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RESUMO
As peroxirredoxinas (Prxs) sdo peroxidases dependentes de tiol que catalisam a reducdo de
uma ampla variedade de hidroperdxidos. A atividade catalitica das Prxs é suportada por um
residuo de cisteina catalitico altamente conservado, cuja oxidagdo pelo hidroperdéxido gera o
acido sulfénico (Cys-SOH). Prx1 de Saccharomyces cerevsiae € uma enzima mitocondrial
que catalisa a reducdo do H,O, gerado no interior da mitocondria. O mecanismo de redugéo
do 4&cido sulfénico de Prx1 é uma questdo de debate, com a glutarredoxina 2 (Grx2),
tiorredoxina 3 (Trx3), tiorredoxina redutase 2 (Trr2) e ascorbato sendo propostos como
possiveis redutores. Para avaliar a importancia fisiolégica de Prx1 na manutencdo da
homeostase redox mitocondrial, nds investigamos 0s mecanismos de importagdo e
processamento mitocondrial de Prx1 assim como os de seus possiveis redutores Trr2 e Trx3.
Os ensaios de solubilidade e subfracionamento mitocondrial demonstram que Prx1, Trr2 e
Trx3 co-localizam na matriz mitocondrial, associadas fracamente com a membrana
mitocondrial interna. Além disso, Prx1 apresenta dupla localizacdo, estando presente também
no espaco intermembrana mitocondrial possivelmenete na forma solivel. O mecanismo de
importacdo de Prx1 para o espaco intermembrana envolve a liberacdo da proteina precursora
no interior da bicamada lipidica da membrana interna em decorréncia de uma pequena regido
hidrofobica localizada imediatamente apds a pressequéncia. Em seguida, a subunidade Imp2
do complexo proteico IMP catalisa a clivagem da regido hidrofébica liberando Prx1 no
espaco intermembrana. Durante a importacdo de Prx1 para a matriz mitocondrial, a enzima é
clivada sequencialmente pelas proteases peptidase de processamento mitocondrial (MPP) e
octapeptidil aminopeptidase 1 (Octl). Octl catalisa a remocdo de oito residuos de
aminoacidos da regido N-terminal de Prx1. Esse processamento aumenta a estabilidade de
Prx1 no interior da mitocdndria, mas ndo interfere na sua atividade peroxidasica in vitro.
Apesar das enzimas Trr2 e Trx3 ndo serem clivadas por Octl, a auséncia de Octl causa
eleavada instabilidade dessas proteinas. O processamento das Prxs por Octl parece ser um
processo conservado visto que Octl de levedura é capaz de clivar a peroxirredoxina
mitocondrial humana Prx3 expressa em S. cerevisiae. Estes resultados indicam o
envolvimento de Octl no processamento das peroxirredoxinas, representando um sistema de
controle de qualidade proteico que regula a homeostase das Prxs e, possivelmente, processos

redox mitocondriais.



ABSTRACT
Peroxiredoxins (Prxs) are thiol-dependent peroxidases that catalyze the reduction of a wide
variety of hydroperoxides. The Prxs catalytic activity is provided by the presence of a highly
conserved catalytic cysteine residue whose oxidation by hydroperoxide generates sulfenic
acid (Cys-SOH). Saccharomyces cerevsiae Prx1 is a mitochondrial enzyme that catalyzes the
reduction of the H,O, generated endogenously by mitochondria. The mechanism of reduction
of Prx harboring Cys-SOH is a matter of debate, with glutaredoxin 2 (GRX2), thioredoxin 3
(Trx3), thioredoxin reductase 2 (Trr2), and ascorbate being proposed as possible reducers. To
assess the functional role of Prx1 in maintaining the mitochondrial redox homeostasis, we
investigated its mechanisms of import and processing, as well as those ones involved with its
possible reducers, Trr2 and Trx3. Assays of solubility and mitochondrial sub-fractionation
show that Prx1, Trr2 and Trx3 co-localize in the mitochondrial matrix compartment, being
marginally associated with the inner mitochondrial membrane. In addition, Prx1 show dual
localization, being also present in the mitochondrial intermembrane space, possibly in their
soluble form. The import mechanism of Prx1 to the intermembrane space involves the release
of protein’s precursor within the lipid bilayer of the inner membrane due to a small,
hydrophobic region located downstream the presequence. Imp2 subunit of the IMP protein
complex then catalyzes the cleavage of the hydrophobic region of Prx1, releasing it to the
mitochondrial intermembrane space. During its import into the matrix, Prx1 is sequentially
cleaved by the mitochondrial processing-peptidase protease (MPP) and by octapeptidil
aminopeptidase 1 (Octl). Octl catalyzes the cleavage of eight amino acid residues from the
N-terminal region of Prx1. This process increases stability of Prx1 inside the mitochondria,
but does not interfere in its peroxidase activity in vitro. Interestingly, absence of Octl causes
high instability of Trr2 and Trx3, although these proteins are not cleaved by this protease.
Remarkably, the processing of Prxs by Octl seems to be a conserved process since yeast Octl
is able to cleave the human mitochondrial peroxiredoxin Prx3 expressed in S. cerevisiae.
Altogether, these results indicate the involvement of Octl in the processing of peroxiredoxins,
representing a protein quality control system that regulates the homeostasis of Prxs and,

