro de uma dessas classes (no
tocante a tamanho da cadeia de acidos graxos, grau e posicdo das insaturacoes,
existéncia ou ndo de determinados grupamentos funcionais, entre outros) as
seguintes questfes podem ser levantadas: Cada espécie de lipidios possui funcéo
especifica? Como o nivel de cada espécie de lipidios é regulado? Como é
determinada a distribuicdo intracelular desses lipidios? Como ocorre a reciclagem

destes nas diferentes membranas de uma célula? (Futerman & Hannun, 2004).



A importancia dessas moléculas na fisiologia da célula se torna mais evidente
ao considerarmos que, os “fosfolipidios e seus metabdlitos sdo, de uma maneira ou
de outra, fortemente acoplados a praticamente todo processo celular de interesse
dos fisiologistas celulares (...)" (revisto em Hilgemann, 2003). Além disso, novas
evidéncias tém questionado o modelo de membranas proposto por Singer &
Nicholson (1972), considerando a existéncia de regides cuja composicao € distinta
do restante da membrana, sendo formada por lipidios e proteinas especificas
(Anderson, 1998; Mayor & Rao, 2004). Essas estruturas, os microdominios de
membrana ou rafts lipidicos, teriam a capacidade de agrupar determinadas
proteinas, favorecendo sua func¢do ou inibindo sua atividade, sendo dessa maneira
fundamentais para os eventos de sinalizacéo celular, além de estarem envolvidas na
captacdo de solutos (calcio, colesterol, acidos graxos) e no enderecamento de
proteinas (Simons & lkonen, 1997; Razani et al., 2002; Lichtenberg et al., 2005).

Em especial, enriquecimento de canais idnicos e transportadores ativos em
microdominios de membrana denotam o papel dessas estruturas na regulagcédo do
transporte de solutos e na regulacdo da composicdo do meio intracelular.
Particularmente, os rafts lipidicos tem sido considerados importantes locais de
regulacdo da homeostase do Ca®" intracelular, estando esse fon envolvido na
regulacéo de diversos eventos celulares (Isshiki & Anderson, 1999). A presenca da
Ca’*-ATPase de membrana plasmatica em microdominios tem sido relatada em
diferentes tipos celulares (Tachibana & Nawa, 1992; Fujimoto, 1993; Schnitzer et al.,
1995). Recentemente demonstramos, através de técnicas bioquimicas, que a Ca*'-
ATPase de membrana plasmatica de tubulos renais é compartimentalizada em rafts
lipidicos, sendo necesséria a integridade desses microdominios para o adequado

funcionamento da bomba (Tortelote et al., 2004). De fato, quando tratada com um



agente quelante de colesterol (metil-B-ciclodextrina, MBCD) a atividade Ca**-ATPase
€ completamente abolida (Tortelote et al., 2004). Além disso, ja se mostrou que a
auséncia de uma proteina estrutural de microdominios, a caveolina, promove
alteracbes importantes na reabsorcédo renal de Ca?*, podendo levar quadros de
hipercalcinaria e urolitiase (Cao et al., 2003).

Quais seriam as moléculas envolvidas na regulacdo e manutencdo da
atividade ATPésica, em microdominios de membrana? Notadamente, o metabolismo
e funcdo de importantes lipidios biologicamente ativos tém sido descritos em
microdominios de membrana, atribuindo a esses rafts uma nova funcéo na fisiologia
da célula (lgarashi & Michel, 2000; Jang et al.,, 2001; Peres et al.,, 2003).
Particularmente, o0 metabolismo de fosfoinositideos é altamente compartimentalizado
em microdominios, sendo que diversas proteinas relacionadas com esses
fosfolipidios se encontram também em rafts (Hope & Pike, 1996; Waugh et al., 2001;
Peres et al., 2003). Um potente ativador da Ca®'-ATPase tanto de reticulo
sarco(endo)plasméatico quanto de membrana plasmatica € o fosfatidilinositol-4-
fosfato (Missiaen et al., 1989; Lehotsky et al., 1992; Guilherme et al., 1998), o que
sugere que a formacdo deste fosfoinositideos também esteja relacionadas aos
microdominios. Além disso, a interacdo entre as vias metabdlicas de esfingolipidios
- constituintes de rafts — e os fosfoinositideos (especificamente, o PtdIins(4)P), ja foi
demonstrada em membranas isoladas de epitélio de tabulo proximal renal (Einicker-
Lamas et al.,, 2003) indicando uma importante via de regulacdo dos niveis de
diferentes lipidios bioativos em membranas de tubulos renais.

Todos esses importantes elementos que potencialmente regulam a funcgéo

renal — o0s microdominios de membrana e seus lipidios constituintes, o0s



esfingolipidios e os fosfoinositideos - serdo considerados nos capitulos que se

seguem.



2. Os MICRODOMINIOS DE MEMBRANA

“Scientific research in a particular area is often marked by pivotal moments.
The ultrastructural identification of caveolae in the 1950s

and the cloning of each of the caveolin in the 1990s

are the two such moments in the caveolin field.

The next era of caveolin research has now just begun (...)"

Razani et al. (2002)



A superficie das células eucarioticas € composta de um complexo arranjo de
moléculas, que funcionam como barreira seletiva, permitindo um acurado controle
nas trocas de solutos, nutrientes e informagdes entre 0 meio interno € 0 meio
extracelular (Alberts et al., 2002). A organizacdo espacial e estrutural da superficie
celular — da matriz extracelular, até a membrana plasmatica e o arranjo das
proteinas do citoesqueleto — tém sido alvo de investigagdo a décadas, sendo
algumas de suas peculiaridades ja relativamente bem entendidas (ver Edidin, 2003;
e Mayor & Rao, 2004, para revisao).

Recentemente, contudo, a organizacdo espacial e estrutural da membrana
plasmatica, no que se refere a sua heterogeneidade lateral, tem chamado a atencao
da comunidade cientifica. Essa organizacdo lateral nas bicamadas lipidicas,
denominadas rafts lipidicos ou microdominios de membranas, tem sido
exaustivamente investigada, havendo diferentes modelos que tentam esclarecer sua
formacdo, estrutura e funcédo celular (Simons & Ikonen, 1997). Abordagens como
membranas artificiais, uso de diferentes tratamentos para sua purificacdo e a
identificacdo de inuUmeras proteinas compartimentalizadas, tem nos ajudado a
melhor entender o papel desses microdominios na fisiologia das células (Anderson,
1998; Mayor & Rao, 2004). Nesse capitulo, faremos algumas consideracdes a

respeito da estrutura, composicéo e fungédo dos microdominios de membrana.

2.1. SEPARACAO LATERAL DE FASES E 0OS MICRODOMINIOS

Dentre os diferentes modelos propostos, 0 modelo do mosaico fluido é aquele

atualmente aceito de organizacdo de membranas biologicas. Esse modelo prop&e

que as membranas biologicas funcionariam como bicamadas lipidicas passivas, nas



quais diversas outras moléculas estariam embebidas (Singer & Nicholson, 1972).
Nesse modelo, as interacdes entre diferentes moléculas (lipidio-lipidio, lipidio-
proteina, ou proteina-proteina) teriam carater meramente aleatorio, consistente com
a idéia de movimento Browniano dessas moléculas (Procopio-Araujo, 1999).
Contudo, diversas outras observacdes da membrana plasmatica tém
considerado arranjos mais complexos da bicamada lipidica. A hipotese dos
microdominios de membrana considera que uma organizacao lateral funcional pode
ocorrer na membrana plasmatica, o que sugere algum nivel de regulacdo (Simons &
Ikonen, 1997). Tem-se como base para a formacao desses microdominios a idéia de
que lipidios especificos interagiriam entre si, formando plataformas que segregariam
determinadas proteinas, favorecendo a ligacdo destas com agonistas ou com outras
proteinas relevantes para sua funcéo (Kurzchalia & Parton, 1999; Kenworthy, 2002).
Essas interacdes entre lipidios cujas cadeias acilas sdo usualmente longas e
saturadas (ver capitulo 3. ESFINGOLIPIDIOS), € a molécula de colesterol faz com que
esses agregados de lipidios formem fases liquidas ordenadas (L), de baixa fluidez e
densidade, comparada com o restante da membrana plasmatica, que formam uma
fase liquida desordenada (Lq) (Shogomori & Brown, 2003; Lichtenberg et al., 2005).
Sdo0 essas propriedades que permitram o isolamento/enriquecimento dos
microdominios, possibilitando a determinacdo de sua composi¢ao e a caracterizacao
bioquimica dessas estruturas (Razani et al., 2002; Shogomori & Brown, 2003).
Diversos modelos de microdominios sdo observados na literatura, sendo os
mais recorrentes aqueles que consideram que: (1) os microdominios sao estruturas
relativamente grandes, pré-formadas, ricas em esfingolipidios e colesterol (Simons &
Ikonen, 1997); (2) os microdominios sdo pequenos agrupamentos de lipidios

associados com determinadas proteinas, sendo que a interacdo entre esses
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agrupamentos em estruturas funcionais seria um processo dinamico (Anderson &
Jacobson, 2002); e (3) a membrana plasmatica seria um mosaico de microdominios,
onde a célula regularia 0 tamanho e composicdo desses rafts pré-existentes
(Maxifield, 2002) (Figura 2.1).

Mayor & Rao (2004), fazendo um apanhado de estudos utilizando diversos
modelos de membranas artificiais e medidas termodinamicas (differential scanning
calorimetry), de difusdo (fluorescence recovery after photobleaching) e
espectroscopicas (fluorenscence energy transfer), entre outros, sugerem um outro
modelo de microdominios de membrana, considerando que: (1) em células vivas, 0s
agrupamentos de lipidios e proteinas devem existir como pequenos e dinamicos
microdominios, o que implicaria em uma diversidade de composicdes destes; e (2)
os microdominios funcionais (plataformas estaveis e de maior tamanho), formado
pela interacdo entre os diversos agrupamentos de lipidios e proteinas, seriam
induzidos por eventos intra ou extracelulares. Este modelo é apresentado na Figura
2.1D.

O modelo como proposto por Mayo & Rao (2004) encontra suporte nas
evidéncias de que o entorno lipidico de uma proteina (quantidade e qualidade dos
lipidios que interagem diretamente com uma proteina integral de membrana)
determina a funcéo e localizagao desta (Jensen & Mouritsen, 2004). Pensando que,
em membranas funcionais in vivo, a mobilidade lateral € uma importante
propriedade, uma estrutura estatica formada por dominios pré-existentes nao condiz
com a complexidade das fun¢gbes da membrana (Jensen & Mouritsen, 2004). Sendo
assim, fica a ser estabelecido a dindmica espaco-temporal das interacfes lipidio-
lipidio e lipidio-proteina que formardo os microdominios (Kurzchalia & Parton, 1999;

Jensen &
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Figura 2.1. Alguns dos modelos propostos para a existéncia de microdominios de
membrana nas células in vivo. (A) rafts como grandes estruturas pré-existentes,
enriguecidas em determinadas proteinas; (B) microdominios seriam formados por
agrupamentos de proteinas cujo entorno lipidico favoreciam sua interacao; (C) a
membrana plasmatica como um “mosaico de rafts” pré-existentes; (D) rafts preé-
existentes seriam de pequeno tamanho, sendo agrupados em rafts maiores e

funcionais apés estimulo intra ou extracelular. De Mayor & Rao (2004).
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Mouritsen, 2004; Mayor & Rao, 2004).

Entre as forcas fisicas envolvidas com as interacdes lipidio-proteina, que de
certa forma devem regular a formacdo dos microdominios, estdo a equivaléncia
hidrofobica e as forcas de pressao lateral (Lee, 1998; Jensen & Mouritsen, 2004; van
der Brink-van der Laan et al., 2004). Essas forcas irdo determinar primeiramente a
composicdo do entorno lipidico de uma determinada proteina, alterando sua
conformacao, atividade e localizacdo subcelular (Lee, 1998; Jensen & Mouritsen,

2004; Cascio, 2005).

2.2. Os MICRODOMINIOS CAVEOLARES

Apesar do exposto no tépico anterior, a presenca de dominios laterais pre-
existentes em membranas bioldgicas ndo pode ser descartada. Nos anos 50,
Yamada ja havia descrito em tecido epitelial o que chamou de “pequena bolsa,
vesicula, caverna ou recesso comunicantes com o exterior da célula” (Yamada,
1955). A partir dai o termo cavéola (de little caves), tem sido usado como referéncia
para essas pequenas invaginacdes na membrana plasmética, de aproximadamente
50-100 nm. Um dos avancos mais significativos para o entendimento das
propriedades desses microdominios foi a identificacdo de uma familia de proteinas
marcadoras dessas regides da membrana, as caveolinas (Anderson, 1998). Tem-se
entdo a definicdo de dois tipos de microdominios de membrana, os caveolares (que
apresentam a caveolina como proteina estrutural), e os chamados microdominios
ndo-caveolares (onde ndo ha presenca de caveolina).

A composicdo das cavéolas e dos rafts ndo-caveolares €, em principio,

idéntica (com excecdo da presenca das caveolinas), contendo altos niveis de
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esfingolipidios e colesterol. Além dos esfingolipidios, as cavéolas sdo tambéem
enriquecidas em glicolipidios, em particular glicosilfosfatidilinositol — as chamadas
ancoras de GPI, que funcionam como ancora para uma série de proteinas presentes
na face externa da membrana plasmatica (Kurzchalia & Parton, 1999). A presenca
desses lipidios confere aos microdominios (caveolares ou nao) sua resisténcia a
solubilizagdo por detergentes ndo-ibnicos, devido as forcas de interagdo entre as
cadeias acilas, longas e saturadas (Shogomori & Brown, 2003), o que levou esses
dominios a serem também chamados membranas resistentes a detergente
(detergent-resistent membranes, ou DRM).

A molécula de colesterol possui importante papel na reducdo da fluidez dos
microdominios, o que faz com que estes se encontrem em um estado L,, como ja
mencionado. Além disso, sua associagdo com a caveolina estabiliza a insercéo
dessa proteina na membrana plasmatica, onde irhd desempenhar diversas fungdes. A
relagdo entre as cavéolas e o colesterol vai além das associagbes estruturais,
havendo uma dependéncia mutua, evidenciada pela disfungcdo do metabolismo de
colesterol quando a expresséo de caveolina € prejudicada, e a desestruturacao das
cavéolas, quando na presenca de drogas que interferem com o conteudo de
colesterol das membranas (Anderson, 1998; Razani et al., 2002).

Em uma busca por proteinas fosforiladas em residuos de tirosina, em
fibroblastos infectados, Glenney & Zokas (1989) identificaram uma proteina de 22
kDa, que parecia se distribuir de forma ndo homogénea na membrana plasmatica
dessas ceélulas. Mais tarde, trabalhos de Rothberg e colaboradores (1992) concluiam
que essa proteina estava intrinsecamente relacionada as cavéolas, sendo de fato
sua principal componente estrutural, consequentemente denominada caveolina. Em

uma outra abordagem, Kurzchalia et al. (1992) isolaram e clonaram uma proteina, a
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VIP-21 (vesicular integral protein de 21 kDa), envolvida com o trafego intracelular de
vesiculas. Glenney (1992) por sua vez, verificou que essa proteina tinha a sua
sequéncia idéntica a da caveolina. A partir dai uma série de trabalhos foram
realizados na tentativa de esclarecer os papéis desempenhados por essa proteina
multifuncional (Anderson, 1998; van Deurs et al., 2003).

A caveolina é codificada por trés genes distintos, que, considerando os
splicing alternativos, codificam um total de seis proteinas (caveolina-1a, -13, -2a, -
2B, -2y e -3) (van Deurs et al.,, 2003). As caveolinas-1 e -2 possuem expressao
bastante abrangente, estando presentes em adipdcitos, células endoteliais,
pneumacitos, entre outros, enquanto a expressao de caveolina-3 é restrita aos
tecidos musculares liso, cardiaco e esquelético (revisto em Razani et al., 2002).

A informacéao a respeito da estrutura, topologia e funcado das caveolinas vem
de estudos da caveolina-1. Composta por cerca de 178 aminoacidos, a caveolina-1
possui dominios estruturais bem definidos, o N-terminal (residuos 1-81), o dominio
de insercdo na membrana (102-134), e o C-terminal (residuos 135-178). Além
destes, ha um dominio proximo do N-terminal (residuos 82-101), chamado
scaffolding domain, de grande importancia, sendo o dominio de interacdo da
caveolina-1 com diversas outras moléculas, como proteinas sinalizadoras e
proteinas do citoesqueleto (Stahlhut & van Deurs, 2000; Liu et al., 2002). Uma
propriedade interessante da caveolina-1 € a formac¢éo de grandes homo-oligdmeros,
compondo um complexo protéico de até 350-400 kDa . Esses complexos podem
conter de 14-16 moléculas de caveolina-1, associadas entre si pela chamada regido
de oligomerizacdo, que compreende os residuos 61-101, dentro do scaffolding
domain (revisto em Razani et al., 2002). Contudo, em membranas biolégicas o que

observamos é a formagcdo de complexos hetero-oligoméricos, formada pelas
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interacOes entre a caveolina-1 e -2. De fato, em condic¢des fisioldgicas, sugere-se
que ha uma interacdo constitutiva entre essas duas proteinas. Apresentando uma
alta similaridade de seqUéncia primaria com a caveolina-1, a caveolina-3 também
parece se oligomerizar em um complexo de 350-400 kDa, contudo, ndo interage com
nenhuma das outras caveolinas (revisto em Razani et al., 2002; van Deurs et al.,

2003).

2.3. Os MICRODOMINIOS E 0S EVENTOS DE SINALIZAGAO CELULAR

Das inumeras funcdes atribuidas atualmente aos microdominios de
membrana, entre estas, a captacdo celular de 4cidos graxos (Koonen et al., 2005),
trafego intracelular de vesiculas (van Deurs et al., 2003), metabolismo celular de
colesterol (Liu et al., 2002), oncogénese e tumorigénese (Razani et al., 2002), uma
das mais importantes, e que se relaciona com todas as outras, é sua participacao
nos processos de transducdo de sinais (Anderson, 1993; Anderson, 1998;
Kurzchalia & Parton, 1999). Entre as varias moléculas ja encontradas em
microdominios — seja de forma constitutiva, seja de modo transitorio — diversas estédo
envolvidas em fenbémenos de sinalizacdo celular, atuando como receptores,
moléculas de ancoragem, ou proteinas efetoras (Huang et al., 1997; Anderson,
1998; Liu et al., 2002).

