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Estudo e simulagao in silico do metabolismo ligado ao
TEAD

Study and in silico simulation of metabolic pathways
associated to TEAD

RESUMO

A reproducdo animal é essencial, desde o estabelecimento de uma vida até a produgdo de
alimentos. A produgdo pecudria é um campo dependente de técnicas reprodutivas para a
manutengdo de seus rebanhos geneticamente selecionados. Assim, podemos destacar a
importancia do sistema de produgdo de embrides e como os mesmos podem influenciar nas
diferenciagdes celulares de um embrido. TEAD4 é um fator de transcri¢cdo crucial para a
primeira diferenciagao celular da vida. Todavia, em meio in vitro o fenétipo de diferenciacdo
celular é diferente do esperado quando estabelecido um knockout de TEAD4. Para elucidar
tal fendmeno recorremos ao uso de plataformas e softwares de bioinformatica para analisar
a proteinas da familia TEAD e autopalmitoilagdo das mesmas. Os resultados indicam uma
provavel redundancia na atividade das proteinas da familia TEAD e que a modificacdo pos-
traducional de palmitato pode ser o precursor de tal fenédmeno.

PALAVRAS-CHAVE: TEAD. Bioinformatica. Palmitato.
ABSTRACT

Animal reproduction is essential, from establishing a life to producing food. Livestock
production is a area dependent on reproductive techniques for its maintenance. Among
them, it is necessary to emphasize the importance of cultivation and how it can influence
the cellular decisions of an embryo. TEAD4 is a crucial transcription factor for the first
cellular differentiation of life. However, in in vitro media the cell differentiation phenotype
is different from that expected when a TEAD4 knockout is established. To elucidate this
phenomenon, we resorted to the use of bioinformatics platforms and software to analyze
the proteins of the TEAD family and their autopalmitoylation. The results indicate a
probable redundancy in the activity of proteins of the TEAD family and that the post-
translational modification of palmitate may be the precursor of such a phenomenon.

KEYWORDS: TEAD. Bioinformatics. Palmitate.
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INTRODUCAO

Em torno de 7,25 milhdes de cabecas bovinas foram abatidas apenas no
primeiro trimestre de 2020 no Brasil, sendo este um dos paises que mais produz
carne bovina no mundo (BRASIL, 2015). O Brasil também destaca-se por ser um
dos paises que mais aplica técnicas de técnicas de reprodugdo assistida em
bovinos, sendo assim, necessarias pesquisas voltadas a essa tematica (EUCLIDES et
al., 2010).

A primeira diferenciagdo celular no embrido é um fator decisivo para o
estabelecimento de qualquer vida, e se algum impedimento ocorre no
desenvolvimento da mesma isso serd refletido na vida do individuo (NISHIOKA et
al., 2009). Este evento ocorre no estagio de mérula, onde se tem a polarizagdo das
células em contato com a zona peltcida, em que suas membranas celulares retém
diversas proteinas, sendo uma delas a Lats 1/2. A Lats 1/2 é responsavel pela
fosforilagdo de Yap, logo, nas células polarizadas o Yap ndo é fosforilado, assim,
observa-se Yap localizado no nucleo formando um complexo de transcrigdo com
TEAD4. O complexo de transcricdo TEAD4-Yap é importante para a transcri¢cdo de
Cdx2, outro fator de transcricdo que media a formacgado do trofectoderma (TE) nas
células polarizadas. O trofectoderma é responsavel pela formacgdo da porgao fetal
da placenta e compartimentos placentdrios (NISHIOKA et al., 2009; POSFAI et al.,
2017). Contudo, nas células internas, onde ndo ocorre a polarizagao, ndo temos
Yap nuclear e nem a formacgao do complexo, sendo assim ativada a transcri¢do de
Sox2 que media a formagao da massa celular interna (ICM), um conjunto de células
pluripotentes responsaveis pela formacdao do embrido propriamente dito (POSFAI
etal., 2017; RAYON et al., 2014).

Quando estabelecido um embrido knockout de TEAD4 pode-se observar que
no meio in vitro ocorre a formacgao do trofectoderma, enquanto em in vivo isso ndo
ocorre. No SICITE 2019 apresentamos resultados em que por alinhamento de
sequéncias de aminodcidos e nucleotideos embasou a hipétese de uma atividade
redundante da familia TEAD em um meio de in vitro. Em uma busca bibliografica
encontrou-se dados em que a modificacdo pds-traducional de palmitoilacdo é
importante para a funcdo e estabilidade das proteinas da familia TEAD (KIM;
GUMBINER, 2019; NOLAND et al., 2016).

Desta forma, por meio da bioinformatica, modelamos as proteinas TEAD e
alinhamos suas estruturas, além disso, realizamos uma simulagdo computacional
da palmitoilacdo do TEAD para embasar futuros experimentos laboratoriais.

METODOLOGIA

SEQUENCIA DE AMINOACIDOS E MODELAGEM PROTEICA

No banco de dados bioldgicos UniProt coletamos as sequéncias das proteinas
TEAD1, 2, 3 e 4, de organismo Bos taurus, sendo esta informacdo armazenada no
software SerialCloner (versdo 2.6.1). A sequéncia de aminodcidos foi submetida a
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uma modelagem tridimensional pela ferramenta online Swiss Model, pela qual é
possivel obter os dados em arquivos em formato PBD. Com os arquivos obtidos e
baixados, alinhamos cada uma das estruturas no software Swiss-PdbViewer 4.1.0
(GUEX; PEITSCH, 1997; WATERHOUSE et al., 2018).