possibly, mitochondrial redox processes.
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1. INTRODUCAO
1.1 Mitocondria: estrutura e funcéo

A mitocdndria é uma organela essencial da célula eucariotica. Sua funcdo amplamente
conhecida é a produgdo de energia celular na forma de ATP gerada pelo sistema de
fosforilagdo oxidativa (SARASTE, 1999). No entanto, esta organela também participa na
regulacao de outros importantes processos celulares.

A mitocondria desempenha uma funcdo central no metabolismo de aminoéacidos e
lipideos. Com a excecdo da glicolise, todas as vias de oxidacdo das moléculas de alimento,
incluindo o ciclo de Krebs, a p-oxidacdo de &cidos graxos e as vias de oxidacdo de
aminoacidos, ocorrem no interior da mitocondria (de WINDE; GRIVEL, 1993). Atua na
biossintese dos grupos heme e ferro-enxofre, sendo esta Ultima a funcdo essencial da
mitocdndria para a célula eucaridtica (HAMZA; DAILEY, 2012; KARNKOWSKA et al.,
2016; LILL et al., 2012; ZHANG; HACH, 1999). Em adicdo a sua funcdo central em diversas
vias bioguimicas, a mitocondria atua na regulacdo da via intrinseca da morte celular por
apoptose (TAIT; GREENN, 2010) e tem sido associada na patologia de numerosas doencas,
incluindo desordens neurodegenerativas (ITOH et al., 2013; LARSSON, 2010; MISHRA,
CHAN, 2014).

Estruturalmente, a mitocondria é composta por duas membranas, a membrana externa
e interna. Estas delimitam dois compartimentos distintos. O espago delimitado pela membrana
interna é denominado matriz mitocondrial e a regido existente entre as duas membranas é
conhecido como espacgo intermembrana (Figura 1). Matriz e espaco intermembrana diferem
fortemente com relacdo a composicdo de ions e moléculas, principalmente em decorréncia da
permeabilidade seletiva da membrana interna (HERRMANN; RIEMER, 2010b). Enguanto
que a membrana externa permite a livre difusdo de moléculas de ~ 5 KDa entre o citoplasma e
0 espaco intermembrana, a membrana interna é altamente seletiva, sendo o transporte atraves
de si fortemente controlado por translocadores substrato-especificos (RIEMER et al., 2015).
Através da utilizacdo de proteinas fluorescentes sensiveis as modificacdes redox foi
demonstrado que o espacgo intermembrana é significativamente mais oxidativo do que o
citoplasma e a matriz mitocondrial (HERRMANN; RIEMER, 2010b).

Estudos pioneiros de microscopia eletrénica realizados na década de 50 (PALADE,
1952; SJOSTRAND, 1953) demonstraram que a membrana interna apresenta inUmeras
dobras, ou invaginacdes, comumente denominadas de cristas mitocondriais. Por muito tempo,

as cristas mitocondriais foram consideradas apenas prolongamentos da membrana interna,
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possibilitando um grande aumento da area de superficie, o que facilitaria a alocagdo de
inimeras unidades do sistema de fosforilagdo oxidativa. Nesse modelo, toda a regido do

espaco intermembrana constituiria um compartimento Unico e homogéneo.

I

%Li% citoplasma

membrana externa

espaco intermembrana periférico

e —
juncao cristal —— "_:

membrana interna periférica

matriz

espaco
intermembrana
intracristal

membrana cristal ——>

Figura 1. Representacao esquematica da estrutura mitocondrial. O espago intermembrana é
estruturalmente subdividido em dois compartimentos: o espaco intermembrana periférico é definido
como a regido situada entre a membrana externa e a membrana interna periférica. JA 0 espaco
intracristal compreende a regido delimitada pela membrana cristal. A juncédo cristal é uma estrutura
tubular que delimita esses dois compartimentos. FONTE: Adaptado de: Herrmann e Riemer (2010b).