Diversas vias de sinalizac&o ja foram descritas como presentes e ativas em
microdominios. Merecem destague o0 envolvimento desses microdominios na
compartimentalizacdo de receptores aclopados a proteinas G (GPCR), favorecendo
a interacdo entre os varios elementos de uma cascata de sinalizacdo (Ostrom,

2002). Ja foi demonstrado que esses receptores podem ser constitutivos de
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microdominios, como parece ser 0 caso do receptor de EGF (Jang et al., 2001; van
Deurs et al.,, 2003), ou podem ser translocados para essas regibes, como ja
observado para o receptor EDG; e o receptor de bradicinina (lgarashi & Michel,
2000; Sabourin et al., 2002). Além disso, outros receptores, relacionados com
atividade tirosina cinase e com a familia das proteinas cinases® ativadas por
mitégeno (MAPK), também ja foram encontrados em cavéolas (revisto em Anderson,
1998; Shaul & Anderson, 1998). A participacdo desses microdominios na sinalizacao
por fosfolipidios bioativos também ja foi alvo de diversas investigacdes (Hope & Pike,
1996; Bodin et al., 2001; Jang et al, 2001; Waugh et al., 2001). Discorreremos sobre
as vias de sinalizacdo ativadas por lipidios bioativos e seus metabdlitos,
particularmente a via dos fosfoinositideos, mais adiante (secéo 4.4. METABOLISMO DE

FOSFOINOSITIDEOS E 0S MICRODOMINIOS DE MEMBRANA).

! Do inglés kinase. O radical grego kine é sempre traduzido em portugués para cine. A grafia
quinase, apesar de comum, ndo é adequada, pois o radical quin-, em portugués, faz
referéncia ao numero cinco.
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“Cell membranes and lipids

are indeed crucial to the life of

the cell, but as many famous and wise
people have said before us,

“the devil is in the details’.

And the details are complicated.”

Futerman & Hannun (2004)
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A molécula que serve de arcabouco principal para os enfingolipidios é a
ceramida (Cer), sendo esta composta por uma base esfingoide associada a um
grupo acila, via ligacdo amida (Figura 3.1). Essa descricdo ndo considera, porém, a
complexidade estrutural dessa classe de lipidios. Ja foram descritas mais de uma
base esfingoide (variando no que se refere ao comprimento da cadeia, grau e
posicdo das insaturacdes, e hidroxilacdes), vinte diferentes espécies de &acidos
graxos associados, e pelo menos quinhentas estruturas de carboidratos distintas
(revisto em Futerman & Hannun, 2004).

Entretanto, a base esfingéide comumente encontrada em mamiferos € a 1,3-
dihidroxi-2-amino-4-octadeceno, ou simplesmente, esfingosina (Sph). Esse lipidio
possui um comprimento de dezoito a vinte carbonos, contendo em sua estrutura uma
insaturacdo no carbono C4, na configuragao trans, importante para a sua atividade
biolégica (Liao et al., 2005). Ainda, a presenca de dois carbonos assimétricos
conferem denominacdes distintas a base esfingoide, sendo os prefixos D- e L-
referentes ao carbono C3, e os prefixos eritro- e treo-, referentes a assimetrias no
carbono C2 (Koynova & Caffrey, 1995). Esfingolipidios de origem biol6gica
geralmente apresentam uma configuracdo estereoquimica D-eritro (Liao et al.,
2005).

Ha, porém, a ocorréncia natural de diversas outras bases esfingodides,
dependendo do organismo, ou mesmo do tecido em questdo. Como exemplo,
dihidroesfingosina (Dhs), ou esfinganina, pode também ser encontrada em niveis
significativos em mamiferos e leveduras, sendo um importante intermediério na
sintese de esfingolipidios pela via de novo (ver adiante). Em organismos inferiores e
plantas a D-ribo-fitoesfingosina (phyto-Sph, ou 4-hidroxiesfingosina) é a base

esfingoide mais comum (Koynova & Caffrey, 1995), sendo também encontrada
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FIGURA 3.1. Estrutura dos esfingolipidios mais comu  ns. A esfingosina (no inglés
D-erythro-sphingosine) é mostrado no quadro vermelho, com a cadeia acila
formando a ceramida (no inglés ceramide ou N-acylsphingosine) no quadro em
verde, e o grupo fosfato (em azul), formando esfingosina-1-fosfato. Modificacées na
cabeca polar formam os esfingolipidoes complexos. Sphigomyelins: esfingomielina;
Phospho-inositols ~ (Yeast):  fosfoinositdis  (leveduras);  Glycosphingolipids:
glicoesfingolipideos, como exmplo sdo mostradas as estruturas que déo origem a
glicosilceramida (glucosylceramide), lactosilceramida (lactosylceramide) onde podem
ser identificadas as moléculas de glicose (glucose), galactose e a acetil-
galactosamina (N-acetyl-galactosamine). A adicdo de um &cido silalico (N-acetyl-
neuraminic acid) da origem aos gangliosideos GM3, GM2 e GM1 (de Smith & Merrill,

2002).
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em niveis elevados no tecido renal e intestino (Barenholz & Thompson, 1980).
Organismos marinhos tém o 4,8-esfingadieno como base esfingdide comum
(Koynova & Caffrey, 1995). Na Figura 3.2, vemos algumas das bases esfingoides
mais comuns.

Os esfingolipidios podem ser ainda divididos em classes e subclasses, sendo
estes (1) bases esfingodides e seus derivados simples (ex., esfingosina-1-fosfato), (2)
ceramidas, compostas por bases esfingdides associadas, via ligacdo amida, a um
acido graxo (usualmente saturado ou monoinsaturado, hidroxilado em C2 e
composto por cerca de 14-22 carbonos) e (3) esfingolipidios complexos.

A enorme diversidade estrutural entre os esfingolipidios se reflete nas
diversas funcdes das diferentes espécies moleculares presentes no organismo.
Evidenciam-se, com isso, mecanismos bioquimicos e celulares complexos e
altamente organizados, que garantem a regulacdo dos niveis dessas moléculas, sua
interconversdo e, consequentemente, seu efeito na fisiologia celular (Futerman &
Hannun, 2004).

A via bioguimica e a topologia das enzimas envolvidas no metabolismo de
esfingolipidios é relativamente bem conhecida (Futerman & Riezman, 2005), sendo
notavel a enorme similaridade entre praticamente todos 0s organismos eucariotos
(Cowart & Hannun, 2005). Considerando o metabolismo de esfingolipidios tendo
como molécula central a Cer, podemos descrever trés vias especificas, todas elas
interligadas: (1) sintese de esfingolipidios pela via “de novo”, no reticulo
sarco(endo)plasmatico, através da condensagdo de uma serina com um &cido
palmitico, dando origem a uma base esfingdide; (2) a via de sintese de

esfingolipidios complexos, que ocorre no aparelho e Golgi, e tem como molécula
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FIGURA 3.2. Estrutura de algumas das bases esfingéi des mais comuns . (A)

esfingosina, (B) dihidro-esfingosina, (C) dimetil-esfingosina, (D) fitoesfingosina.
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precursora a Cer; e (3) a degradacdo desses esfingolipidios complexos
(principalmente a esfingomielina, SM) a Cer e a posterior metabolizacdo desta em

outras bases esfingbides (Hannun & Obeid, 2002; Kolesnick, 2002).

3.1. BASES ESFINGOIDES E FISIOLOGIA CELULAR

Os estudos que indicam a participacdo da Sph como moléculas chave na
regulacdo de eventos celulares ndo sdo tdo numerosos quanto aqueles que
elucidam os mecanismos de acao da Cer e da S1P, por exemplo. Entretanto, sabe-
se que in vivo, os niveis de bases esfingbides formadas pela sintese de novo é
negligenciavel, sendo a metabolizacdo de Cer, pela acdo de esfingomielinases
(SMases), a principal fonte de bases esfingdides em condi¢fes normais (Hannun et
al., 2001).

Existe o conceito bem estabelecido de que o balanco entre determinados
esfingolipidios determina o evento celular a ser desencadeado (Kolesnick, 2002; van
Meer & Lisman, 2002). Especificamente, o balanco entre os niveis de Cer e Sph e de
S1P é determinante da sobrevivéncia da célula, uma vez que tanto Cer quanto Sph
sdo classicos promotores de morte celular programada, enquanto a S1P esta
associada a proliferacdo e crescimento celular (Kolesnick, 2002).

Alguns estudos evidenciam a acdo da Sph como agente pro-apoptético. Tolan
et al. (1996), sugerem o uso de Sph e seu analogo saturado, a Dhs, como potenciais
agentes farmacologicos, dada a sua acgéo inibitéria em proteinas da familia das
MAPK, ERK1 e ERK2. Eles observaram em células de musculo liso de vias aéreas
que a ativacdo das ERK1 e 2 por PDGF ou por bradicinina eram abolidos na

presenca de Sph ou Dhs (Tolan et al., 1996). A hidrolise de S1P também tem se
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mostrado uma importante via de formacédo de bases esfingoides (Spiegel & Merril,
1996). Mandala et al. (2000), superexpressando uma S1P fosfatase em células NIH
3T3 observaram que, além da reducdo dos niveis de S1P com concomitante
elevacdo nos niveis de Sph, houve um aumento do niumero de células apoptoticas.
Ja Gennero et al. (2002) observaram um efeito apoptético da S1P em células
mesangiais em cultura. Investigando o fenémeno, foi determinado que esse efeito s6
era observado em culturas com baixa densidade de células (2 x 10* células/cm?),
onde a hidrdlise de S1P e a formacdo de Sph era extrememente elevada (Gennero
et al., 2002). Ainda em tecido renal, lwata et al. (1995) sugerem um efeito citotoxico
da Sph, nesse caso ndo através de apoptose, mais promovendo necrose celular.
Ahn & Schroeder (2006) observaram em células HT-29 (de cancer de colén humano)
que uma importante via pré-apoptotica, que leva a ativacdo de JNK2/INK1, é
estimulada por Dhs, quando em concentracdes micromolares. A aparente funcéo da
Sph (e de outras bases esfingdides) na inibicdo de crescimento celular e promocéo
de apoptose deve, contudo, levar em consideracdo que esse fenbmeno é
dependente do tipo celular investigado, ja que, em outros sistemas, € visto que a
Sph possui forte acdo mitogénica e de crescimento celular (Hannun & Linardic, 1993;
Spiegel & Merril, 1996).

Historicamente, a Sph foi identificada como uma importante inibidora da
atividade da proteina cinase dependente de calcio, a PKC (Hannun et al., 1986;
Smith et al.,, 2000). Além dessa classica acado Iinibitéria sobre a PKC, foi
demonstrado posteriormente que a Sph é também capaz de inibir uma acido
fosfatidico fosfohidrolase, além de ativar uma fosfolipase D e estimular a DAG
cinase, sugerindo importante papel desse esfingolipidio no “desligamento” da via de

ativacdo DAG/PKC (Hannun & Linardic, 1993; Riboni et al., 1997; Hannun et al.,
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2001). Outras proteinas cinases, como a caseina cinase e cinase ativada por p21,
também ja foram identificadas como proteinas alvo da Sph (McDonald et al., 1991;
Hannun et al., 2001). Uma nova classe de proteinas cinases, envolvidas com a
fosforilacdo da familia de proteinas 14-3-3, ja foram descritas como cinases-
dependentes de Sph (Megidish et al., 2000). Contudo, Ma et al. (2005)
demonstraram que, na verdade, essa fosforilacao era decorrente da ativacdo de uma
PKA por Sph, de forma atipica, ndo dependente de AMPc. Foi observado que, em
macrofagos alveolares, a alta atividade da CDase estava relacionada com um maior
tempo de vida dessas células (Monick et al., 2004). Nesse estudo, os autores
mostram que a via de ativacdo das ERKSs, ficava prejudicada quando na presenca de
N-oleiletanolamina (NOE), um inibidor da atividade CDase (Monick et al., 2004). Um
achado importante foi feito por King e colaboradores (2000), que, em seu trabalho,
demonstraram que a Sph seria um importante fator na ativacdo da cinase tipo |
dependente de fosfoinositideos (phosphoinositide-dependent kinase 1, ou PDK1),
uma enzima chave na regulacdo da atividade das proteinas cinases da familia ABC
(Newton, 2003).

A interacdo da via de metabolismo de esfingolipidios com outras classes de
lipidios também se mostra uma importante via de acdo de bases esfingobides, a
exemplo da via do DAG/PKC. Notadamente, a regulagdo dos niveis de
fosfoinositideos por Sph ja foi demonstrado em plaquetas (Hashizume et al., 1996) e
fracbes de membrana de tdbulos renais (Einicker-Lamas et al., 2003).
Recentemente, Kobaiyashi et al. (2005) na caracterizacdo de genes relacionados a
resisténcia a miriocina (um anélogo de esfingolipidios, derivado de fungos, com acao

inibitéria na serina-palmitoil transferase — enzima chave na sintese de novo de

esfingolipidios (ver Liao et al., 2005) — isolaram o gen MSS4 de levedura, que
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codifica uma fosfatidilinositol-4-fosfato 5-cinase, que converte fosfatidilinositol-4-
fosfato em fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato, um importante lipidio sinalizador.

Apesar desses avancos, o entendimento dos mecanismos de acdo das bases
esfingoides — a excecdo da S1P, cuja identificacdo de seus receptores especificos
garantiu grandes avancos na compreensdo de sua fungdo - ainda estd por ser
elucidada. A existéncia de ferramentas farmacolégicas (como antagonistas de
enzimas da sintese de novo) que possibilitam manipular os niveis endbégenos de
determinados esfingolipidios (Menaldino et al., 2003), assim como a identificacdo e
clonagem de quase todas as enzimas envolvidas no seu metabolismo (Futerman &
Riezman, 2005), permitirdo o uso de novas abordagens para o estudo dessa

complexa classe de lipidios.
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“The phosphorylation of protein has long
been regarded as the star mechanism of
signal transduction. So why locus on the
phosphorylation of phosphoinositides?
Basically, because they’re better than binary.”

Overduin et al. (2001)
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Além dos esfingolipidios, outro importante lipidio presente nas diferentes
membranas celulares é o fosfatidilinositol (Ptdins, Figura 4.1), fosfolipidio que ocorre
em animais, plantas, fungos e ainda algumas bactérias, e cuja cabeca polar € uma
molécula de myo-inositol (revisto em Gardocki et al., 2005). O PtdIns €, por sua vez,
precursor de outras moléculas, como Ptdins mono- e poli-fosfatos, inositol mono- e
poli-fosfato, além de alguns esfingolipidios complexos (Nikawa & Yamashita, 1997;
Gardocki et al., 2005). O PtdIns, ou 1,2-diacilglicerol-3-fosfato-1’-myo-inositol, ocorre
em todos os tecidos ja observados, sendo notadamente maior sua concentragdo em
tecido neural (Rossiter, 1968). No que diz respeito ao presente estudo, trataremos
dos derivados fosforilados do PtdIns, chamados coletivamente de fosfoinositideos.

Presentes no folheto citossolico da bicamada lipidica, os fosfoinositideos séao
pouco abundantes, perfazendo somente 2-20 % dos fosfolipidios totais de
membrana — dependendo do tipo celular e dos métodos utilizados para quantificacao
- sendo porém essenciais a sobrevivéncia de um organismo (Chapelle & Gilles-
Baillien, 1983; Antonsson, 1997), por estarem envolvidos na regulacdo de
importantes eventos celulares, como ancoragem de proteinas nas diferentes
membranas da célula (Nikawa & Yamashita, 1997), alteracdo nas propriedades de
transporte através da membrana, através da regulacdo de canais e transportadores
ativos (Hawthorne, 1964; Balzer-Yost & Nofziger, 2005), além de aumentar a
atividades de ATPases do tipo P, transportadoras de ions (Starling et al., 1995,
Guilherme et al., 1998), trafego intracelular de vesiculas (Cockcroft & De Matteis,
2001; Czech, 2003), processos de endocitose e exocitose (Odorizzi et al., 2000;
Takenawa & Itoh, 2001), rearranjo do citoesqueleto (Takenawa & Itoh, 2001),

exportacdo de mRNA do nucleo (Gardocki et al., 2005), entre outros.
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Figura 4.1. Estrutura do fosfatidilinositol (PtdIns), cuja base é composta por uma
molécula de diacilglicerol, e sua cabeca polar, por uma molécula de myo-inositol,

associados atraves de uma ligacéo fosfodiester (adaptado de Lang, 2003).



29

Inicialmente, o interesse pelos fosfoinositideos era focado unicamente na
geracdo de segundos mensageiros intracelulares. Mais especificamente, a
demonstracao pelo grupo do Dr. Yatsutomi Nishizuka, no final dos anos 70, e do
grupo do Dr. Michael Berridge, nos anos 80, de que a hidrolise da molécula de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) gerava diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3), que levavam a ativacado de uma proteina cinase dependente de calcio
(PKC), e a aumentos da concentracao intracelular de calcio, respectivamente, atraiu
a atencdo de grande parte dos pesquisadores (revisto em Nishizuka, 1992, e
Berridge, 1997). Entretanto, a descoberta de dominios de reconhecimento e ligacao
de fosfoinositideos mono- e poli-fosfatos em uma série de proteinas, que permitiria
seu recrutamento para as diferentes membranas celulares e a consequente
regulacéo de sua atividade (Overduin et al., 2001), trouxe uma nova dimenséo ao
estudo do metabolismo de fosfoinositideos. Dentro deste contexto, fica cada vez
mais evidente que tanto desequilibrios nos niveis de determinados fosfoinositideos
quanto mutacfes ou dele¢cdes nos seus dominios de ligacdo em proteinas podem
suscitar graves patologias no organismo (Overduin et al., 2001; Pendaries et al.,

2003).

4.1. METABOLISMO DOS FOSFOINOSITIDEOS

O conceito que vigorava inicialmente a respeitos dos fosfoinositideos era de
gue estes ndo passavam de componentes inertes, estruturais, das membranas
biolégicas. Entretanto, esse conceito mudou, uma vez demonstrado o complexo
metabolismo responsavel pela regulagdo dos niveis dessas moléculas em diferentes

tipos celulares. Merece destaque os trabalhos do casal Hokin, que nos anos 50 nos
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deram a primeira evidéncia de regulacéo dos niveis de fosfolipidios por interacéo de
horménios com seus receptores (Hokin & Hokin, 1953; Hokin & Hokin, 1958). Em
seu trabalho, Hokin & Hokin (1953) observaram que, quando estimuladas por
acetilcolina, fatias de pancreas incorporavam sete vezes mais ¥P que fatias nao
estimuladas, e que esta incorporacdo do P ocorria principalmente em
fosfoinositideos.

A partir desses trabalhos, postulou-se a existéncia de um pool de
fosfoinositideos envolvidos em processos de sinalizagéo celular, cujo metabolismo
seria influenciado por diversos fatores externos (também chamado de pool
horménio-sensivel), e outros (hormdnio-insensivel) relacionados com diversas outras
funcdes (Antonsson, 1997).

O que torna os fosfoinositideos particularmente atraentes como mediador de
processos como a transducédo de sinal e trafego de membranas € a sua cabeca polar
“multifuncional”, pois a molécula de myo-inositol pode ser fosforilada em diferentes
posicoes (no C3, C4 e C5), e em diferentes combinacgdes, o que faz com que 0s
fosfoinositideos possam existir em pelo menos sete formas distintas: o Ptdins(3)P;
PtdIins(4)P; Ptdins(5)P; PtdIns(3,4)P,; PtdIns(3,5)P,; Ptdins(4,5)P,; e Ptdins(3,4,5)P3

Merece destaque o fato de que, apdés a mobilizacdo e mesmo hidrélise dos
diferentes fosfoinositideos, promovida por estimulos extracelulares, o pool de Ptdins
mono- e polifosfato da membrana plasmatica deve ser rapidamente reposto,
mantendo os niveis basais desses lipidios na membrana (Antonsson, 1997). Isso
pode ocorrer pela sintese de novo de Ptdins, via acdo da fosfatidilinositol sintase
(PIS) na propria membrana plasmatica. Contudo, a presenca dessa enzima na
membrana plasmatica ainda é questdo de debate (Antonsson, 1997). O modo mais

caracterizado de reabastecimento de Ptdins € através do transporte do reticulo
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sarco(endo)plasmatico para a membrana plasmatica, via proteinas especiais
chamadas fosfoinositideo transferases (PITP) (Cockcroft & De Matteis, 2001; Vance
& Vance, 2005), que possuem afinidade tanto para fosfoinositideos quanto também
para fosfatidilcolina, funcionando ainda como um transportador de esfingomielina
(Vance & Vance, 2005).