SIMULAGAO DA AUTOPALMITOILACAO

Como o objetivo do estudo é entender como o meio de cultivo afeta o fendtipo
dos embrides, simulamos, através do CellDesigner (versdo 4.4.2), como a sintese
de palmitato afetaria a autopalmitoilacdo dos TEADs. Para isso, recorremos ao
plugin SBMLsqueezer 2.1 que gera a cinética das reacdes, e o modelo de simulacdo
padrido do CellDesigner (DRAGER et al., 2008; FUNAHASHI et al., 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

MODELAGEM DAS PROTEINAS

De forma que, ja relatado antes, por alinhamento de sequéncia de
aminodcidos aregido de ligacdo ao DNA é conservada entre os TEADs. Sendo assim,
modelamos e alinhamos parte da estrutura que ndo apresenta tanta similaridade
de sequéncia. As estruturas apresentadas sdo responsaveis pela funcdo da
proteina na interagao TEAD-Yap (LI et al., 2018).

Na figura 1 temos o alinhamento do TEAD4, em azul, e do TEAD1, em rosa. O
que se observa é uma alta semelhanca estrutural entre eles, mesmo que pela
sequéncia de aminoacidos seja diferente. O circulo vermelho mostra a diferenca
estrutural entre eles, enquanto o circulo laranja mostra a regido proteica que o
TEAD interage com o Yap.

Figura 1 — alinhamento estrutural de TEAD4 (azul), TEAD1 (rosa), TEAD2 (verde) e TEAD3
(laranja). Circunferéncia vermelha: regido que ndo apresenta similaridade. Circunferéncia
laranja: regido que acontece a interagao TEAD-Yap.

Fonte: autoria propria (2020).

Para TEAD2 seguimos o mesmo procedimento do TEAD1. Na figura 1 o TEAD2
estd representado pela cor verde enquanto o TEAD4 continua azul. Também
marcamos a regiao de baixa similaridade e a regido de interacdao TEAD-Yap.
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No TEAD3 observamos o mesmo comportamento do TEAD1 e 2 em relagdo ao
TEADA4. Ao estarmos inferindo o seguinte alinhamento podemos propor a hipdtese
de semelhanca na funcionalidade celular.

Apesar de serem proteinas com fungdes distintas em diferentes situagdes e
apresentarem diferenca significativa em parte de sua sequéncia de aminoacidos,
na andlise estrutural demonstraram-se significativamente similares,
principalmente na regido de ligacdo a Yap, que é fundamental para formacdo de
complexo de transcricdo de Cdx2. Portanto, com base nesses resultados,
levantamos a hipdtese que no ambiente in vitro, na auséncia de TEAD4, alguma
das outras trés proteinas da familia TEAD sofre modificacdo pds-traducional que a
permite formar o complexo de transcricdo de Cdx2.

SIMULAGAO DA AUTOPALMITOILAGAO

Desenvolveu-se uma simulacdo de como a disponibilidade constante de
Acetil-CoA e Malonil-CoA, produtos do metabolismo energético da célula, afetaria
a autopamitoilagdo de TEAD, uma vez que essa modificagdo pds-traducional é
responsavel por parte da atividade das proteinas TEAD (CHI et al., 2020; NOLAND
et al.,, 2016). Desta forma, inferindo uma relacdo entre meio de -cultivo,
metabolismo e modificacdo pds-traducional. Na figura 2 temos a representacdo da
simulagdo de acordo com a documentacdo do software CellDesigner.

Figura 2 — modelagem da rede bioquimica da autopalmitoilagdo.

intese

{}

palmitata

TEAD1-4

CELL

Fonte: autoria propria (2020).

Estabelecido todos os parametros necessarios através das leis de taxas
geradas pelo SBMLsqueezer 2.1, foi gerada a simulacdo e o software plotou o
grafico da rede bioquimica, representado na figura 3.
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Figura 3 — grafico da simulagédo da rede bioquimica de autopalmitoilacdo de TEAD1-4
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Fonte: autoria prépria (2020).

A partir dos dados, pode-se observar que ao mantermos constante a

disponibilidade de Malonil-CoA e Acetil-CoA houve um aumento significativo de
até 10 vezes mais na disponibilidade de TEAD palmitoilado na célula, representado
pela linha vermelha do gréfico, o que pode afetar fendtipo do embrido pré-
implantacao.

CONCLUSAO

Apesar

de anos de desenvolvimento de técnicas laboratoriais e o

melhoramento das mesmas, ainda existem lacunas desconhecidas pela ciéncia que
afeta diversos tipos cultivos. Focando no desenvolvimento de agronegdcios e
producdo pecudria, sabe-se que, na atualidade as técnicas reprodutivas que
utilizam tais sistemas in vitro ainda ndo atingiram o maximo de seu potencial
embora haja crescente demanda no mercado. Logo, o presente estudo
concentrou-se na discussdo de como o meio de cultivo in vitro pode afetar a
primeira diferenciacdo celular de um zigoto. Sendo assim, a modelagem e
simulagBes nos demonstraram que existe um viés metabdlico que pode afetar a
funcdo dos TEAD1-3 na auséncia de TEAD4, através da sintese de palmitato e
consequentemente autopalmitoilacdo destas proteinas.
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