O conceito de um espaco intermembrana Unico e continuo foi questionado apds a
descoberta de pequenas estruturas tubulares formadas pela membrana interna, conhecidas
como juncdes cristais (FREY; MANNELLA, 2000; MANNELLA et al., 1994, 1997;
PERKINS et al., 1997) (Figura 1). As junc¢es cristais delimitam duas regifes distintas da
membrana interna: a membrana cristal, que compde a crista mitocondrial, e a membrana
periférica que representa a porcdo da membrana interna localizada préxima a membrana
externa. Além disso, a juncdo cristal também delimita duas regides distintas do espago
intermembrana: o espago intermembrana periférico e o espaco intracristal (HERRMANN;
RIEMER, 2010b; van der LAAN, 2012; van der LAAN, 2016). Apesar das juncdes cristais

delimitarem regiGes distintas da membrana interna, contendo diferentes composicoes
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proteicas, existe uma constante troca de proteinas entre as mesmas dependendo das
necessidades celulares (STOLDT et al., 2012; van der LAAN, 2016).

Na membrana cristal existe uma grande concentracdo dos componentes do sistema de
fosforilacdo oxidativa, responsavel pela sintese de ATP. Esse sistema é composto pela cadeia
transportadora de elétrons e pelo complexo da ATP sintase.

A cadeia transportadora de elétrons, ou simplesmente cadeia respiratoria, € composta
por uma série de carregadores que catalisam a transferéncia sequencial de elétrons oriundos
das oxidacbes das moléculas de alimentos para o oxigénio molecular. A maioria desses
carregadores encontram-se agrupados em quatro complexos multiproteicos embebidos na
membrana interna, conhecidos como complexos respiratérios | (NADH:ubiquinona-
oxidorredutase), Il (succinato-ubiquinona-oxidorredutase), Il (ubiquinona:citocromo c-
oxidorredutase) e IV (citocromo c-oxidase). Em adicdo aos complexos I, II, Il e IV outras
duas moléculas completam a cadeia respiratoria: uma quinona hidrofébica conhecida como
ubiquinona, ou simplesmente conzima Q, e o citocromo ¢ (HATEFI, 1985; LENAZ;
GENOVA, 2010; SCHAFFER; SULEIMAN, 2007; TZAGOLOFF, 1982).

A fosforilacdo oxidativa inicia-se com a entrada de elétrons na cadeia respiratoria, a
partir das coenzimas reduzidas NADH e FADH2, geradas a partir das oxidagdes das
moléculas de alimento. NADH e FADH2 sdo oxidadas pelos complexos | e Il
respectivamente. Os elétrons sdo entdo transferidos sequencialmente para a ubiquinona, o
complexo Ill, o citocromo ¢, o complexo IV e, finalmente, para o oxigénio molecular
(SARASTE, 1999).

A energia liberada durante a passagem dos elétrons, atraves da cadeia respiratdria,
impulsiona 0 bombeamento de protons da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana.
Dessa forma é gerado um armazenamento temporario de energia potencial eletroquimica,
decorrente da diferenca de concentracdo de prdtons, e da separacdo de cargas atraves da
membrana mitocondrial interna. A energia potencial eletroquimica, conhecida como forga
préton-motriz, impulsiona a sintese de ATP, a medida que os protons fluem de volta & matriz
mitocondrial de acordo com o gradiente eletroquimico, através de um poro associado com o
complexo da ATP-sintase (SCHULTZ; CHAN, 2001).

A cadeia respiratéria da levedura Saccharomyces cerevisiae possui certa
particularidade em virtude desse organismo ndo possuir o complexo respiratorio | funcional
(Figura 2). Ao invés dele, a levedura possui tré&s NADH desidrogenases localizadas na
membrana mitocondrial interna, que catalisam a oxidacdo do NADH e concomitante reducdo
da ubiquinona (BAKKER et al., 2001). As enzimas Ndel e Nde2 catalisam a oxidacdo do
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NADH proveniente do citoplasma (LUTTIK et al., 1998), enquanto Ndil, o NADH da matriz
mitocondrial (MARRES et al., 1991). Ao contrario do complexo respiratério I, essas enzimas
sdo incapazes de bombear protons para o espaco intermembrana durante o processo de

transferéncia de elétrons.