As acdes biologicas atribuidas aos fosfoinositideos sdo possiveis gracas a
existéncia de dominios funcionais, encontrados em varias proteinas e conservados
em familias de proteinas, capazes de interagir com maior ou menor afinidade com os
diferentes fosfoinositideos (Parker, 2004). De maneira geral, a interacdo das
proteinas com os fosfoinositideos, através desses dominios, confere potencial de
recrutamento para as diferentes membranas da célula, regulando a localizacao
subcelular de uma determinada proteina, e também a sua atividade, seja por alterar
a disponibilidade de substratos, seja acarretando em mudancas conformacionais,
afetando diretamente suas propriedades cataliticas (Cockcroft & De Matteis, 2001;
Parker, 2004). Uma vez que um dado dominio possui relativa especificidade por um
determinado fosfoinositideo, a ocorréncia de diferentes dominios em diferentes

proteinas da a essa classe de lipidios fun¢des Unicas.

4.1.1. AS FOSFATIDILINOSITOL CINASES E FOSFATASES

Sabemos hoje que os derivados fosforilados do Ptdins se encontram em
reduzidas quantidades nas membranas bioldgicas, tendo pequenas variagbes em
seus niveis, efeitos dramaticos na fisiologia celular (Pendaries et al., 2003; Gardocki
et al., 2005). Ja é possivel, também, considerarmos que cada “espécie” de

fosfoinositideo possui fungbes especificas, sendo a funcdo de um dado
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fosfoinositideo dependente da regulacdo espacial e temporal de seus niveis
celulares. Essa regulacéo, por sua vez, € determinada pela distribuicdo subcelular e
pela atividade das diferentes lipidio cinases e fosfatases.

Uma série de proteinas fosfatases envolvidas com o metabolismo de
fosfoinositideos tem sido descritas em diversos organismos, sendo algumas
especificas para um determinado fosfoinositideos, e outras ndo apresentando
nenhum tipo de especificidade (Odorizzi et al., 2000; Nozawa, 2002). Estas
fosfatases tém sido recentemente implicadas em uma série de doencas em
humanos, como cancer, miopatias, desordem neurodegenerativa, diabetes, entre
outros (Pendaries et al., 2003).

Contudo, as proteinas do metabolismo de fosfoinositideos de maior interesse,
e por isso, muito mais estudadas s&o, sem duavida, as fosfoinositideos cinases. Além
dos trabalhos pioneiros do casal Hokin (1953; 1958), algumas das primeiras
evidéncias apontando a participacdo de mais de uma proteina no processo de
fosforilacdo do Ptdins nos é fornecida por Brockerhoff & Ballou (1962), que
demonstraram que a formacdo de fosfoinositideos mono- e polifosfato ocorre por
sucessivas transferéncias do grupo fosfato do ATP para o Ptdins. A variedade de
proteinas cinases envolvidas na geracdo de diferente fosfoinositideos, além de
esclarecer alguns pontos, tem também tornado mais complexo o entendimento de

como os diferentes fosfoinositideos sdo formados (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Proteinas cinases envolvidas com o metabolismo de fosfoinositideos em mamiferos

Tipo/
Familia Substrato Produto Enzima* Mr (kDa)
Classe
Ptdins Cinases
Ptdins 3-Cinase Ia P1(4,5)P, P1(3,4,5)P; p110 a/p/d 119-123
lg PI(4,5)P, PI(3,4,5)P5 p110y 120
I Ptdins/PI(4)P  PI(3)P/PI(3,4)P, PI3K-C2 a/fly  170-210
i Ptdins PI(3)P VPS 34 101
Ptdins 4-cinase Il Ptdins PI(4)P 97KDa Pl4Ka** 97
Pl4K lla 54
P14K 113 55
i Ptdins PI(4)P Pl14K Illa 231
P14K 1113 82
PIP Cinases
PI(3)P 5-Cinase PI(3)P PI(3,5)P, PIKfyve 233
PI(4)P 5-Cinase PI(4)P PI(4,5)P, PI(4)P5Ka 61
PI1(4)P5KB 60
PI(4)P5Ky 70-72
PI(5)P 4-Cinase PI(5)P PI(4,5)P, PI(5)P4Ka 47
PI(5)P4KB 47
PI(5)P4Ky 47

*homologas em mamiferos; Mr, mobilidade relativa; PI, fosfatidilinositol; PIP, fosfatidilinositol

fosfato; ** 97KDa PI4Ka é um splice alternativo da P14K llla; adaptado de Kanaho & Suzuki (2002).

Considerando os inumeros fosfoinositideos encontrados, as diversas formas

de regulacdo dos seus niveis intracelulares, e as diferentes proteinas que se
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associam com eles, via dominios de reconhecimento especifico, pode-se ter um
quadro da enorme variedade de fendbmenos celulares nas quais esses
fosfoinositideos estdo envolvidos. Contudo, podemos destacar fungbes ou
processos fisioldgicos que parecem ser centrais ao considerarmos o metabolismo
dos fosfoinositideos. Primeiro, observando a literatura recente, fica evidente a
importancia dessas moléculas para o adequado funcionamento dos processos de
endocitose e exocitose, e de trafego intracelular de membrana de modo geral
(Takenawa & Itoh, 2001; Czech, 2003; De Matteis & Godi, 2004). Segundo, e que
nos traz maior interesse, € a participacdo dos diversos fosfoinositideos em
fendbmenos de transducdo de sinal, o que faz com que esses lipidios estejam
relacionados com a fisiopatologia de determinadas doencas, com a regulacdo do
transporte transepitelial de solutos, ou com alteracbes na dinamica da membrana
plasmatica durante uma infeccdo, entre tantos outros (Payrastre et al., 2001;
Hilgemann, 2003; Pendaries et al., 2003; Blazer-Yost & Nofziger, 2005).

Nos concentraremos nas funcbes fisiolégicas de um fosfoinositideo em
particular, o PtdIns(4)P, dada sua participagdo como precursor de um importante
lipidio sinalizador, o Ptdins(4,5)P,, e sua participagdo na regulagdo do transporte
transepitelial de solutos, um dos mais importantes aspectos da fisiologia renal
(Starling et al.,, 1995; Guilherme et al.,, 1998; Blazer-Yost & Nofziger, 2005).

Discorreremos entéo, sobre a enzima que o sintetiza, a Ptdins 4-cinase.

4.2. A FOSFATIDILINOSITOL 4- CINASE: ESTRUTURA E PROPRIEDADES CATALITICAS

Estudos nos anos 60 relataram uma atividade enzimatica capaz de catalisar a

transferéncia de um grupo fosfato para uma molécula de PtdIns, e ainda mostraram
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que havia diferentes atividades Ptdins cinase, sugerindo a existéncia de um grupo
de proteinas relacionadas (revisto em Balla, 1998). Baseados nas diversas
propriedades dessas proteinas, como (1) diferencas cinéticas das enzimas
presentes em diferentes membranas subcelulares; (2) na sensibilidade ao uso de
detergentes nao-idnicos; e (3) na inibicdo da atividade por adenosina (Carpenter &
Cantley, 1990), estas foram classificadas inicialmente como PtdIns cinases tipo | e II.
Descobriu-se posteriormente que se tratavam de duas enzimas com atividades
distintas, sendo a tipo | uma PtdIins 3-cinase, e a tipo Il uma PtdIns 4-cinase (a partir
de agora PtdIns4K, ver Carpenter & Cantley, 1990). Observou-se, mais tarde, que a
Ptdins4K compreende uma familia de enzimas cujas propriedades estruturais e
cataliticas, assim como a distribuicdo subcelular e os processos de regulacdo séo
bem distintos.

Usando métodos de fracionamento celular, Endemann et al.(1987) separou
duas proteinas com atividade PtdIins4K, com peso molecular aparente de 55 kDa,
caracteristica do tipo Il, ja descrita na época, e outra de 230 kDa. Esta ultima passou
a ser considerada uma Ptdins4K do tipo Il (Capenter & Cantley, 1990; Balla, 1998).

O primeiro clone de uma Ptdins4K, com cerca de 125 kDa, foi obtida em S.
cerevisiae, sendo codificada pelo gene PIK1, tendo caracteristicas enzimaticas de
uma Ptdins4K tipo Ill. Ainda em leveduras, foi posteriormente identificado o gene
STT4, que também codifica uma proteina tipo 1ll, com peso molecular de ~216 kDa
(Gerhmann & Heilmeyer, 1998). Em mamiferos, a primeira Ptdins4K a ser clonada
foi uma de 97 kDa, possuindo alta similaridade com a proteina Stt4p de leveduras,
mais cuja sensibilidade a adenosina e a um anticorpo especifico para Ptdins4Ks do

tipo Il, caracterizou-a como uma proteina do tipo Il (Balla, 1998).
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Foram identificados em roedores uma Ptdins4K tipo Il de 230 kDa, sendo
esta descrita como a isoforma Ptdins4K llla. Outra proteina, de 92 kDa semelhante
a Piklp, também foi descrita em roedores, sendo descrita como uma Ptdins4K I3
(Balla, 1998, Gerhmann & Heilmeyer, 1998). As duas enzimas com atividade
Ptdins4K identificada em leveduras (Piklp e Stt4p) sdo homélogas das isoforma
Ptdins4K 111 e Ptdins4K llla, respectivamente (Cockcroft & De Matteis, 2001). A
delecdo do gene PIK1 e STT4, aléem de promover reducdes significativas na
atividade Ptdins4K da célula, torna inviavel sua sobrevivéncia. Ha ainda, em S.
cerevisiae, uma proteina com atividade Ptdins4K com peso molecular de 45-55 kDa,
sendo provavelmente um homologo da PtdIins4K tipo Il de mamiferos.

A atividade PtdIns4K tipo Il é caracterizada por sua associacdo a membranas,
sendo geralmente uma proteina integral de membrana plasmatica (Barylko et al.,
2001), onde sua atividade €é, em principio, mais abundante (Balla, 1998).
Recentemente, Barylko et al. (2001), clonaram uma proteina PtdIns cinase de tecido
adrenal bovino, com atividade Ptdins4K - distinta da Ptdins4Ka 97 kDa - e de
aproximadamente 54 kDa. Com caracteristicas de uma PtdIns4K do tipo Il (ver mais
adiante) esta proteina ndo apresenta os dominios funcionais marcantes da maioria
das proteinas e lipidios cinases, ndo revelando também, nenhum dominio
transmembrana aparente. Contudo, foi comprovada que sua insercdo em fracdes de
membrana dependente de uma sequéncia rica em cisteina, tipica regido de
palmitoilacdo. Os autores mostram ainda, que essa proteina possui alta homologia
com as proteinas de D. melanogaster, S. cerevisiae, e de humanos.

Marcante no tipo Il de Ptdins4K € o aumento na sua eficiéncia catalitica
quando reconstituida em micelas contendo Ptdins e detergente (Carpenter &

Cantley, 1990). Sua atividade é dependente de ions divalentes, especificamente
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Mg** e Mn?*, sendo, entretanto, inibida na presenca de Ca** (Gerhmann &
Heilmeyer, 1998). A Ptdins4K tipo Il é distinta por sua alta afinidade pelos seus
substratos (K, para ATP na faixa de 10-50 uM), e sua sensibilidade para adenosina
(Ki ~10-70 puM) (Carpenter & Cantley, 1990). Além disso, 0 uso de anticorpos
monoclonais especificos para Ptdins4K tipo Il (o anticorpo 4C5G) inibe em até 90 %
sua atividade (Carpenter & Cantley, 1990). A Ptdins4K do tipo Il apresenta trés
isoformas: Ptdins4Ka 97 kDa (splice alternativo da PtdIins4K llla), PtdinsdK lla e
Ptdins4K 113 (Kanaho & Suzuki, 2002). Baseada na migragédo em SDS-PAGE, o peso
molecular dessas duas Ultimas se encontra em torno de 45-55 kDa (Kanaho &
Suzuki, 2002).

Como ja mencionado, sédo duas as isoformas da PtdIns4K tipo Ill: Ptdins4K 1|
a (de 210-230 kDa) e PtdIns4K I (de 92-110 kDa) (Kanaho & Suzuki, 2002). Estas
sao caracterizadas pelo seu alto peso molecular, baixa afinidade por ATP (K, ~700
M) e sua relativa insensibilidade & adenosina e a detergentes ndo-iénicos. Contudo,
esse tipo de PtdIns4K é sensivel ao inibidor classico de PtdIns3K, wortmannina, e ao
LY294002, quando usado em altas concentragdes (ICso entre 50-100 nM, e 50-100
UM, respectivamente). As Ptdins4K do tipo Il sdo principalmente enzimas solaveis,
ou entéo fracamente associadas a membranas (Kanaho & Suzuki, 2002).

A PtdIns4K apresenta distribuicdo ubiqua, com excecdo da Ptdins4K llla,
predominante em cérebro (Balla, 1998). A presenca de diferentes isoformas de
Ptdins4K nas diversas membranas intracelulares indica um potencial de regulacao,
tanto da atividade enzimatica quanto da localizacdo de uma determinada isoforma
(Carpenter & Cantley, 1990). Destaca-se o fato de que trés dessas isoformas

apresentam um dominio PH de reconhecimento de fosfoinositideos, proximo ao C-
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terminal (a Ptdins4Ka 97 kDa, a Ptdins4K llla, e a Ptdins4K homodloga de levedura,
Stt4p, Kanaho & Suzuki, 2002).

A atividade da Ptdins4K - especialmente as do tipo Il — em determinados
tipos celulares se encontram predominantemente nas membranas do aparelho de
Golgi, estando presentes também em lisossomas, e membranas plasmaticas — ainda
gue nessa Ultima a Ptdins4K tipo Il seja mais comumente encontrada (Carpenter &

Cantley, 1990).

4.2.1. REGULACAO DA ATIVIDADE PTDINS4K E SEUS EFEITOS CELULARES

Balla (1998) fazendo um apanhado dos estudos até o final da década de 90,
identifica trés principais formas nas quais a Ptdins4K pode influenciar a fisiologia da
célula: (1) via geracdo de 2° mensageiros, principalmente IP; e DAG, via ressintese
do pool de PIP; sensivel a estimulo extracelular — a presenca da Ptdins4K do tipo Il
(o tipo mais abundante) na membrana plasmatica denota sua funcédo na geracéo do
precursor de PIPy; (2) na manutencado estrutural e funcional do Golgi (De Matteis &
Godi, 2004; Shin & Nakayama, 2004), via regulacdo da proteina GTPase
monomérica, como a ARF (ADP-Ribosyilation Factor) — a presenca predominante da
Ptdins4K tipo llla e 1lIB nas membranas do Golgi mostram a importancia do
metabolismo de fosfoinositideos nessa organela; (3) na via secretoria de células
especializadas, terminais pré-sinapticos (Cremona & De Camilli, 2001), e leveduras
(Odorizzi et al., 2000); e no rearranjo do citoesqueleto de actina, envolvida com
processos de migracao celular, e mesmo endocitose e exocitose (Takenawa & Itoh,

2001; Czech, 2003)
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Contudo, apesar da extensa caracterizacdo de suas isoformas, a regulacao
da atividade das Ptdins4K é ainda pouco compreendida (Carpenter & Cantley,
1990). Ha indicios de modulacéo por diferentes substancias, como o AMPc, DAG e
seu analogo, o éster de forbol PMA (indicando possivel participacdo de uma PKC),
concanavalina A, ion6foros de Ca®*, além de GTPyS (Carpenter & Cantley, 1990).
Mais bem definido esta a regulacdo da atividade de algumas isoformas da PtdIns4K
por EGF, via atividade tirosina cinase de seu receptor (EGFgr) (Hsuan & Tan, 1997).
Sabidamente, estimulos extracelulares, levando a ativacdo de outros receptores,
como aqueles acoplados a proteinas G heterotrimérica podem estimular
indiretamente (pela lei de acdo de massas), ou diretamente (via fosforilagdo em
residuos de serina ou tirosina) a atividade Ptdins4K (Kanaho & Suzuki, 2002).
Estudos mais recentes mostram a participacdo de vias envolvendo receptores
sensiveis ao Ca** (Huang et al., 2002) e receptores de IgE (Naveen et al., 2005),
regulando positivamente a atividade Ptdins4K, em diferentes tipos celulares.

O Ptdins(4)P é o principal fosfoinositideo presente no Golgi, servindo como
um sinal de enderecamento para proteinas que se associam a esse compartimento
celular (Shin & Nakayama, 2004). Diminuicdo dos niveis de Ptdins(4)P, em
leveduras mutantes para Piklp apresentam déficit na secrecdo de proteinas,
consistentes com deformacdes na estrutura e funcéo do Golgi (Odorizzi et al., 2000).
Vesiculas secretorias também apresentam atividade PtdIns4K, caracteristica de tipo
II. Contudo, dada a dependéncia de altas concentracfes de ATP para processos de
secrecdo, e a sua inibicdo por wortmannina, € sugerido também o envolvimento de
uma Ptdins4K tipo lll. Interessante notar que diversas proteinas envolvidas na

liberacdo de neurotransmissores, e na internalizacdo de membranas em terminais
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pré-sinapticos possuem dominios de reconhecimento para diversos fosfoinositideos
(Cremona & De Camilli, 2001).

A funcéo do Ptdins(4)P envolve assim, uma série de proteinas efetoras, cuja
localizacdo e atividade sdo determinadas pela presenca de Ptdins(4)P nas
diferentes membranas subcelulares. Contudo, ao considerarmos a complexa
dindmica das membranas bioldgias, e a existéncia de regides heterogéneas nessas,
vemos que a compartimentalizacdo dos diversos sistemas de sinalizacdo celular
observada em diferentes modelos biolégicos € considerada uma vantagem evolutiva,
tornando o processo de transducdo de sinal mais eficiente (Lichtenberg et al., 2005;

Waugh et al., 2001).

4.3. METABOLISMO DE FOSFOINOSITIDEOS E OS MICRODOMINIOS DE MEMBRANA

A compartimentalizacdo do metabolismo de fosfoinositideos vem sendo
relatada desde meados dos anos 90 (Hope & Pike, 1996; Pike & Casey, 1996). De
fato, os fosfoinositideos — e as proteinas relacionadas a sua fungdo — ndo séo
distribuidos em toda a face citossélica da membrana, mais parecem formar dominios
funcionais (Shin & Nakayama, 2004). Diferentes abordagens experimentais ja
demonstraram que a sintese dos principais fosfoinositideos envolvidos em
sinalizacao celular (em especial Ptdins(4)P e PIP;) ocorrem principalmente em
microdominios de membrana, o que permite a formacdo rapida e reversivel de
regides enriquecidas em “espécies” especificas de fosfoinositideos (Overduin et al.,
2001; Pendaries et al., 2003).

Hope & Pike (1996), no que parece ser o primeiro estudo do metabolismo de

Ptdins em microdominios, observaram o enriquecimento de diversos fosfoinositideos
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e de uma proteina fosfoinositideo fosfatase, em fracbes de um gradiente de
sacarose imunopositivas para caveolina-1. Os autores relacionaram as funcdes de
trafego de vesiculas atribuidas a cavéola, a presenca de grandes quantidades de
fosfoinositideos nesses microdominios — até 20% do PIP, foram verificados nas
fragOes contendo caveolina-1. Nenhuma outra enzima relacionada ao metabolismo
de fosfoinositideos foi detectada em microdominios. No mesmo ano, Pike & Casey
(1996), investigando o metabolismo do PIP, em células A431 (fibroblastos), puderam
identificar quase 50% do total desse fosfolipidio em regibes de baixa densidade
insolaveis em detergente ndo-ibnico. Além disso, as exposi¢des dessas células a
PMA ou bradicinina reduziam o conteudo de PIP, nos microdominios, ndo havendo
alteracdo de seus niveis no restante da membrana. Em experimentos
subsequentes, utilizando MBCD, Pike & Miller (1998) demostraram que, com a
desestruturacdo dos microdominios a metabolizacdo do PIP, induzida por PMA ou
bradicinina ficava prejudicado.

Comum a esses trabalhos € o fato de que nenhuma proteina da familia das
Ptdins cinases foi descrita em microdominios de membrana. Uma vez que o
metabolismo desses lipidios estaria relacionado com a funcdo sinalizadora desses
microdominios, a distribuicdo das enzimas cinases responsaveis pela sintese dos
diferentes fosfoinositideos em outras regides da membrana tornaria menos eficiente
a iniciacdo dos eventos sinalizadores mediados por essa classe de lipidios.
Investigando essa questao, Waugh et al. (1998), fazendo uso de um tratamento com
alta forca idnica e alto pH (livre de detergentes), com as mesmas células A431,
observou um enriquecimento de cerca de 62% no contetdo de Ptdins(4)P e 61% do
conteudo de PIP,, em fragBes imunopositivas para caveolina-1. Verificou ainda, que

aproximadamente 60% da atividade Ptdins4K se encontrava em microdominios,
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sendo este enzima passivel de ativagcdo por EGF nessas regides da membrana.
Seus resultados mostram ainda que a atividade Ptdins4dK era encontrada
predominantemente em microdominios ndo-caveolares, que co-migram com as
cavéolas para regides de baixa densidade.

Desse modo, ha algumas evidéncias que sugerem que tanto a metabolizacao
qguanto a sintese de fosfoinositideos ocorreria em microdominios de membrana, o
que tornaria mais eficiente a resposta desse sistema a estimulos intra e
extracelulares. Entretanto, maiores estudos nessa area precisam ser realizados,
uma vez que os dados da literatura continuam conflitantes.

Nesse sentido, Einicker-Lamas et al. (2003) mostraram uma interagao entre a
atividade da Ptdins4K e metabolitos da via dos esfingolipidios, notadamente a
esfingosina-1-fosfato (S1P), utilizando preparacdes da membrana de tabulos renais.
Foi verificado que o aumento dos niveis de Ptdins(4)P estavam relacionados a
presenca de esfingosina/esfingosina-1-fosfato presentes no meio, sugerindo a
regulacdo da Ptdins4dK por essas bases esfingdides. Mais recentemente
demostramos que nessas mesmas membranas de tubulos renais ha quantidades
significativas de caveolina-1, indicando a presenca de microdominios caveolares
nesse segmento do néfron, e que a Ca?-ATPase de membrana plasmaética
encontra-se exclusivamente localizada e ativa nesses microdominios (Tortelote et
al., 2004). O uso de MBCD, que sabidamente desestrutura os rafts lipidicos, leva a
total inibicdo da atividade Ca**-ATPase de membrana plasmatica. O enriquecimento
de esfingolipidios e fosfoinositideos em microdominios de membrana (Anderson,
1998; Golub & Pico, 2005) sugere uma interacdo entre essas diferentes classes de
lipidios. De que forma essas vias metabdlicas interagem entre si € uma questdo a

ser resolvida.
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5. OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese é investigar se a atividade Ptdins 4-cinase de

membrana basolateral de células epiteliais de tubulo proximal renal se encontra

enriqguecida em microdominios de membrana, e, uma vez que esses dominios

possuem altos niveis de esfingolipidios, determinar se ha interacdo entre as vias

metabdlicas dessas diferentes classes de lipidios.

Os objetivos especificos séo:

(1)

(@)

3)
(4)

()

Caracterizar a Ptdins4K presente em membrana basolateral de tuabulo
proximal renal.

Investigar se ha compartimentalizacdo da Ptdins4K em microdominios de
membrana em epitélio renal.

Verificar se h& regulacdo da Ptdins4K por esfingosina.

Investigar se esfingosina promove fosforilagcdo nas proteinas presentes na
membrana basolateral de tubulos renais.

Verificar se PKC, PKA ou Akt , conhecidas cinases moduladas por Sph estao

envolvidas na modulacao da Ptdins 4-cinase por esfingosina.
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“O método constitui caracteristica tao
importante da ciéncia que,

nao raro, identificamos

ciéncia com seu método”

Ruiz, 1980
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6.1. OBTENGAO DE FRAGOES ENRIQUECIDAS EM MEMBRANA BASOLATERAL

As fracdes de membrana basolateral de tubulos proximais renais (MBL) foram
purificadas segundo o método adaptado de Scalera et al. (1980). Rins frescos de
porco (4-8 pares em cada preparacdo) foram obtidos de matadouros
regulamentados. Os rins foram transportados até o laboratério em solugdo 1
[sacarose 0,25 M, Hepes-Tris 10 mM (pH 7,6), EDTA 2 mM, PMSF 1 mM e inibidor
de tripsina Il 0,15 mg x L], onde foram dissecados sobre uma plataforma de vidro
resfriada, retirando-se a porgéo externa do cértex (cortex-corticis), cuja populacdo de
células corresponde predominantemente a tubulos contornados proximais
(Whittembury & Proveérbio, 1970).

As fatias de cortex foram pesadas, e 0 volume correspondente a 1 mL de
solucdo 1 por grama de tecido foi adicionado para o passo seguinte, onde a
suspensao foi homogeneizada 30 vezes a 2.000 rpm em homogeneizador de tecido
tipo Potter. Este homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 1.100g em centrifuga
refrigerada (Sorvall RC-5B, rotor GSA), sendo o sobrenadante retirado, e o
precipitado submetido a uma segunda homogeneizacdo e centrifugacdo, nas
mesmas condigcbes. O primeiro e segundo sobrenadante foram reunidos e
centrifugados por 30 min a 48.000g em ultracentrifuga Hittachi (rotor 45Ti). A porcéo
mais externa do precipitado (fragdo microssomal) foi delicadamente ressuspensa em
6 mL de solucéo Il [sacarose 0,25 M, Hepes-Tris 10 mM (pH 7,6), PMSF 1 mM e
inibidor de tripsina 11 0,15 mg x L™] sendo entdo acrescentado Percoll (concentracdo
final 12% v/v). Ap6s homogeneizacdo e centrifugacdo (70 min a 40.000g em

ultracentrifuga Hittachi, com rotor 70Ti), de um total de 26 mL foram retirados e
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descartados os primeiros 7,8 mL (do topo para a base do tubo), sendo coletados 4,3
mL seguintes, sendo descartado o restante.

As fracdes do gradiente foram homogeneizadas e submetidas a centrifugacéo
por 60 min a 200.000g em ultracentrifuga Hittachi (rotor 65Ti) para retirada do
Percoll. Os fragmentos e as vesiculas, formadas a partir da membrana basolateral,
foram ressuspensos em um volume de sacarose 0,25 M, de modo que a
concentracdo final de proteinas ficasse em torno de 25 mg x mL™, ficando
armazenadas em N liquido, e utilizadas em até 3 meses.

A cada preparacio foi medida a atividade da (Na'+K")ATPase, que, além de
estar presente em grande quantidade em células de tabulo proximal, se encontra
exclusivamente na membrana basolateral, sendo considerada enzima marcadora
dessa fragdo (Scalera et al., 1980). Usualmente, trabalhamos com preparacdes de
MBL nas quais o enriquecimento da atividade (Na'+K")ATPasica em relacdo ao

homogenato total era de 8-10 vezes.

6.2. DOSAGEM DE PROTEINAS

O conteudo proteico das amostras foi determinado por colorimetria,

utilizando o reagente de Folin-fenol, através do método modificado de Lowry et al.

(1951), tendo a albumina bovina (0,1%) como padréao.

6.3. EXTRACAO DE MICRODOMINIOS DE MEMBRANA

Os microdominios de membrana, caracterizados pela resisténcia a

solubilizacdo em detergente n&o idnico em baixas temperaturas, e por apresentar
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baixa densidade (ver Os MICRODOMINIOS DE MEMBRANA), foram obtidos através de um
gradiente descontinuo de sacarose, como ja descrito (Tortelote et al., 2004). Para
isso, 15-20 mg de MBL forma solubilizadas em 2 mL de tampéao de lise [Tris-HCI 20
mM (pH 8,0), NaCl 150 mM, CizEg (polidocanol) 1%], sendo homogeneizadas por
agitacdo (6 x 10”) e entdo sonicadas (3 x 107). Posteriormente as amostras foram
colocadas em um tubo com mais 2 mL de sacarose 90% [Mes 25 mM (pH 7,0),
NaCl 150 mM], sendo a proporcéo final de sacarose 45%. Foram adicionados mais 4
mL de sacarose 30% [Mes 25 mM (pH 7,0), NaCl 150 mM], e entdo 4 mL de
sacarose 5% [Mes 25 mM (pH 7,0), NaCl 150 mM]. Apés centrifugagdo (180000g,
16-18 horas, em rotor SW 41 Ti) foram retiradas 12 aliqguotas de 1 mL cada. Estas,
apos dosagem de proteinas (ver topico 6.2.), foram utilizadas para eletroforese e

imunodetecc¢do, e para dosagem de atividade da Ptdins 4-cinase.

6.4. MEDIDA DA ATIVIDADE PTDINS4K

A atividade PtdIns 4-cinase foi medida pela incorporacéo de [y*’P], como
descrito anteriormente (Einicker-Lamas et al., 2003). Cerca de 100 pg de MBL foram
incubadas em 1 mL de meio de reacdo 1 [MRC;: Mes-Tris 30 mM (pH 7,0), MgCl, 5
mM, NaN3 1 mM, ouabaina 1 mM, EGTA 500 uM]. A reacao foi iniciada com a
adicdo de MRC, ([y**P]JATP 1 mM, 10® cpm x mL™). Apés periodo de incubacéo de
20 min (37° C), a reacdo foi parada com 4 mL de solucéo cloroférmio:metanol:acido
cloridrico (67:33:0,03, v/v).

A extracdo de lipidios foi realizada como descrita em Horowitz & Perlman
(1987). ApOs parada a reacgdo, foi adicionado 1 mL de HCI 0,6M, sendo as amostras

centrifugadas por 10 min (2000 rpm). Removeu-se a fase aquosa (superior) e a
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interface (rica em proteinas) e adicionou-se a fase organica (inferior) 1 mL de
cloroférmio:metanol:acido cloridrico (3:48:47, v/v). Ap0s nova centrifugacao,
remocado da fase aquosa e interface, a fase organica foi evaporada em fluxo
constante de N, gasoso. Os lipidios entdo foram ressupensos em 90 pL de
cloroférmio:metanol:agua (75:25:2, v/v).

Os lipidios foram separados por cromatografia de camada fina (TLC) em
cromatoplacas de silica gel (60F254, Merck) previamente ativadas (110° C por 10
min). A corrida unidimensional foi realizada em solvente cloroférmio:
acetona:metanol:acido acético:agua (80:30:26:24:16, v/v). O autoradiograma foi
obtido expondo-se a cromatoplaca a um filme para raio X (Kodak X-Omat) por 72-96
horas. O filme entdo foi revelado e as areas correspondentes aos fosfolipidios de
interesse foram marcadas, cuidadosamente raspadas, e colocadas em vials
contendo solucéo de cintilagdo (POPOP 0,1 g x L™, em tolueno). A radioatividade foi

medida em um contador de cintilacéo liquida (Packard, Tri-carb 2100TR).

6.5. ELETROFORESE E IMUNODETECCAO

Apbs eletroforese das amostras de interesse, em SDS-PAGE, as proteinas
foram transferidas por western blotting para uma membrana de nitrocelulose
POTRAN® (Hybond, Amershan, Buckinghamshyre, U.K.) e incubadas com
anticorpos primarios especificos. Os anticorpos anti-caveolina-1 e anti-Ptdins 4-
cinase foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). ApoOs
lavagem com solugcdo tampdo, as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios (poli- ou monoclonais, dependendo do anticorpo primario utilizado). Os

anticorpos secundarios (conjugados a uma peroxidase) foram detectados pelo
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sistema ECL® usando um filme Hyperfim® (Amershan, Buckinghamshyre, U.K.). A
membrana foi corada com vermelho de ponceau para posterior determinacdo do

peso molecular das proteinas de interesse.

6.6. ENSAIO DE FOSFORILACAO DE PROTEINAS

Para ensaio de fosforilacdo de proteinas, utilizamos um método adaptado de
Capasso et al. (1985). Fracdes de MBL (100 pug de proteina) foram pré-incubadas
por 5 minutos a temperatura ambiente em meio (volume final 70 pL) contendo
sacarose 0,25 M, Tris 10 mM (pH 7,5), MgCl, 1 mM, ouabaina 0,5 mM, NaF 1 mM,
na auséncia e presenca de diferentes concentracdes de Sph (100 e 500 uM). Apos
pré-incubacéo, acrescentou-se [y*’PJATP (0,5 mM, 5 x 107 cpm por tubo). Ao final do
periodo de incubag&do com o ATP (10 min a 37° C), a reac&o foi parada com a adic&o
de tampao de amostra concentrado [glicerol 75%, SDS 6%, azul de bromofenol
0,03%, B-mercaptoetanol 0,15%, Tris 1,5 m (pH8,8)].

As amostras foram entdo fervidas (1 min 100° C) e aplicadas em gel de
poliacrilamida (10%), sendo entdo submetidas a corrida eletroforética. O gel foi
exposto a uma malha sensivel a radiagcdo (3, e ap0s 24-48 horas, a malha foi
escaneada em aparelho especifico (Storm 860, GE Biosciences). A quantificacédo
das bandas de interesse forma realizadas em software apropriado (Imagequant, GE
Biosciences), sendo o valor da incorporacdo de [y*?P] corrigido pela marcacéo da

banda com vermelho de ponceau.
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6.7. BUSCA DE DOMINIOS FUNCIONAIS NA PTDINS4K

A presenca de dominios passiveis de fosforilacdo por proteinas cinases na
PtdIn4K foi identificada através de programa disponivel na internet (Eukariotic Linear

Mottif-ELM, http://elm.eu.orq), que se utiliza por sua vez de extenso banco de dados

sobre dominios funcionais em proteinas. Para tanto, fizemos uso de diversas
sequéncias de aminoacidos de diferentes isoformas da Ptdins 4-Cinase, restringindo
a busca para aquelas identificadas em humanos (Entrez Protein,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez).

6.8. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foram utilizadas analise de variancia de uma ou

duas entradas, além teste t de Student, dependendo do bloco de experimentos a
serem analisados. Nesse estudo foi estabelecido um a < 0,05. Os resultados sé&o

mostrados como média * erro padrdo da media (EPM).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de atividade de diferentes lipidios cinases em tecido renal ja havia
sido verificada, em estudos anteriores de nosso grupo (Guilherme et al., 1998;
Einicker-Lamas et al., 2003, Nogaroli et al., 2005). Esses trabalhos mostraram que,
quando incubamos as fracdes de MBL com [y*’P]JATP e realizamos extracdo e
separacédo de lipidios, vemos a formacgéo de pelo menos trés fosfolipidios distintos,
ja identificados por meio de sua mobilidade relativa (M;) e por cromatografia liquida
de alta performance (HPLC) (Guilherme et al., 1998; Einicker-Lamas et al., 2003;
Nogaroli et al., 2005). Na Figura 7.1 podemos facilmente identificar o &cido
fosfatidico (PA), lipidio com maior Mr; a S1P, de M, intermediario; e o PtdIins(4)P, de
M; mais baixa. A marcac¢ao na base da cromatoplaca corresponde a origem, que se
trata de residuos de [y*’P]JATP ndo incorporado a moléculas lipidicas.

A formacéo desses fosfolipidios em MBL indica a presenca de lipidios cinases
funcionais em membrana isolada de tubulos proximais renais. Dentre os fosfolipidios
identificados, o PtdIns(4)P tem sido descrito como um importante modulador da
atividade da Ca®*-ATPase de membrana plasmatica (Missiaen et al., 1989; Lehotsky
et al., 1992; Guilherme et al., 1998), tendo entdo um importante papel na regulacéo
do transporte de Ca** e do ajuste fino da concentracéo intracelular desse fon. Além
disso, os fosfoinositideos tem se mostrado importantes reguladores de diversos
canais idnicos presentes tanto na membrana apical quanto na membrana basolateral
de células epiteliais renais (revisto em Balzer-Yost & Nofziger, 2005). De fato, o
tecido renal possui um turnover de fosfoinositideos extremamente elevado, se
comparado com outros tecidos (Tou & Huggins, 1977). A existéncia de um complexo

metabolismo de lipidios bioativos em MBL de tabulos renais vista por nosso grupo
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Figura 7.1. Formacédo de fosfolipideos em fracbes de membrana basolateral de
tibulo proximal renal (MBL). As MBL foram incubadas com [y*?P]ATP e esfingosina,
em condi¢cbes basais. A formacao de Ptdins(4)P, S1P e DAG indicam a presenca
das enzimas Ptdins 4-cinase, esfingosina cinase e DAG cinase. Ptdins(4)P:
fosfatidilinositol-4-fosfato; S1P: esfingosina -1-fosfato; PA: acido fosfatidico; ?:

lipideos ainda néo identificados. A e B se referem a diferentes preparacdes de MBL.
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(Rangel et al., 2001, 2005; Einicker-Lamas et al., 2003; Nogaroli et al., 2005), indica
uma importante funcdo destes na regulacdo nos fendmenos de transporte
caracteristicos do epitélio renal. Com base neste papel do Ptdins(4)P, decidimos
estudar as caracteristicas funcionais da PtdIns4K residente na MBL renal.