citoplasma NADH  NAD*

membrana externa

espaco
intermembrana

NDE1/2 _’@
membrana o s apElY
interna e 'O_’ %
NDI1
matriz

+
H+ H+ H* H

0, +4H* | 2H,0

succinato fumarato
NADH NAD*

ADP + Pi ATP

H*

Figura 2. Representacdo esquematica do sistema de fosforilacdo oxidativa de
Saccharomyces cerevisiae. As setas indicam o fluxo de elétrons através dos componentes da cadeia
respiratoria mitocondrial. Os elétrons derivados do NADH e succinato sdo transferidos para o
oxigénio molecular por meio de uma série de carreadores presentes na membrana mitocondrial
interna. O gradiente eletroquimico gerado pela transferéncia de elétrons impulsiona a sintese de ATP
por meio do complexo da ATP-sintase. Para fins de simplificagdo ndo estdo sendo demonstradas as
juncdes cristais. NDE1/2 — NADH desidrogenase externa 1/2, NDI1 — NADH desidrogenase interna 1,
Il — complexo respiratério Il, 111 — complexo respiratério 1ll, IV — complexo respiratério 1V, Q —
coenzima Q, cytc — citocromo ¢. FONTE: Adaptado de Herrero et al. (2008).

Existem inUmeras evidéncias que suportam a teoria endossimbionte para o0 surgimento
das mitocondrias. De acordo com essa teoria as mitocondrias sdo derivadas de uma o-
proteobactéria ancestral, que foi engolfada por uma célula eucaridtica primordial ha
aproximadamente 1,5-2 bilhdes de anos (GRAY et al., 1999). No decorrer da evolugéo, o
genoma mitocondrial sofreu uma extensiva redugdo devido a indmeras perdas ou
transferéncias de genes para 0 DNA nuclear (ANDERSSON; KURLAND, 1998). No entanto,
na célula eucaridtica atual existe um pequeno numero de proteinas e RNAs funcionais
codificados pelo DNA mitocondrial (mtDNA). Em S. cerevisiae, por exemplo, 0 genoma
mitocondrial contém os genes codificantes para trés subunidades do complexo respiratorio
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IV: COX1, COX2 e COX3, trés subunidades da ATP-sintase: ATP6, ATP8 e ATP9, uma
subunidade do complexo Ill: COB1, uma proteina ribossomal: VAR1, para os RNAr 15S e
21S e finalmente para os 24 tRNA que perfazem todos os codons (FOURY et al.,1998).

Um estudo protedmico identificou 851 proteinas que fazem parte de um conjunto de
aproximadamente 1000 proteinas preditas fazerem parte da composi¢do da mitocéndria de S.
cerevisiae (REINDERS et al., 2006) (Figura 3). Como mencionado anteriormente, apenas um
pequeno numero delas (~ 1%) sdo codificados pelo mtDNA, sendo a grande maioria (~ 99%)
codificadas por genes nucleares, traduzidas no citoplasma e posteriormente importadas para o
interior da mitocondria (MEISINGER et al., 2009). Dessa forma, ha necessidade de um
complexo mecanismo de importagcdo que as receba, processe e as distribua pelos diferentes
compartimentos mitocondriais (BECKER et al.,, 2012; BOLENDER et al., 2008;
CHACINSKA et al., 2009; DUDEK et al., 2013; HARBAUER et al., 2014; NEUPERT;
HERRMANN, 2007; SCHMIDT et al., 2010; STOJANOVSKI et al., 2012).

Metabolismo do ferro (2,1%)

Turnover proteico (2,2%)

Enzimas redox (2,3%)—l
Metabolismo lipidico (3,4%) ‘
Morfologia (3,5%)
Sinalizagdo (4,1%)

Fungbes desconhecidas
(19,3%)

Metabolismo de
aminoacidos (4,2%)

Outras fungdes
conhecidas (5,1%) — Metabolismo energético

(15,0%)
Transporte de

metabdlitos (5,8%)

Transporte de proteinas e
folding (7,4%)

Sintese de proteinas (13,3%)
Manutengdo do genoma e

transcricdo (11,9%) Ribossomos
i

mitocondriais

Figura 3. Representacdo esquemaética do proteoma de Saccharomyces cerevisiae. As
porcentagens de proteinas envolvidas nos diferentes processos mitocondriais foram definidas de
acordo com o trabalho de Reinders et al. (2006). FONTE: Adaptado de Schmidt et al. (2010).
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1.2 Mecanismos de importacéo das proteinas mitocondriais