Na Figura 7.2A, vemos um aumento progressivo na formacdo desse
fosfolipidio quando aumentamos a quantidade de proteina no meio de reacdo. Nota-
se gue quando submetemos previamente as fracbes de membrana a altas
temperaturas (100° C), desnaturando as proteinas dessa preparacdo, ndo vemos
mais a formacdo de Ptdins(4)P (ver seta na Figura 7.2A), coerente com a
participacdo de uma enzima na sintese deste fosfolipidio. A dependéncia do tempo
para formacdo do Ptdins(4)P € mostrada na Figura 7.2B, onde temos claramente
uma relacdo linear entre a sintese de Ptdins(4)P e o periodo de incubacdo das
fracbes de MBL com o [y*’P]JATP. N&o ha registros na literatura de incorporacdo de
grupos fosfatos em moléculas lipidicas ndo catalisada por enzimas. Sabe-se que as
moléculas de inositol-pirofosfato (IP; e IPg) sao capazes de transferir um grupo
fosfato a determinados residuos de serina, em diversas proteinas (Saiardi et al.,
2004). Nos classicos trabalhos do casal Hokin (Hokin & Hokin, 1953; 1958) fatias de
pancreas sdo incubados com %P livre, e é vista a formacdo de fosfoinositideos.
Porém nesse sistema, mais complexo que membranas basolaterais isoladas, ha a
sintese continuada de ATP, sendo as reacdes de fosforilacdo catalisadas por
proteinas ou lipidios cinases.

A atividade da PtdIins4K atinge um maximo quando o pH se encontra na faixa
de 6,9-7,1, proxima do pH fisiolégico (Figura 7.3A). A dependéncia de MgCl, como

co-fator na formacéao de Ptdins(4)P também foi avaliada, sendo que na auséncia
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Figura 7.2. (A) relacdo linear entre o tempo de incubacdo com [y*?P]ATP e a
atividade Ptdins 4-cinase; (B) dependéncia da concentragdo de proteina na
formacdo da Ptdins(4)P. Ao submetermos a fragcdo de MBL a altas temperaturas
(100° C), ndo h& formacédo de Ptdins(4)P (ver seta), indicando a participacdo de
atividade enzimatica nessa reacao. * significativamente diferente do tempo zero (em
A), e de 0,05 mg x ml'* (em B). * diferenca significativa comparada com a condic&o

pré-aquecimento (média + EPM de trés experimentos em duplicata).



55

20

A
18
<16 A
£
IS
X 14 A
—
o)
E 12 |
<
a
I 10 A
(2]
£
=]
g 81
©
§ 6
4
2 T T T T T T T
45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
pH
80
B *
HE 60 - +
€
x
F“Cﬁ
E x
x 40
o
S
2
S
& 204
©
£
o
0 -
0 10 20 30 40 50 60
MgCI2 (mM)

Figura 7.3. (A) curva de pH indica valor 6timo para atividade Ptdins 4-cinase
proximo ao pH fisioldgico (6,9-7,1 unidades de pH); (B) efeito da adicdo de MgCl, na
sintese de PtdIns(4)P, sendo que 10 mM ja se mostra saturante. * diferenca
significativa quando comparado com condicdo sem MgCl, (média £+ EPM de trés

experimentos em duplicata).
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desse sal ndo ha atividade da PtdIns4K, estando a atividade dessa enzima saturada
em concentracdes iguais ou maiores que 10 mM (Figura 7.3B). Esses resultados
sugerem que a Ptdins4K depende do complexo Mg.ATP? para transferéncia do
grupo fosfato para o Ptdins, ou ainda que o ATP livre age como inibidor da atividade
dessa enzima.

O efeito da adicdo de substrato exdgeno na atividade Ptdins4K foi também
investigado. Vemos que a adicdo de 50 nM de Ptdins promove aumento de cerca de
2 vezes na formacdo de Ptdins(4)P, sendo que a adicdo de 10 vezes essa
concentracdo (500 nM), ndo promove efeitos adicionais na atividade da Ptdins4K
(Figura 7.4). Isso sugere que flutuacdes nos niveis endégenos de Ptdins, apesar de
suficientes para manutencéo da atividade PtdIins4K, se encontram abaixo dos niveis
necessarios para ativacdo maxima da enzima. Em condicdes fisiologicas, os niveis
de Ptdins presentes em membrana plasmatica é regulada pela atividade de uma
fosfatidilinositol sintase (Antonsson, 1997); ou pelo transporte do Ptdins do reticulo
sarco(endo)plasmatico para a membrana plasmatica, através da fosfoinositideo
transferase (PITP) (Vance & Vance, 2005, ver se¢do 4.1. METABOLISMO DOS
FOSFOINOSITIDEOS). A PITP € a principal via de reabastecimento de Ptdins para a
membrana plasmatica, havendo evidéncias de um aumento na atividade PdIns4K
quando ocorre associagdo entre essas proteinas (revisto em Hsuan & Tan, 1997).
Nosso modelo de estudo é a MBL isolada de tubulos proximais renais. O
procedimento de separacdo e enriguecimento de fracdes de MBL pode acarretar a
dissociacao entre a PITP e a Ptdins4K, fazendo com que a atividade da Ptdins4K
seja sensivel a adicdo de substratos exdgenos.

As enzimas da familia da Ptdins4K séo divididas em duas classes ou tipos,

gue apresentam diferencgas estruturais — ainda ndo muito bem elucidadas - e
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Figura 7.4. Efeito de Ptdins exdgeno na atividade PtdIns 4-cinase, mostrando que
adicdo de baixas concentracbes do substrato promovem ativacdo maxima da
enzima. * significativamente diferente do controle (média + EPM de trés

experimentos em duplicata).
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funcionais, ja bem descritas, sendo o parametro mais usual de identificacdo do tipo
de Ptdins4K presente em um determinado tipo celular ou organela (Gehrmann &
Heilmeyer, 1998; Kanaho & Suzuki, 2002). A Ptdins4K predominante em células de
eucarioto € a do tipo Il, residente em membrana plasmatica, estando tambéem
presente em outras membranas intracelulares (Capenter & Cantley, 1990).
Entretanto, a Ptdins4K do tipo Il também ja foi identificada em membrana
plasmatica (Ekblad & Jergil, 2001), sendo este o tipo predominante de membrana
em células COS-7 (Balla et al., 2005). Na intencdo de identificar qual o tipo de
Ptdins4K se encontra presente em membrana basolateral de tubulos proximais
renais, utilizamos algumas das caracteristicas descritas para essas proteinas,
especificamente: a sensibilidade & Wtm; sensibilidade ao Ca®*; e peso molecular.

O ICso da PtdIns4K para Wtm se encontra na faixa de 50-100 nM (Balla,
1998). Quando adicionamos concentracdes acima do 1Csp (100 e 200 nM) de Wtm
nos ensaios de atividade da Ptdins4K, ndo vemos qualquer inibicdo significativa
(Figura 7.5). O Wtm, inibidor classico da Ptdins3K (Fruman et al., 1998), tem acao
inibitéria na Ptdins4K do tipo 1l (Carpenter & Cantley, 1990). Portanto, o resultado
da Figura 7.5 nos indica que a formagédo de Ptdins(4)P em fracbes de MBL de
epitélio renal é decorrente de uma atividade PtdIns4K tipo Il, dada a insensibilidade
a esse composto. Outra caracteristica das PtdIns4K do tipo Il € a sua inibicao
quando na presenca de Ca** na faixa micromolar (Porter et al., 1988; Wetzker et al.,
1991). Utilizamos uma ampla faixa de concetracdes de Ca** livre para avaliar seus
efeitos na atividade Ptdins4K. A concentracdo de Ca?* livre foi determinada através
de um programa, levando em consideracdo as concentracbes de EGTA, Ca**, ATP,
Mg?* e H*, como descrito em Sorenson et al. (1986). Vemos na Figura 7.6 que ha

uma inibicdo de 40% na sintese de Ptdins(4)P em concentragfes acima de 10 uM
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de Ca®' livre, embora concentracdes mais altas promovam uma inibicdo adicional,
de cerca de 70% da atividade controle.

Em vista desses resultados, resolvemos verificar através de imunodeteccao a
presenca de uma PtdIns4K tipo Il em fracdes de MBL de epitélio renal. Para isso,
fizemos uso do anticorpo anti-Ptdins4Ka (sc-10799, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA). Esse anticorpo, sintetizado contra uma regido proxima do N-
terminal da proteina Ptdins4Ka de humanos, compreendida entre os residuo 113-
254, é capaz de reconhecer PtdIns4K na faixa de 43-97 kDa, correspondentes as
isoformas de Ptdins4K tipo Il ja descritas. Quando incubamos as membranas de
nitrocelulose com o anticorpo sc-10799, identificamos pelo menos duas bandas, de
aproximadamente 57-62 kDa (Figura 7.7). Em cerebelo de rato, usado como controle
positivo, também € visivel uma banda nesta faixa de peso molecular (ver Figura.
7.7).

Tendo em vista o conjunto de resultados acima descritos, podemos afirmar
entdo que o PtdIns(4)P presente em fracbes de membrana basolateral de tubulo
proximal renal € sintetizado por uma Ptdins4K do tipo Il.

Diversos trabalhos na literatura mostram que diferentes fosfoinositideos se
encontram compartimentalizados em microdominios de membrana, onde também se
localizariam as enzimas envolvidas em seu metabolismo, sendo esses lipidios
preferencialmente metabolizados nesses rafts (Liu et al., 1998; Bodin et al., 2001,
Jang et al, 2001; Peres et al., 2003). A hipotese sugerida é de que a
compartimentalizacdo das enzimas (cinases e/ou fosfatases), e o0 consequente
enriqguecimento de determinadas espécies de fosfoinositideos nesses rafts lipidicos
favoreceria a interacdo dos lipidios sinalizadores com suas moléculas-alvo

(Payrastre et al., 2001). Pricipalmente, os trabalhos do grupo da Dr* Linda Pike
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Figura 7.7. Imunodeteccdo da Ptdins 4-cinase em preparacdo de membrana
basolateral de tubulo proximal renal (MBL), destacando duas bandas com Mr
equivalente ao tipo Il dessa enzima. Como controle, usamos homogenato de
cerebelo de ratos (CR - 100 pg). Os numeros 75 e 100 correspondem as

quantidades de amostra utilizada, em pg.
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mostram que esta compartimentalizacdo dos diferentes fosfoinositideos em rafts
pode variar de um tipo celular para outro (Hope & Pike, 1996; Liu et al., 1998; Pike &
Miller, 1998). Contudo, alguns trabalhos sugerem que os procedimentos usados no
isolamento dos microdominios podem afetar a localizacdo de determinadas
proteinas, e mesmo de fosfolipidios (Song et al., 1996; Macdonald & Pike, 2005).

Tendo em vista essas contradicdes na literatura, particularmente no que se
refere a PtdIns4K, procuramos investigar sua localizagcdo em MBL de tubulos renais.
Recentemente demostramos que em MBL ha uma quantidade significativa da
proteina marcadora de cavéolas, a caveolina-1, o que indicaria a presenca de
microdominios nas células epiteliais renais (Tortelote et al., 2004). Além disso,
demonstramos também que a atividade da Ca?*-ATPase de membrana plasmatica,
envolvida com o ajuste fino das concentracdes de calcio intracelular, se localiza
exclusivamente nestes microdominios ricos em caveolina-1, dependendo da
integridade estrutural destes para seu adequado funcionamento (Tortelote et al.,
2004). A regulacdo da atividade da Ca*-ATPase por PtdIns(4)P, descrito também
em fracdes de MBL (Guilherme et al., 1998), sugere que esse fosfolipidio pode estar
sendo translocado para os microdominios, ou sintetizado nos mesmos, onde
participariam da rede de regulac&o do transporte ativo de Ca**.

Para investigar se a Ptdins4K se encontra em regides de rafts lipidicos,
utilizamos as propriedades caracteristicas desses dominios, isto €, sua resisténcia a
solubilizacdo por detergentes n&o-idnicos, e sua baixa densidade (ver secao 6.3.
EXTRAGAO DE MICRODOMINIOS DE MEMBRANA). A presenca de uma proteina marcadora
de rafts caveolares, a caveolina-1, identificada através de imunodeteccdo (M, de
cerca de 25 kDa) nas fragcbes de baixa densidade (fragbes 3-5) confirmou o

enriquecimento de microdominios em fragbes de MBL de tdbulos renais (figura
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7.8A). Como vemos na Figura 7.8B, a distribuicdo de proteinas ao longo do
gradiente de sacarose foi semelhante ao descrito na literatura, sendo que grande
parte destas se encontram nas fracbes de alta densidade (fracbes 10-12 do
gradiente).

Uma vez isolados os rafts lipidicos, nos interessou investigar a atividade da
Ptdins4K nas diferentes fra¢coes do gradiente de sacarose, a fim de determinar se ha
ou nao compartimentalizacdo desta enzima nas regides de microdominios. Para
tanto, incubamos 50 pg de proteina de cada fracdo do gradiente com [y*?P]ATP,
seguido de extracdo e separacdo de lipidios, onde observamos a incorporacdo do
[y*?P] na molécula de Ptdins. Uma alta atividade PtdIns4K é observada na regiéo de
baixa densidade (fracdo 5) do gradiente de sacarose, sendo esta também
imunopositiva para caveolina-1 (ver Fig. 7.8A), indicando o enriquecimento dessa
enzima em microdominios de membrana (Figura 7.9). Foi recuperada 59 + 11% da
atividade Ptdins4K nas fragOes de baixa densidade, imunopositivas para caveolina-
1, consistentes com os achados de Waugh et al. (1998).

A patrticipacéo de rafts lipidicos na sinalizacao por PIP; ja esta relativamente
bem estabelecida (revisto em van Rheenen et al., 2005). Entretanto, a questdo do
uso de detergentes para a separacao dos rafts € alvo de varias criticas (Smart et al.,
1995; Mayor & Rao, 2004; Lichtenberg et al., 2005). Esses autores alertam para o
fato de que, nos estudos bioquimicos nos quais ha isolamento de rafts, os
microdominios de membranas e as membranas resistentes a detergente (as
chamadas DRM) sdo erroneamente considerados entidades semelhantes. O

argumento contrario ao uso de detergentes no processo de isolamento de rafts € o
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Figura 7.8. (A) imunodetec¢cdo de caveolina-1, confirmando o enriquecimento de
microdominios de membrana nas fragcbes de baixa densidade do gradiente de
sacarose (fracbes 3,4 e 5). (B) dosagem de proteinas das fragdes obtidas apds o

gradiente de sacarose (resultado representativo de trés experimentos).
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de que a presenca dessas moléculas anfipaticas em meio as membranas biologicas
poderia “forcar” o agrupamento de moléculas (protéicas ou lipidicas) em regides
resistentes a solubilizacdo, que in vivo ndo necessariamente estariam em rafts
(Shogomori & Brown, 2003; Lichtemberg et al., 2005). Apesar disso, 0 uso de
detergentes continua sendo a principal abordagem no estudo de microdominios.

No final dos anos 90, Pike & Casey (1996) mostram que o pool de PIP;
hérmonio-sensivel (aquele hidrolisado quando ha estimulos extracelulares) se
encontra preferencialmente em rafts lipidicos (Pike & Casey, 1996). Os resultados
mostrados acima nos sugerem que pode haver também um pool de Ptdins(4)P
sintetizado em rafts. Deve-se enfatizar que observamos um enriguecimento
significativo da atividade da Ptdins4K em microdominios, havendo ainda a formacéo
consideravel de Ptdins(4)P nas outras fracbes do gradiente de sacarose, néo
marcadas para caveolina-1. Sugere-se, entdo, que ha um pool de Ptdins(4)P
potencialmente envolvido na ressintese de PIP, apds sua hidrélise, mantendo os
niveis desse lipidio relativamente constantes. Evidéncias de que ha metabolizacdo
de PIP, estimulada pela ativagdo do receptor de EGF em microdominios (Pike &
Casey, 1996; Pike & Miller, 1998), e a potente ativacao de Ptdins4K por esse fator
de crescimento (Waugh et al., 1998) reforcam essa hipotese.

A localizacdo de cerca de 60% da atividade Ptdins4K de MBL de tubulos
renais em microdominios de membrana nos da alguns indicios sobre as vias
responsaveis pela regulacdo de sua atividade, que por sua vez seriam também
compartimentalizadas nos microdominios. A regulacdo da PtdIns4K por receptores
acoplados a proteina G, ou tirosinas cinases e outras proteinas regulatérias ja foi
observada em diferentes tipos celulares (Huang et al., 2002; Gromada et al., 2005;

Naveen et al., 2005). Huang et al., (2002) mostraram em células HEK-293 (epitélio
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renal humano) um aumento na atividade Ptdins4K quando era estimulado o receptor
extracelular sensivel ao calcio (CaR), acoplado a proteina G. Além da ativacao da
Ptdins4K, o CaR ativaria paralelamente uma fosfolipase C (PLC), levando a
aumentos nos niveis de DAG e IP; (Huang et al., 2002), sugerindo que a atividade
Ptdins4K estaria envolvida no reestabelecimento dos niveis de PIP,. A formacao de
Ptdins(4)P e de PIP, se mostrou um importante evento no processo de exocitose
mediada pela glicose, em células pancreéticas (Gromada et al., 2005). Em células
basdfilas (RBL2H3) a Ptdins4K foi implicada na via ativada por receptores de IgE
(FceRl), sendo necessaria manutencdo dos niveis de colesterol nessas células para
0 seu adequado funcionamento (Naveen et al., 2005). Além disso, a interacdo entre
a PtdIns4K e outras proteinas sinalizadoras e do citoesqueleto sugere a participacao
dessa enzima em fenbmenos celulares ainda néo estabelecidos (Kim et al., 2000).
Notadamente, algumas das proteinas que ja foram associadas a Ptdins4K
(interagindo ou regulando a atividade dessa enzima), também ja foram descritas em
microdominios (Field et al., 1995; Kifor et al., 1998; Garcia-Marcos et al., 2006).

A interacao entre esfingolipidios e fosfoinositideos ja foi observada em epitélio
de tdbulos renais e plaguetas (Hashizume et al., 1996; Kobayashi et al., 2005).
Evidéncias de que a Sph e/ou seu derivado fosforilado, S1P, podem regular a
atividade da PtdIns4K (Einicker-Lamas et al., 2003), e a presenca desta em regioes
de microdominios de membrana, ricas em esfingolipidios, sugere uma importante via
de regulacdo da formacédo de Ptdins(4)P. Na tentativa de elucidar essa interacao,
fizemos ensaios de lipidios cinases na presenca ou auséncia de PtdIns exdgeno,
com adicdo de 100 uM de Sph ao meio de reacédo (Figura 7.10). Vemos um efeito
estimulatério da Sph na atividade da Ptdins4K, sendo que a adicdo de Ptdins (20

nM), apesar de levar a aumentos na formacéo de Ptdins(4)P, parece nao ter efeito
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aditivo em conjunto com a Sph. Concentracdes crescentes de Sph foram entéo
adicionadas ao meio de reacdo e, como podemos verificar, ha um efeito bifasico,
com aumento da atividade da Ptdins4K em concentracfes até 100 uM (aumento de
cerca de 3,8 vezes), enquanto concentracdes altas de Sph (300 e 500 uM) mostram
uma tendéncia a manter a atividade préxima dos niveis controles (16,6 + 6 pmol
PtdIins(4)P x mg™ x min™') em altas concentracdes de Sph (300 e 500 pM, Figura
7.11). Esse fenbmeno bifasico da Sph poderia ser explicado: (1) por sua estrutura
quimica, sendo que altas concentracbes de Sph favoreceriam um efeito inespecifico,
semelhante a de um detergente, o que poderia afetar negativamente a atividade
enzimética, ou (2) pela formacdo de S1P, via atividade SK residente em MBL
(Einicker-Lamas et al., 2003), que poderia ter efeito contrario ao da Sph, na atividade
da Ptdins4K. Nesse sentido, examinamos a formacédo de S1P nas diferentes
concentracbes de Sph, utilizadas no experimento da Figura 7.11. Na figura 7.12,
podemos ver que ocorre formacédo significativa de S1P somente quando
adicionados, ao meio de reacao, concentracbes de Sph acima de 100 pM.
Comparando com os resultados da Figura 7.11, vemos que a atividade PtdIns4K
tende a retornar ao nivel controle quando ha niveis consideraveis de S1P presentes.
Esses dados sugerem que o balanco entre Sph e S1P seria importante para
modulacdo da atividade Ptdins4K, e, consequentemente, dos niveis de Ptdins(4)P.
Maiores estudos devem ser realizados para total esclarecimento dessa questao.
Uma outra base esfingdide encontrada em niveis significativos em tecido
renal € a esfinganina (ou dihidroesfingosina, Dhs) (Tou & Huggins, 1977). Por ndo
apresentar a dupla ligacdo no C4, importante para a funcdo biologica de bases
esfingdides (Liao et al., 2005), a Dhs em principio ndo deveria apresentar efeito

bioldgico significativo. Entretanto, a Dhs tem sido descrita como um importante



71

*
L, 70-
‘=
= A *
<
fe))
& 50 +
<
o
N
0
£
T 30 ~
(a
g 4
S ®

10 + é

Sph (LM) -- 10 50 100 300 500

Figura 7.11. atividade PtdIns 4-cinase na presenca de concentracdes crescentes de
esfingosina, mostrando uma resposta bifasica. * sinificativamente diferente da
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inibidor de proteinas cinases ativadas por mitégenos, as proteinas ERK1 e ERK2
(Tolan et al., 1996). Em nossa preparacdo de MBL, verificamos que a Dhs também
possui acdo regulatéria na atividade da PtdIins4K, semelhante a Sph, ainda que o
aumento promovido na atividade dessa enzima tenha sido menor (cerca de 2,2
vezes, Figura 7.13). A acao de bases esfingoides, em particular as suas proteinas-
alvo, ainda ndo estdo bem descritas ou caracterizadas. Classicamente, a Sph foi
identificada como um importante inibidor da PKC (Hannun et al., 1986). Desde essa
descricdo, outras proteinas cinases, assim como fosfatases e canais ibnicos, ja
foram identificados como alvos da Sph (McDonald et al.,, 1991; Tolan et al., 1996;
Monick et al., 2004; Ahn & Schroeder, 2006).

King et al. (2000) identificaram uma importante proteina cinase como uma das
proteinas-alvo da Sph, a cinase tipo I-dependente de fosfoinositideo, ou PDK1. A
PDK1 tem papel fundamental em vias de sinalizacdo que envolvem cascatas de
fosforilacdo, uma vez que ela regula os niveis de fosforilcdo das proteinas cinases
da familia ABC (Newton, 2003). De fato, a acdo da Sph na PDK1 leva a fosforilacdo
de determinadas regifes da PKA, Akt, PAK1 e PKC (King et al., 2000). Sendo assim,
a via de regulacdo da Ptdins4K por Sph provavelmente envolveria uma proteina
cinase e eventos de fosforilagdo. Com o intuito de confirmar essa hipotese,
submetemos as fracbes de MBL a um ensaio de fosforilacdo de proteinas, adaptado
de Capasso et al. (1985). Nesse ensaio, incubamos a MBL com [y*’P]JATP, e depois
submetemos a SDS-PAGE e Western blotting, obtendo entdo um autoradiograma da
membrana de nitrocelulose radioativa. Na figura 7.14A temos a membrana corada
com rouge ponceau, como forma de controle da quantidade de proteinas em cada
poco. Vemos, na Figura 7.14B, que com a adicdo de concentracbes crescentes de

Sph ha um aumento na incorporacao de [y**P] nas proteinas da MBL. Notadamente,
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a banda que mais se destaca na membrana € a de aproximadamente 53 kDa, na
faixa de peso molecular das Ptdins4K do tipo I, bem proxima daquela identificada
em MBL, através de imunodeteccdo (Figura 7.7). Corrigindo o sinal do
autoradiograma pela marcagdo com rouge ponceau, podemos verificar que, na
presenca de Sph (100 e 500 pM), ha um aumento de ~1,5-2,0 vezes na
incorporacéo de [y*?P] na banda de ~53 kDa (figura 7.14C). O envolvimento de
proteinas cinases na regulacdo do transporte ibnico em fragbes de membrana
isoladas ja foi descrito (Assuncdo-Miranda et al., 2005; Valverde et al., 2005),
indicando que a transducdo de sinais (e cascatas de fosforilagdo) ocorre
rapidamente, ndo dependendo de nenhuma outra estrutura subcelular para sua
realizacao.

A clonagem de diferentes isoformas da Ptdins4K tipo lla foi um avango no
entendimento da estrutura e topologia dessas enzimas (Barylko et al.,, 2001;
Minogue et al., 2001). Ao que parece, a Ptdins4K associada a membrana plasmatica
€ uma proteina integral de membrana, sendo palmitoilada em um dominio préximo
ao N-terminal. Entretanto a sua estrutura quaternaria ainda ndo € conhecida. Além
disso, possiveis dominios funcionais também nao foram descritos. Decidimos fazer
uma busca de possiveis dominios funcionais, mais especificamente dominios de
fosforilagdo, dentro da sequéncia da PtdIns4K. Fizemos uso de varias sequéncias
disponiveis em banco de dados de acesso livre (Entrez Protein,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez), nos detendo aquelas proteinas descritas em

Homo sapiens. Na Tabela 7.1, podemos identificar varios dominios reconhecidos por
proteinas cinases, obtidas através do Eukariotic Linear Mottif — ELM

(http://elm.eu.org), um programa de busca de dominios funcionais disponivel na

rede. Vale ressaltar que o anticorpo anti-Ptdins4K sc-10799 foi obtido contra os
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TABELA 7.1. DOMINIOS FUNCIONAIS DE FOSFORILACAO POR PROTEINAS
CINASES NAS DIFERENTES ISOFORMAS DA PTDINS 4-CINASE

ELM FUNCTIONAL MOTIFS
Proteina  Organismo aa* KDa CDK CK1 PKA2 PKA2 Akt PLK ProDK

PidKa

(”)**
NP002641 sapiens

Homo 854 94 1 10 1 4 1 4 6

Pi4K type
[l
NP060895
AAH03167
AAP35994
CAC38065
CAI15460

idem 479 53 1 6 - 3 - 1 5

PidKa (IlI) idem 2044 225 3 24 5 16 1 12 16
NP477352
P42356

* nimero de amino acidos em sua sequéncia predita
** 0 anticorpo anti Pi4K (H-142) foi obtido contra essa proteina (amino acidos 113-
254)




78

residuos 113-254 desta proteina (Maraviglia, comunicacdo pessoal). A partir dessa
busca, definimos quais as vias de sinalizacdo a serem investigadas
subseqiientemente. E importantes termos em mente que a acessibilidade de um
desses dominios ira depender da conformacéo tridimensional da proteina, o que,
como ja exposto, ndo € ainda bem definido. Contudo, a presenca de iniumeros
dominios reconhecidos por proteinas cinases em sua seqUéncia primaria nos da
indicios de que esses podem ser, de fato, fosforilados.

Apesar de nao ter sido identificado um dominio reconhecido por PKC na
sequéncia da PtdIns4K, a histérica regulacdo dessa proteina cinase por Sph, e por
sua presenca e funcionalidade em fracdes de MBL (Assunc¢do-Miranda et al., 2005),
resolvemos investigar o envolvimento desta proteina na regulacdo da Ptdins4K por
Sph, usando o inibidor farmacologico da PKC, o GF-109. Podemos verificar na
Figura 7.15 que na presenca de Sph, ha um aumento da atividade da PtdIns4K, ndo
sendo esta afetada pela presenca de 500 uM de GF-109, concentracdo na qual a
atividade da PKC é praticamente abolida. O uso de GF-109 isoladamente nao altera
a atividade Ptdins4K.

A ativacao direta de uma PKA por Sph foi demonstrada recentemente por Ma
et al. (2005). Essa ativacdo ocorreria de maneira atipica, ndo estando relacionado a
um aumento nos niveis intracelulares de AMPc, nem a dissociagcdo das subunidades
regulatorias. Fizemos uso do peptideo 5-24 (PKAI), um inibidor competitivo da PKA,
para estudar o envolvimento desta na ativacdo da Ptdins4K por Sph. Vemos na
figura 7.16 que a presenca de 10® M de PKAI ndo afeta a estimulacéo da Ptdins4K
pela Sph, sugerindo que ndo héa participacdo desta proteina nessa via. Devemos
considerar, contudo, o fato de que ativacdo da PKA por Sph n&o envolver a

dissociacao das subunidades regulatérias e cataliticas, permanecendo essa proteina



79

80

70 - * *

-

50 A

40

30 T

formacao de Ptdins(4)P
(unidades densitométricas)

20 A

10 ~

0,

Sph (100 pM) - + + -

GF-109 (500 pM) - - + +

Figura 7.15. Atividade Ptdins 4-cinase na presenca de esfingosina e inibidor de

proteina cinase C (GF-109). . * sinificativamente diferente da condi¢cdo controle

(média £ EPM de trés experimentos em duplicata).



80

100

*
*

[e]
o
1

2]
o
1

formacao de Ptdins(4)P
(unidades densitométricas)
S

N
o
1

Sph (100 nM) - + + -

PKAI (10°M) - - + +

Figura 7.16. Atividade Ptdins 4-cinase na presenca de esfingosina e inibidor de
proteina cinase A (peptidio 5-24). . * sinificativamente diferente da condigdo controle

(média + EPM de trés experimentos em duplicata).



81

cinase em sua forma oligomérica (Ma et al., 2005). Assim, os sitios usualmente
descritos para PKA, apesar de existentes na sequéncia da Ptdins4K, podem né&o
estar acessiveis para a proteina oligomerizada. Por outro lado, a PKA nesse estado
pode ser menos sensivel ao inibidor PKAI, que interagiria com a subunidade
catalitica somente. Entretanto, Ma et al. (2005) avaliaram a atividade cinase da PKA
e mostraram que mesmo no estado oligomérico esta é sensivel ao iniibidor PKA.I.
Outros dominios ainda nao caracterizados podem ser o alvo de fosforilacdo por PKA
oligomérica, ndo sendo claro sua presenca na PtdIns4kK.

Outra proteina cinase recentemente descrita como modulada por Sph é a
PKB/Akt (Monick et al., 2004). Contudo, essa ativacdo parece nao ser direta, e sim
envolver a ativacdo prévia da PDK1 (King et al., 2000). O inibidor classico da
PKB/Akt, a wortmannina, age de fato na atividade da PtdIns3K, que forma o
fosfoinositideo responséavel pela ativacdo da PKB/Akt, o Ptdins(3,4,5,)P3. O Wtm,
porém, atua também como inibidor de uma classe de PtdIns4K, a tipo Il (Gehrmann
& Heilmeyer, 1998) embora tenha menor afinidade por essa ultima (ICso para
PtdIns3K entre 1-10 nM; ICsy para PtdIins4KIll entre 50-100 nM, Fruman et al., 1998).
Com 50 nM de Wtm (suficiente para inibicdo da via Ptdins3K/Akt), ndo foi possivel
reverter os efeitos estimulatorios da Sph sobre a Ptdins4K, ndo alterando também
sua atividade quando incubada sozinha (Figura 7.17). A presenca de uma Ptdins3K
em microdominios € sugerida por Peres et al. (2003), sendo mostrado ainda sua
ativacdo pelo acido lisofosfatidico (LPA). Monick et al. (2004) consideram que a
ativacdo da PKB/Akt por Sph pode envolver a ativagdo de uma cinase tipo |
dependente de Sph (SDK-1), descrita por Megidish et al. (2000), e a fosforilacéo de
outras proteinas que afetariam a atividade da PKB/Akt . Entretanto, a existéncia de

uma SDK é questionada por Ma et al. (2005) que mostra que essa atividade cinase é
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decorrente da ativacdo néo-classica da PKA. Dessa forma, ndo se sabe ao certo
qual o mecanismo de ativacdo da PKB/Akt por Sph, e se ha dependéncia de outros
elementos citossolicos ou associados a membrana, sendo que, em nossas
preparacoes isoladas de MBL de tubulos renais, a ativacdo de uma PKB/Akt por Sph
pode ser prejudicada pela falta de um desses elementos.

A hipdtese da participacdo de outras proteinas cinases conhecidamente
reguladas por Sph (por exemplo, ERK e caseina cinase) ndo € totalmente excluida,
embora essas proteinas ndo sejam necessariamente reconhecidas como residentes
de membrana. O efeito da Sph na atividade Ptdins4K pode ou ndo envolver outras
proteinas. Um possivel efeito detergente desse lipidio, que sabidamente se difunde
em meio aquoso (Smith et al., 2000; Futerman & Hannun, 2004), poderia estar
estimulando a Ptdins4K, a exemplo do que ocorre quando esta enzima €
solubilizada em meio contendo Triton X-100 ou outro detergente ndo-idnico (Ganong
& Lu, 1989). Contudo, a ativacdo da Ptdins4K por Dhs, uma base esfingdide que
nao se difunde no citossol, sendo mais hidrofébico que a Sph, torna essa hipétese
pouco provavel. A regulacdo da Ptdins4K por fosforilagdo ainda é um campo
relativamente pouco explorado, havendo poucas evidéncias de que a PtdIns4K é
regulada por fosforilacdo em residuos de tirosina em linfocitos, células Jurkat e baco,
estando envolvidas diversas vias de sinalizagdo, através do complexo TCR-CD3,
p56“, entre outros (Fernandis & Subrahmanyam, 1998; Fernandis &
Subrahmanyam, 2000). Ainda podemos considerar a hipotese de uma
autofosforilacdo da PtdIns4K, promovida por Sph. Sabe-se que as PtdIns3K da
classe | possuem atividade cinase intrinseca, indispensavel para atividade lipidio

cinase, ocorrendo essa autofosforilagdo em residuos de serina tanto nas
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subunidades cataliticas quanto nas regulatérias (Fruman et al.,, 1998). Nao ha

registros de que ocorra autofosforilacdo na Ptdins4K.



8. CONCLUSOES
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“Its important to bear in mind here

that you can never ‘prove’ a hypothesis -
you can only build up supporting evidence
so that you became progressively

more ‘comfortable’ with its validity”

Sun, 2004
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(1) A atividade da Ptdins4K de MBL de tubulos proximais renais pode ser atribuida a
uma enzima do tipo lla, que € a responsavel pela maior parte da sintese de
Ptdins(4)P em diversos tipos celulares. A presenca de outros tipos de Ptdins4K nas
diferentes membranas existentes em células epiteliais renais (apical e de organelas)
ainda deve ser investigada.

(2) Os microdominios ou rafts de membrana tem participacdo importante na
formacdo do Ptdins(4)P em MBL de epitélio renal, evidenciando o papel desses
microdominios na regulacdo do transporte transepitelial de solutos, dado a
compartimentalizacdo de ATPases e de moléculas regulatérias como o Ptdins(4)P
nas mesmas.

(3) Uma vez compartimentalizada em rafts, o balanco entre os niveis dos diferentes
espécies de esfingolipidios — em particular, esfingosina e esfingosina-1-fosfato -
possui potencial de regulacdo da atividade da PtdIns4K tipo Il residente nas MBL
renais. A participacdo de derivados fosforilados de esfingolipidios (S1P) na inibicao
da sintese de Ptdins(4)P merece ainda maiores investigacoes.

(4) A presenca de varios dominios passiveis de fosforilacdo por proteinas cinases
evidencia o potencial de regulacdo da atividade da Ptdins4K presente em células
epiteliais de tubulos renais, 0 que sugere que 0 seu produto, o Ptdins(4)P, atue
como uma importante molécula sinalizadora nesse tecido, regulando eventos como
transporte transepitelial crucial para a funcéo desse érgao.

(5) A presenca de esfingosina aumenta o estado de fosforilacdo de proteinas
residentes de MBL de tubulos renais, contudo a regulacédo da atividade da Ptdins4K
parece envolver proteinas cinases ainda néo descritas ou relacionadas a este tecido.
A existéncia de uma proteina cinase dependente de esfingosina é ainda controversa,

mas nao pode ser desconsiderada
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Abstract Plasma membrane Ca>*-ATPase is involved in the
fine-tuned regulation of intracellular Ca?*. In this study, the
presence of Ca*"-ATPase in caveolae from kidney basolateral
membranes was investigated. With the use of a discontinuous
sucrose gradient, we show that Ca’*'-ATPase is exclusively
located and fully active in caveolin-containing microdomains.
Treatment with methyl-B-cyclodextrin — a cholesterol chelator —
leads to a spreading of both caveolin and completely inactive
Ca*"-ATPase toward high-density fractions. These data support
the view that Ca** fluxes mediated by Ca?>*-ATPase in kidney
epithelial cells occur only in caveolae, being strictly dependent on
the integrity of these microdomains.

© 2004 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of
European Biochemical Societies.

Keywords: Caveolae; Ca>*-ATPase; Kidney;
Basolateral membranes; Ca?t homeostasis; Calmodulin

1. Introduction

The main parts of the regulatory system involved in cell
calcium homeostasis are the different sets of transport that are
present either in the membranes of internal stores as
sarco(endo)plasmic reticulum, which is driven through differ-
ent sarco(endo)plasmic reticulum Ca?*-ATPases [1], or in the
plasma membrane, where it is driven through the Na*—Ca>*
exchanger and the plasma membrane Ca’t-ATPase [2-7].
Since it was first reported by Yamada [8], rapid growth in
caveolae research has brought major advances in under-
standing its structure, as well as the development of methods
for purifying and characterizing its composition. These studies
were carried out in many different cell types, where these
plasma membrane microdomains were detected [9-11]. How-
ever, there are some reports that argue whether caveolae are
really involved in the functions attributed to them (for example
see [12]).

Quantitative analyses by immunofluorescence and immun-
ocitochemistry of endothelial cells, smooth muscle cells, car-

*Corresponding author. Fax: +55-21-2280-8193.
E-mail address: avieyra@biof.ufrj.br (A. Vieyra).

Abbreviations: BLM, basolateral membranes; MBCD, methyl-B-cyclo-
dextrin; Polidocanol, polyoxyethylene 9 lauryl ether

diac muscle cells, epidermal keratinocytes, mesothelial cells
and capillary endothelial cells have shown that Ca?*-ATPase
was found to be concentrated 18-25-fold in the caveolar
membrane compared with the non-caveolar portion of the
plasma membrane [13,14]. However, there are no biochemical
data reporting the activity of Ca>"-ATPase in its caveolar lo-
calization. The caveolar localization of the Ca* pump appears
to be crucial for kidney function, even though the first studies
on caveolae have demonstrated that these microdomains are
not abundant in kidney tubules [13]. It was shown that the
knock out of the caveolin-1 gene promotes the progressive
steps required for urinary calcium lithiasis [15]. Moreover, it
was observed that the dysfunction of caveolin- and cholesterol-
rich microdomains is directly correlated and potentially in-
volved in the induction and maintenance phases of ischaemic
and toxic forms of experimental renal failure [16], emphasizing
the great importance of these specialized plasma membrane
microdomains in renal physiology and pathology. These ob-
servations led us to investigate whether the Ca?*t-ATPase
resident in the basolateral membranes (BLM) of proximal
tubule cells is active in its caveolar localization and also to
compare the Ca’*-ATPase activity from caveolar and non-
caveolar fractions in the above kidney segment. In this tubule
segment more than 70% of the glomerular filtrate is recovered
for the body liquid compartments, and reabsorption of fluid
appears to be highly sensitive to the cytosolic Ca>* fluctuations
[17] which are controlled in part by the BLM Ca?* pump [18].

2. Materials and methods

2.1. Materials

All the reagents used for isolation of the membranes, sucrose gra-
dient, Ca>*-ATPase activity and protein determination as well as bo-
vine brain calmodulin, were from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). The reagents used for SDS-PAGE and Western blotting
(ECL™ and Hyperfilm™) were from Amersham (Buckinghamshire,
UK). The monocolonal antibody anti-PMCA (5F10) and the poly-
clonal antibody anti-caveolin-1 (anti-cav-1) were from Affinity BioR-
eagents (Golden, CO) and Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz,
CA), respectively.

2.2. Isolation of BLM

BLMs from pig kidney proximal tubule cells were isolated and pu-
rified using the Percoll gradient method [19] and stored in 250 mM
sucrose under liquid N, at a final protein concentration of 30-35 mg/
ml. Under these conditions, Ca?*-ATPase activity is preserved for at

0014-5793/$22.00 © 2004 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of European Biochemical Societies.
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Fig. 1. Association between caveolin and full active Ca’*-ATPase activity in plasma membranes from kidney tubule cells. Representative Western
blot of caveolin (25 kDa) polyclonal antibody anti-cav-1 (1:1000) in membrane fractions separated in a polidocanol-containing discontinuous sucrose
gradient after centrifugation for 16 h [repeated five times with different preparations] (A). Representative Western blot of Ca*"-ATPase using
monoclonal antibody anti-PMCA, 5F10 clone (1:1000), in the same gradient (B). Ca?*-ATPase activity in the fractions indicated on the abscissa (C).
The Ca’*-ATPase activity control value from different BLM preparations, incubated at 4 °C without centrifugation for 16 h, was 10+2

nmol P; x mg~! x min~! (n = 5).

least 3 months. This preparation contains 30-40% of unsealed mem-
brane fragments [19]. Protein determination was carried out by the
Folin-phenol method [20], using bovine albumin as standard. The
specific activity of the BLM marker (Na®-K")ATPase was ~15-fold
enriched when compared to the initial kidney cortex-corticis homog-
enate. Different preparations selected at random showed that residual
contamination with subcellular membrane markers was minimal [21].

2.3. Caveolae fractionation

BLM-enriched fractions obtained as described above were treated
with polidocanol (1%, v/v). This material was sonicated three times
(10 s each) and then fractionated in a discontinuous sucrose gradient
(5-45%), as previously described [22]. The 12 top to bottom fractions
obtained (1 ml each) were used for Western blotting assays and de-
termination of Ca>"-ATPase activity.

2.4. Ca’"-ATPase activity determination

Ca**-ATPase activity was measured using the colorimetric method
described by Taussky and Shorr [23]. The native BLM fraction or the
different sucrose gradient fractions were incubated in the following
reaction medium (1 ml): 50 mM bis-Tris propane-HCI (pH 7.4), 10
mM NaNj, | mM ouabain, 120 mM KCl, 5§ mM MgCl,, 0.2 mM
EGTA and 0.27 mM CaCl, (20 pM free Ca>*). The reaction was
started by adding 5 mM ATP to the reaction medium. After 20 min at
37 °C the reaction was stopped with two volumes of a cold activated
charcoal suspension in 0.1 N HCIL. An aliquot of the supernatant ob-
tained after centrifugation (600 x g, 40 min) was used for the colori-
metric assay. Spontaneous P; release was measured in tubes run in
parallel in which the membranes were added after the charcoal. The
Ca’>"-ATPase activity was measured by the difference of the ATP
hydrolysis in the presence and absence (0.2 mM EGTA) of CaCl,. Free
Ca?* concentration was calculated using a computer program that
took into account the different species involved in the equilibrium
between EGTA, Ca>", ATP, Mg?*, H* and K*, and the influence of
ionic strength on the association constant for the Ca~EGTA complex
[24,25].

2.5. Preparation of calmodulin-depleted membranes

Calmodulin-depleted BLM were obtained after incubation of the
membranes in mild alkaline (pH 7.8) hypotonic (10 mM Tris-HCI, 2
mM EDTA) buffer according to Niggli et al. [26] with slight modifi-
cations [27].

2.6. Preparation of cholesterol-cyclodextrin inclusion complex

The inclusion complex of cholesterol and MBCD was prepared ac-
cording to Klein et al. [28] with slight modifications. Briefly a solution
of MBCD in water (0.2 M) was supplied with cholesterol under con-
tinuous stirring at room temperature. When the dextrin was fully
loaded with cholesterol (cholesterol-MBCD molar ratio 1.8:1), an al-
iquot of the clear solution containing the complex was added to the
Ca®"-ATPase assay to give a final concentration of 75 mg/ml.

2.7. Electrophoresis and Western blotting

After sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(15% acrylamide) of the BLM [29], proteins were transferred to a ni-
trocellulose membrane and incubated with the desired antibodies (see
legend to the figures for the dilutions). After four washes in TBS-T (5
min each), the membranes were incubated for 1 h at room temperature
with an anti-rabbit peroxidase conjugate antibody (dilution 1:5000 in
TBS-T solution). The membranes were washed again as described
above, and the bands were visualized using the ECL system Kkit.

3. Results and discussion

3.1. Localization of the Ca’* pump from BLM in caveolin-rich
fractions

With the use of a policlonal antibody against caveolin-1,
we detected a clear signal of abundant caveolin — and
therefore caveolae — in BLM derived from kidney proximal
tubule cells. Fig. 1A shows that caveolin is only found in the
low density, cholesterol-rich fractions of the sucrose gradient
(fractions 3-6) [9,30]. These fractions are the same as those in
which Ca>"-ATPase was detected by the monoclonal anti-
body anti-plasma membrane Ca’>"-ATPase (5f10), as shown
in Fig. 1B (fractions 3-6). In addition, the Ca®*-ATPase
activity is found exclusively in the same fractions in which
caveolin-1 and plasma membrane Ca>"-ATPase are detected
by the corresponding antibodies (Fig. 1C). These data clearly
show that Ca?*-ATPase is compartmentalized and functional
only in caveolae.
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3.2. Caveolae disruption inactivates plasma membrane
Ca**-ATPase

To clarify whether Ca>"-ATPase really depends on the
integrity of caveolae to work, we carried out experiments
where the BLMs were pre-incubated, prior to fractionation in
the sucrose gradient, with MBCD, a well-known caveolae
disrupter due to its action in sequestering cholesterol. Many
studies have shown that cholesterol is a molecule critically
involved in caveolae stability and function [11,31,32] since
this membrane microdomain is highly sensitive to cholesterol
depletion [22,31]. Fig. 2A clearly shows that pre-treatment of
the BLM with MBCD promotes disruption of caveolae as
judged by the spread of caveolin detection along the entire
gradient, with a marked increase in the high-density regions
(fractions 10-12). It has been shown that after cholesterol
depletion by MBCD, the caveolin-containing complexes lose
their low-density property [31,33]. Therefore, it is expected
that, in the presence of MBCD, complexes of caveolin with
cytoskeleton proteins should also be present in the high-
density regions of the gradient [33] as shown in Fig. 2A.
Plasma membrane Ca?*-ATPase was also distributed along
the entire gradient as revealed by its broader detection in the
Western blotting (Fig. 2B). When these fractions were as-
sayed for Ca?t-ATPase activity, we were not able to detect
any functional pool of Ca?>*-ATPase (main panel in Fig. 2C),
thus suggesting that the caveolae microenvironment is strictly
necessary for Ca?t-ATPase function in the BLMs of kidney
cells. Cholesterol depletion by MBCD also critically impairs
Ca’*-ATPase activity when native membrane preparations
are used, instead of the solubilized preparation employed in
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the gradient shown in the main panel of Fig. 2C. The inset to
Fig. 2C shows the concentration-dependent inhibition by
MPBCD of the Ca>"-ATPase activity of intact BLM. It is of
interest to mention that the (Na®+K™")ATPase of these
membranes is also abolished by 50 mM MPBCD (data not
shown).
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When an inclusion complex of cholesterol with MBCD
[28,34] instead of free MPBCD was used, there is no inhibition
of Ca?t-ATPase activity. This indicates that cholesterol ex-
traction from the membranes — and not other non-specific
effects — leads to loss of Ca?t-ATPase activity, as is also the
case for membrane receptors [28] and molecular signaling
turnover [34]. However, when cholesterol was first removed by
MPBCD and caveolae were disrupted (Fig. 2A), incubation with
the inclusion complex — which is believed to be a cholesterol
donor [22,35] — is not enough to restore Ca>*-ATPase activity.
Thus, we propose that cholesterol has two effects on renal
Ca**-ATPase. One would be to preserve the caveolar integrity
needed for the stabilization and full activity of the pump. The
second effect of cholesterol would be to contribute to the or-
ganization of an appropriate lipidic environment around the
renal Ca?*-ATPase molecules as it is the case for the
(Na™ + KT)ATPase. Cholesterol stimulates the activity of
the Na™ pump in reconstituted systems [36,37] and this effect is
not solely due to an increase in the hydrophobic thickness.
Rather, specific interactions between (Na™+K™T)ATPase
molecules leading to oligomerization and activation of the
pump could be favored by cholesterol [37]. This could be also
true for PMCA, which is also activated by oligomerization
[38]. It should be mentioned that the basal Mg?*-stimulated,
Ca’*-independent ATPase activity (2 mM EGTA) remains
unchanged after MBCD treatment, indicating that disruption
of caveolae by cholesterol removal specifically affects the Ca?*

pump.

3.3. Calmodulin depletion increases sensitivity to caveolar
disruption

Ca’*-ATPase is the only ion pump stimulated directly by
calmodulin [2-7,26]. Thus, the next experiment addressed the
question of whether calmodulin modifies inhibition of the
pump by MBCD. Fig. 3 shows that inhibition is more pro-
nounced when the membranes are depleted from their en-
dogenous calmodulin by alkaline hypotonic treatment. This is
an evidence that long-range intramolecular modifications of
the domains embedded in the membrane moiety — which are
induced by calmodulin binding at its cytosolic sites [6] —

decrease the sensitivity of the pump toward cholesterol re-
moval and caveolar disarrangements.

3.4. Conclusions

As pointed out above, Ca>"-ATPase is the molecular ma-
chine involved in the fine-tuned regulation of cytosolic Ca**
activity. Its caveolar localization could facilitate its interaction
with modulators [39-41] and, especially, its cross-talk with the
main channel structure associated with Ca?* entry, the IP3
receptor-like protein (IP;RLP) [42,43]. Fig. 4 illustrates our
proposal of a cross-talk between neighboring IP;RLP and
Ca”*-ATPase, playing respective key roles in the induction and
termination of Ca’* signals in the cells. The high affinity of
caveolin for cholesterol [44] would be responsible for caveolar
oligomerization and stabilization, as well as for the proper
packaging of Ca>*-ATPase and IP;RLP in the caveolar envi-
ronment. Thus, the data presented here are in line with the
view that alterations in cholesterol localization and caveolin
expression in specific membrane microdomains, impair Ca>*
pumping activity and disrupt intracellular Ca>* homeostasis
and signaling. The Ca”*-elicited events turned on by caveolar
dysfunction might sustain activation of a myriad of cellular
cascades and trigger several uncontrolled pathological pro-
cesses [11,15,16,45].
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Abbreviations BLM, kidney basolateral membranes; BLM-DGK, dilgycerol kinase
from kidney basolateral membranes; BLM-PI4K, phadlylinositol-4 kinase from
kidney basolateral membrane; DAG, diacylglycerdBK) diacylglycerol kinase;
EGTA, ethylene glycol bif-amino-ethyl ethelN,N,N',N'tetracetic acid; Hepebl-2-
hydroxyethylpiperazind\'-2-ethanesulfonic acid; HPLC, high performance liqui
chromatography; LPA, lysophosphatidic acid; Nadbdium azide; PA, phosphatidic
acid; F°P]P;, radioactive orthophosphate; PMSF, phenylmethfdsyl fluoride; PI-
4K, phosphatidylinositol-4 kinas@tdIns(4)P, phosphatidylinositol-4-phosphate;
PtdIns(4¥°P, radioactive phosphatidylinositol-4-phosphateCTthin-layer
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Abstract

Phosphatidylinositol-4 kinase (PI-4K) is involvedthe generation of
phosphatidylinositol-4 phosphate (Ptdins(4)P), eepbsignaling lipid. In this study
we show that there is a sphingosine-modulated P&gid¢ciated with basolateral
membranes (BLM) of kidney proximal tubules. Usimgaanti-a subunit Pl-4K
polyclonal antibody, two bands of 57 and 68 kDaendgtected. Maximal activity
was obtained at 3°C with a single activation profile and at a pH raragound 7.0.
The ATP dependence shows that the MgAT®mplex is the true substrate, free
Mg®" is an essential cofactor, and higher concentratidriree ATP are inhibitory.
Endogenous phosphatidylinositol (P1) was enougthétdi-maximal activity,
revealing that slight modifications of Pl levelstire neighboring membrane
environment promote significant variations in Pl-d&tivity. Formation of
Ptdins(4)P and phosphatidic acid has a 1:1 staiegicy, which is modified in
opposite directions after addition of sphingosirk4K is stimulated ten times
whereas diacylglycerol kinase is inhibited by mibv@n 50%. We propose that a
tightly coupled regulatory network involving glycerand sphingolipids participates

in the regulation of key physiological processesenal BLM.

Keywords:Phosphatidylinositol-4 kinase; Diacylglycerol kiga Sphingosine kinase;
Basolateral plasma membranes; Kidney transport



1. Introduction

Membrane phospholipids play multiple roles in cesestablishing a hydrophobic
barrier, by providing a matrix for many catalytimpesses, and by influencing the
functional properties of membrane-associated e\jéht#t is also well documented that
lipids in membranes are directly or indirectly inggked in signal transduction in response
to various extracellular stimuli. Phosphatidylirtos{PtdIns) and other inositol-
containing lipids represent a small fraction of gi@spholipids present in all cellular
membranes, which are important in the regulatiomaoious cell functions including cell
signaling, membrane trafficking, cell proliferatiand cytoskeletal organization [2, 3]. A
first step in the synthesis of the different phaspbsitides is the phosphorylation of
Ptdins at the D4 position of the inositol ring, gucing phosphatidylinositol-4 phosphate
(PtdIns(4)P), which is the substrate for anothergphoinositide kinase that catalyzes the
phosphorylation of Ptdins(4)P in the D5 positioalging phosphatidylinositol-4,5
bisphosphate (Ptdins(4,%)PAn increase in receptor-stimulated phosphoiiaesit
turnover has been the focus of attention for mioam ffive decades, since the observation
of a striking increase iffP-labeling in Ptdins and phosphatidic acid aftérstenulation

[4]. The synthesis, degradation, and subsequeyntiessis of the phosphoinositides form
a crucial cellular metabolic cycle known as theggtwinositide cycle [5, 6]. A major
breakthrough on phosphoinositide metabolism, waslibcovery of two second
messengers, inositol 1,4,5-trisphosphate) @Ad diacylglycerol (DAG), which are
produced from PtdIns(4,5)Rydrolysis by phospholipase C (PLC). This ubiqu&aell
signaling pathway is known to regulate intraceli@a " transients through receptor-
stimulated events as the hydrophilic headgroupribbilizes C&" from internal stores,
whereas the hydrophobic backbone DAG, activatetepréinase C (PKC) [6-8] leading

to different cell responses.

In the last decade, it has become increasingbyr ¢teat phosphoinositides are
more than just second messenger precursors. ForpéxaPtdIns(4)P has been implicated
as an important physiological direct activator af CATPases and therefore, of the active
cd”* fluxes [9-11]. In addition, Ptdins(4)P and otheidé phospholipids are also

regulators of ion channels [12]. For this speatalson, the enzymes that phosphorylate



Ptdins on the 4-position of the inositol ring, edllPtdins-4 kinases (PI-4K) have become
increasingly interesting [13]. They have been df@gkinto two major groups based on
their catalytic properties [14]. The type Il enzygrage tightly membrane-bound proteins
that have been purified from different sourcesdjigd a protein of 54-55 kDa, with high
affinity for ATP (K, in the 10-50 pM range) and hence high sensittaityhibition by
adenosinek; in the 10-70 uM range) [14]. Their activity is gtlg stimulated by
detergents, and requires Mgor Mn**) but is inhibited by micromolar concentrations of
cd" (for review see [14-16]. On the other hand, typ@I-4K are larger proteins with
low affinity for ATP (K, in the 400—-800 uM range), low sensitivity to adgne

above mM) and with only loose attachment (for thestpart) to the membranes [3, 14].
The type | PtdIns kinase is in the PI-3K family {19].

The basolateral membranes (BLM) from kidney proxitahules constitute an
interesting model for the study of phosphoinositigmover and its physiological roles, as
judged by the presence of different surface reecsep@-proteins, protein kinases,
phospholipases and important ion transporters, asda’-ATPase, (N&+K")ATPase
and Nd-ATPase [20-22]. Previous results from our labawateave demonstrated the
formation of PtdIns(4)P in phosphorylation assagiag the purified BLM from pig
kidney [11, 23, 24], thus including this signaliiygd in the regulatory network that is

associated with this membrane.

The aim of this work is to identify the interplagtiveen PI-4K, DGK and SPK in
the purified BLM fraction, since these enzymes hawvemportant role in transepithelial
fluxes by locally controlling the levels of lipidediators such as Ptdins(4)P, DAG and
S1P, respectively, with further modulation of the pumps and transporters located in
the BLM [20-22].

2. Materials and methods
2.1. Materials

Buffers, bovine serum albumin and protease inhibiteere obtained from Sigma
Chemical Co. (Saint Louis, MO). Percoll was fromaRhacia (Uppsala, Sweden). Thin



layer chromatography (TLC) plates and all the reégased in the chromatographic
procedures were from Merck (Darmstaadt, Germanith& solutions and films used in
autoradiograms were from Kodak (Resende, Braziftillzd water deionized with the
Milli-Q system of resins (Millipore Corp., Marlbough, MA) was used to prepare all
solutions. }?P]P; was obtained from IPEN (S&o Paulo, Brazi)*4]JATP was prepared
as described in [25]. The antibody anti-Pl-dkKubunit was purchased from Santa Cruz
Research Antibodies (Santa Cruz, CA). All the re¢égesed for SDS-PAGE and the
nitrocellulose membranes, ECL kit and hyperfiimdiéa the immunoblotting assay were
from Amersham Bioscience (Buckinghamshire, UK). dther reagents were the highest

purity available.

Pig kidneys were obtained from a slaughterhouseuti@ supervision of licensed
veterinarians. Kidneys were rapidly removed atterdnimals had been killed, and
transported in a chilled solution containing 250 reltrose, 10 mM Hepes-Tris (pH 7.6),
2 mM EDTA, 1 mM PMSF, and 0.15 mg/ml of soybearpsin inhibitor. The external
portion of the cortex was carefully removed and edrately used for membrane

preparation.

2.2. Isolation of basolateral membranes

Purified basolateral membranes derived from kidmeyximal tubules were
prepared using the Percoll gradient method [26htfds for contamination with other
membranes were carried out as previously descffad®7]. The specific activity of the
basolateral membrane marker {(NK")ATPase (159.2 1.6 nmolx mg ™ x min™*) was
enriched six-fold when compared to that measuretddrstarting kidney cortex
homogenate. The membranes were stored in 250 miMsaim liquid N, which

preserved marker activity for at least 5 months.

2.3. Phosphorylation assay

We used the procedure previously described [1122Bwith slight modifications.
Except when otherwise noted, the standard assaypimédd ml) contained 30 mM MES-
Tris (pH 7.0), 1 mM{-*P]ATP (specific activity 10cpm/nmol), 1.1 mM MgGlor 1



mM EDTA for Mg**-free conditions, 10 mM Na@\0.5 mM ouabain, and 0.5 mM EGTA.
The reaction was started by the additionyg?P]ATP to the membranes (0.1 mg
protein/ml) and the incubation time was 10 min af@. Except when noted, the different
substances to be tested under each experimentitioonvere added immediately before
addition of [->*P]ATP.

2.4. Lipid analysis

Total lipids were extracted, after incubation af thembranes, by adding 5 ml of
chloroform/methanol/HCI (2:1:0.075, v/v) as desedbn [28]. The resulting organic
phase was dried undep,Neconstituted in 90 pl of chloroform/methanokH(7.5:2.5:0.2
v/v), and spotted onto heated-activated silicaé@eT LC plates. The plates were
developed in chloroform/acetone/methanol/acetid/a@ter (120:45:39:36:24, v/v), and
the lipids phosphorylated by-f?P]JATP were detected in the autoradiograms of th€ TL
plates as described elsewhere [11, 23, 24]. Bidsoe@al chromatography was performed
as described in [29].

2.5. Identification of Ptdins(4)P by HPLC analysis

High performance liquid chromatography (HPLC) asayvas performed using
an SCL-10AVP System (Shimadzu Corp., Tokyo, Japanhected to a 2(}loop
(model LC-10AT). Radiolabeled PtdIins{#) detected on the TLC plates was recovered
by scraping its corresponding spots and re-extidcten the silica as described above;
then it was deacylated and analyzed by HPLC accgridi [30]. The retention time was
compared with those of deacylatéH]JPtdIins(4)P and PtdIins®pP standards {H]Gro-
PtdIns(3)P and®H]Gro-PtdIns(4)P respectively), which were prepaasgreviously
described [31]. A Partisphere Sax column (Whatnman, ICliffton, NJ) was used and the
mobile phase was a 1 M (NHHPO, solution (pH adjusted to 3.8 with phosphoric acid)

[30]. Samples were collected at 30 s intervals@nahted in a liquid scintillation counter.



2.6. Measurement of phosphatidylinositol-4 kinastévay

The Ptdins(4¥P spots detected by autoradiography were scrapettfre TLC
plate, put in a vial and counted in a liquid sdiation counter. The activity was expressed

as pmol PtdIns(4)R mg™ x min™.

2.7. Determination of free ATP and the MgAT€mplex concentrations

Free ATP and MgATP at different ATP and MgGlconcentrations were
calculated using a computer program that took &etmunt the different species involved
in the equilibria between EGTA, contaminant8@0 pM), ATP, M§* and H, and the
influence of ionic strength on the association tams for ATP and Mg [32].

2.8. Protein determination assay

A 10 pl aliquot (in triplicate) was used for theot®in determination assay, which was
performed using the Folin phenol method describetdwry et al. [33] with the addition

of 5% SDS in the samples, and bovine serum albasstandard.

2.9. SDS-PAGE and immunoblotting

The BLM fractions were solubilized in a small volerof sample buffer to a final
concentration of 2 pg/pl. The maximal volume/slaisvib0 pl. The total BLM proteins
were separated and identified in 12.5% sodium dgdektate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), using a Mini PROTE&NSystem (Bio-Rad Laboratories,
Hércules, CA) at 60 mA/gel. The proteins were tfamed at 350 mA to a Hybond
nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience, Upp&aveden) using the same Bio-
Rad system described above for approximately 90 ftia nitrocellulose membrane
containing the immobilized proteins was first bledkwith non-fat dry milk (5%) plus
BSA (1%) in Tris buffered saline containing Twe@001%) (TBS-T), for 90 min. After
the blockage, the membrane was washed twice in TBB8der constant stirring for 3
min. Next, the membrane was incubated with thegohal antibody anti-PI-4Ki-

subunit (1:300) under constant stirring for 2 Incaim temperature. The membrane was



washed again (five times, 3 min each) with TBS-fie Becondary antibody used was an
anti-mouse HPR (1:2000) which was incubated witghrttembrane for 90 min at room
temperature under constant stirring with a seqakwish (five times, 3 min each) with
TBS-T. The PI-4K was detected using the chemilusteace ECLI system and
Hyperfilm. The molecular weight was determined Byng pre-stained molecular weight
standards.

2.10. Statistical analysis

The results were expressed as mea8g& of at least three separate determinations

done in triplicate, with different membrane prepiarzs.

3. Resaults
3.1. PtdIns(4)P is formed in the isolated BLM frant

Fig. 1 shows the formation of PtdIns{#), after pre-incubation of this membrane
fraction in the presence of-f°PJATP, followed by lipid extraction and separation
TLC as described in Section 2. Although the preseridifferent phospholipids is clearly
identified by the iodine vapors (data not showm)ydwo phospholipids are significantly
labeled with the use of a specific activity of Bpm/nmol {->**P]JATP", as revealed by the
autoradiogram of the respective TLC plate (Fig.:12Ins(4¥*P and*P-phosphatidic
acid (PA) (see also [24]). To confirm the identifythe phosphorylated lipid, we
compared its mobility in unidimensional and bidirsemal TLC with the commercial
standards. The HPLC analysis of the radiolabeldthBt4Y?P demonstrates that it was
really the reference lipid (Fig. 1B). These resalearly show that there is a PI-4K
associated with the BLM, which was further confidv®y immunoblotting using a
polyclonal antibody anti-Pl-4k&-subunit. Fig. 1C shows that the antibody recognta®
bands at 57 and 62 kDa, which are also preseheipasitive control used, rat
cerebellum.

! ptdins(4,5)Ris detected at highest specific activity {16pm/nmol) [34]
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3.2. Requirements for the PI-4K activity

A time-course study for the formation of Ptdins(#&s also performed. Fig. 2A
shows that the PI-4K activity is linear in the il min, reaching a plateau after 30 min
of reaction time. We have also studied the pratemcentration dependence for the
formation of PtdIns(4)P, and as can be seen inZBgincreasing the protein
concentration in the reaction medium, promotesrdiigoous rise in PI-4K activity.
Boiled membrane fractions were not able to prodetcéns(4)P, showing that the
formation of the lipid is an enzyme-mediated prac@$e temperature dependence is
shown in Fig. 3. The PI-4K activity from BLM gradlyeincreases from 17C, reaching
its maximal value at 37C (main panel). The inset to Fig. 3 shows thahglsiArrhenius
function adjusts to the experimental points intdraperature interval 17-3€, with an
energy of activation value of 58.6 kImol™". The pH effect for the PI-4K activity was

also investigated, and it can be seen in Fig. dtktieaoptimal pH was 6.9-7.1.

3.3. Substrate dependence for the BLM-PI-4K agtivit

PI-4K is an enzyme with two substrates (the phosgpatable Ptdins and the
phosphorylating ATP) and a cofactor (Mgsee Fig. 1A). Fig. 5 shows that BLM
endogenous PtdIns is enough for half-activatiothefenzyme and Fig. 6 shows that the
true phosphorylating substrate is the MgATddmplex, since (i) the PI-4K activity
increases (main panel in Fig. 6A) in parallel vitie concentration of MgATP (compare
with the dashed line in the inset), (ii) the caatan of PI-4K activity vs PI-4K
activity/[substrate] gives a straight line when MgATP*~ complex is used (Fig. 6B)
(half-maximal activation in the energy—donor susiigticurve was found at 24M
MgATP?). Moreover, Table 1 clearly shows that free ATRrisinhibitor of the enzyme,
probably by competition with the MgATRcomplex. When the kinetics of PI-4K
activation is examined as a function of total Mg@lsigmoidal profile is obtained (Fig.
6A). The cooperativity of the total magnesium cufive 2) suggests that two sites for the

cation are present in PI-4K (this point is consédioelow).
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In a recent study of mutual interactions in theahetic pathways of glycero- and
sphingolipids in BLM, attenuation of PA labeling svalso observed in phosphorylation
assays after addition of sphingosine (Sph) [23JuF@ 7 shows the influence of Sph on
the DGK and PI-4K in assays carried out in parallbis quantitative trend shows that
addition of 10QuM Sph simultaneously decreases DGK activity=bp% while
stimulates PI-4K by about one order of magnituded&s these conditions, a strong
phosphorylation of Sph to S1P occurs [23]. Figush@ws that activation of PI-4K by
Sph is the same, whether or not enzyme activityaasured with exogenous substrate.

4. Discussion

Signaling roles for phosphoinositides that invdlveir exquisitely regulated
synthesis and hydrolysis to generate exchangeabtsd messengers have been well
characterized [2, 3, 13]. In addition, recent whas revealed additional roles for
phosphoinositides that do not involve their hydsidy{13, 14]. Common themes of
localized signal generation and the spatially lizeal recruitment of effector proteins
appear to underlie the mechanisms employed in lsigaresduction events and their
impact on cytoskeletal rearrangements, membraffeckiag and transport across the cell

membrane [35].

Phosphatidylinositol kinase activity has been regzbto be present in a great
variety of cellular membranes, and multiple isozgro€PI-4K are present within the cell,
suggesting that the product of this reaction maxehmaore than one biological function
and different mechanisms for their regulation [Bje presence of a PI-4K associated with
the BLM has already been reported in previous v our laboratory; we detected the
formation of PtdIns(4)P in purified BLM fractionfter the addition of labeled ATP [11,
23, 24]. Additional information is now added to #nadence of a PI-4K in the BLM from
kidney proximal tubules. The immunodetection of twamds of 57 and 62 kDa in the
BLM is related to the already identified type IFHPK, which is known to be associated
with plasma membranes and was purified from diffesmurces with similar molecular
weight [14-16]. Thémugate found in Fig. 6B (24 uM) is also compatible wittat
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described for isoform 1l of PI-4K [3, 14]. The etdace of two Mg sites revealed by the
cooperativity of the MgGlcurve f = 1.85; Fig. 6A), the observation that the MgATP
complex is the true energy-donor substratekang= 4.7 mM, i.e., in the extracellular
concentration range, are compatible with a modethich BLM PI-4K has a cytosolic
active site (for the complex MgATP and a regulatory site for free Kcfacing the
interstitial space. In the same membrane, actinatiofree MG was observed for DGK

[24], the enzyme which appears to be tightly codptethe PI4-K characterized here.

Although the presence and importance of phosphitides for cell signaling
events in kidney have been studied for a numbgeafs [36, 37], to the best of our
knowledge there is no substrate characterizatiadheoPI-4K associated with BLM of the
proximal tubule cells [23] and, especially, itosiy activation by Sph has not been
previously demonstrated. The physiological releeafioc localization of PI1-4K in BLM
can be directly associated with ion transport acthe renal epithelium, as judged by the
modulatory effect of Ptdins(4)P on different plasm@mbrane ion transporters and
channels [9, 11, 12]. The generation of PtdIns(d)fhe BLM of proximal tubule cells
can also be important for other cell processes @8jvell as being converted to
Ptdins(4,5)R[39] or PtdIns(3,4)R which are involved in a myriad of cellular events
including ion transport [13, 40]. Different poirdgéconvergence among these different
signaling cascades are therefore interacting angbleey important physiological roles in
the BLM [23, 41-44]. The first product of PI-4K defed here can be considered the first
messenger of this interacting network that modsl#te most relevant function of these

cells: the reabsorption of large amounts of fluid.

Ptdins(4)P and PA are the only products simultasgqehosphorylated in
picomolar stoichiometric amounts and at the saneeatpH 7.0, 37C, 1 mM ATP and
1.1 mM MgC} (Fig. 7, white bars), suggesting that PI-4K (ihéper) and DGK [24] are
tightly coupled in BLM. This could also be importan the regulation of transport events,
since the substrate for DGK, the DAG molecule nisetivator of PKC, which in turn is a
potent inhibitor of C& transport [20, 45] and an activator of Neansport [34, 46]. The
different thermal behavior of PI-4K and DGK (Fig.cdmpare with Fig. 3 in [24] and,

especially, the contrasting response to Sph initdond in which the phosphorylated
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form of this sphingolipid prevails (Fig. 7, filldgars; and [23], indicate that alterations in
the neighboring lipid microenvironment of the twigagrolipid kinases could be
important in the balance of PtdIns(4)P/PA withie tenal membranes. The additive
effects of Ptdins and Sph on PI-4K activity (Fign&y indicate that the efficient
modulation triggered via sphingolipids can occulependently of the local Ptdins
fluctuations.

The opposite effects of Sph on DGK and Pl4-K deséuvther mention due to
their potential physiological relevance. It canhypothesized that under conditions in
which ceramidase activity and Sph release are Etediabove the normal [47, 48] with
preservation of high DAG levels as in the case w$ain circulating angiotensin Il and
concomitant activation of PLC [45], the huge stiatidn of Ptdins(4)P formation by Sph
(Fig. 7), could compensate for uncontrolled incesiasintracellular CH in kidney cells.
Plasma membrane &aATPase driven Ca efflux, which is considered the mechanism
for the fine-tuned regulation of cytosolic €449, 50], is strongly stimulated by
Ptdins(4)P [9, 11], whereas it is attenuated lygeiing a DAG-stimulated PKC-
mediated response to increasing angiotensin I13g4&]. Therefore, a metabolic loop
involving Sph (and S1P) could play an essentialiatefyrative role between PI4-K and
DGK in kidney membranes.

Since the present work was carried out in the atesefany agonist, it can be
postulated that different hormones and/or autacaldis to activate PKC, such as
adenosine and angiotensin Il [20, 45], are phygickl cognates in the modulation of PI-

4K and DGK, and in their associated regulatory oek& in kidney cells.
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LEGENDSTO FIGURES

Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Evidence for the presence of a PI-4K in Bftbn kidney proximal tubules (A)
Autoradiogram of a TLC plate showing that only R&{4}’P and®*PA are

formed after the phosphorylation assay carriedasudescribed in Section 2 (taken
from [24]. (B) Immunoblotting detection of the Pk4x-subunit. (C) HPLC

profile of the eluted Gro-PtdIns@p (solid line) and the’H]Gro-PtdIns(3)P and
[*H]Gro-PtdIns(4)P standards (dashed line), as destiin Methods.

Formation of Ptdins(4)P increases with teme membrane protein concentration.
(A) The BLM preparation was incubated in the meduamscribed in Section 2. At
the times indicated on the abscissa, aliquots veem®ved to measure the amount
of PtdIns(4°P formed after lipid extraction and separation b TThe zero time
sample was obtained by adding the reaction mediutimet membranes previously
solubilized with the extraction solvents. Data peishow the meah SEM of at
least five different experiments carried out iplidate. (B) Experiments as in (A)
were carried out with the membrane protein conediotis shown on the abscissa.
The arrow and the square show that PtdIfi&p4fprmation was barely detectable

in previously boiled membranes.

Temperature dependence of the PI-4K agtiiain panel: PI-4K activity was
measured at the temperatures indicated on thessbsdénset: Arrhenius plot of the
activation in the temperature range 17237 The activation energy (58.6 kJ mol

') was calculated from the slope of the regressimn t*= 0.96).



Fig. 4.

Fig. 5.

Fig. 6.

Fig. 7.
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pH-dependence of PI-4K activity. FormatafriPtdins(4)P was assayed in the
reaction medium described in Section 2 exceptpghlatalues were those shown
on the abscissa. The data points are the me3aM of five different experiments

carried out in triplicate.

Comparison of PI-4K activities with and mout exogenous Ptdins. PI-4K activity
was assayed in the absence or presence (50 anmivjGff PtdIins as shown. Data

are the meatSEM of four different experiments carried out iiplicate.

Dependence on Mgind ATP concentrationA) PI-4K activity was measured
at the total MgGl concentrations shown on the abscissa in the presgfATP 1
mM and the other standard conditions describeceoii& 2. The smooth curve
was adjusted to the experimental points by noralimegression using the
equation PI-4K activity ¥max* [MgCl2]"/ {(Kos mg"+ [MgCl2]". Kosmg= 4.7
mM is the concentration of Mggthat gives half-maximal velocitWf,ax= 67.5
pmol x mg™* x min™) andn is a cooperativity index (1.85). Inset: variatiorthe
concentrations of the MgATPcomplex and of free ATP with increasing MgCl
concentrations. (B) Abscissa: PI-4K activity/[MgATP ordinate: PI-4K activity.
The straight line was adjusted to the data by legsares using the equation PIl-4K
= Vimax— b X [MgATP]. Values 0Vmax= 65.9 pmol mg" x min* andKp, mgate=
24 uM were calculated from tlye andx-intercepts, respectively. The
concentrations of MgAT® complex (1 mM total ATP, varying Mggl

concentrations) were calculated as described itidpe2.

Comparison of PI-4K and DGK activities hetabsence and presence of Sph. PI-
4K and DGK activities were measured in the samayassarried out in the
absence (white bars) or presence (filled barspPofiiM Sph, as shown on the
abscissa. Data are the mea8EM of at least four different experiments carried

out in triplicate.
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Table 1. Free ATP inhibits PI-4K activity

Total ATP (MM)  MgATP/free ATP ratio  PI-4K activity (pmolx mg™ x min™?)

0.7 5.0 44.9
1.0 3.2 32.7
15 1.6 24.0
2.0 1.0 14.9
5.0 0.3 9.0

®PI-4K activity was measured under the standard itiond described in Section 2 at
the total {->*P]JATP concentrations shown. Free ATP and MgATd®ncentrations
(obtained with 1.1 mM MgGland varying the total ATP) were calculated as diesd
in Section 2 [32].
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Fig.3 Lemos et al., 2006
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Fig.4 Lemoset al., 2006
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Fig.5 Lemoset al., 2006
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Fig.6 Lemoset al., 2006
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