Grande parte do conhecimento da maquinaria de importacdo das proteinas
mitocondriais foi obtida através de estudos utilizando a levedura S. cerevisiae como modelo
(Figura 4). Com excecdo das proteinas codificadas pelo mtDNA e proteinas a-hélices da
membrana externa, o restante dos precursores proteicos mitocondriais sdo translocados para o
interior da organela através do complexo proteico TOM (translocase of the outer membrane)
localizado na membrana externa. Dessa forma, TOM pode ser visto como o0 portdo de entrada
para a importacdo da grande maioria das proteinas mitocondriais (CHACINSKA et al., 2009;
DOLEZAL et al., 2006; HERRMANN et al., 2012; SCHMIDT et al., 2010; STOJANOVSKI
et al., 2012). A partir do complexo TOM, os precursores podem seguir diferentes rotas de
importacdo. A via de importacdo a ser seguida ird depender de sinais especificos presentes na
sequéncia de aminoacidos da proteina precursora. Quatro principais vias de importacao (A, B,
C e D da figura 4) que direcionam as proteinas para os diferentes sub-compartimentos da
mitocondria tem sido amplamente caracterizadas (BOHNERT et a., 2015; HARBAUER et al.,
2014; SCHMIDT et al., 2010).

A seguir, segue-se uma descrigdo das vias de importacdo dos precursores contendo
pressequéncia (rota de importacdo A da figura 4) e dos precursores ricos em residuos de

cisteinas (rota de importacdo B da figura 4) das proteinas mitocondriais de S. cerevisiae.

1.2.1 O mecanismo de importacao pressequencia

Grande parte das proteinas mitocondriais é traduzida a partir do RNAmM com uma
extensdo N-terminal conhecida como pressequencia. A pressequencia direciona a importacao
da maioria das proteinas para a matriz mitocondrial e de uma fracdo consideravel para a
membrana interna (MOSSMANN et al., 2012; SCHMIDT et al., 2010). Proteinas contendo a
pressequencia sdo inicialmente translocadas através do complexo TOM seguido do complexo
TIM23 (translocase of the inner membrane) situado na membrana mitocondrial interna. A
partir de TIM23 elas podem ser liberadas lateralmente para a membrana interna ou entéo
serem completamente importadas para a matriz com auxilio do complexo PAM (pressequence
translocase-associated motor) (CHACINSKA et al., 2009; DOLEZAL et al., 2006;
NEUPERT; HERRMANN, 2007; SCHMIDT et al., 2010) (Figura 5).
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Figura 4. Visdo geral da maquinaria de importacédo das proteinas mitocondriais em S.
cerevisiae. Com a excecdo das proteinas codificadas no mtDNA e as proteinas o-hélices da
membrana externa o restante dos precursores proteicos mitocondriais sdo translocados para o interior
da organela através do complexo proteico TOM localizado na membrana externa. A - Os precursores
contendo pressequéncia clivaveis sdo translocados para a matriz mitocondrial através do complexo
TIM23 localizado na membrana interna. Esse processo requer a energia do gradiente eletroquimico de
prétons. B - Os precursores ricos em residuos de cisteinas destinados ao espaco intermembrana sao
importados através da maquinaria MIA. MIA,, funciona como um receptor e uma oxido-redutase para
0s precursores, catalizando a insercdo de ligacfes dissulfetos nas proteinas precursoras. Ervl reoxida
MIA4, para que ela possa realizar um novo evento de importagéo. C - Os precursores dos carregadores
metabolicos hidrofébicos da membrana interna sdo ligados pelas proteinas TIM no espago
intermembrana e posteriormente inseridos na membrana interna através do complexo TIM22 em um
processo dependente da energia do gradiente eletroquimico de prétons. D - Os precurosres das
proteinas barril-B da membrana externa sdo transferidos para a maquinaria SAM com auxilio das
chaperonas TIM. A maquinaria SAM insere esses precursores na membrana externa. E - As proteinas
de membrana exerna com segmentos a-hélice transmembrana sdo inseridas na membrana através de
mecanismos pouco caracterizados. No exemplo demonstrado, a importacdo desses precursores requer
a participagdo da maquinaria MIM. F - As proteinas codificadas no mtDNA sdo inseridas na
membrana interna com auxilio da maquinaria OXA. Adaptado de Bohnert et al. (2015).

A composicao da pressequencia € rica em aminoacidos carregados positivamente e em
aminodcidos hidrofobicos os quais formam uma a-hélice anfipatica. Os aminoacidos positivos
sdo dominantes em um dos lados da hélice enquanto no outro lado estdo presentes residuos
hidrofdébicos (ABE et al., 2000; CHACINSKA et al., 2009; DOLEZAL et al., 2006; ENDO et
al., 2011; HABIB et al., 2007; MOSSMANN et al., 2012; NEUPERT; HERRMANN, 2007).
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As pressequencias possuem um tamanho medio de 15-50 residuos e sdo reconhecidas
sequencialmente pelos complexos TOM e TIM23 durante a etapa de translocacédo
(CHACINSKA et al., 2009). Aproximadamente 60% ou mais de todas as proteinas
mitocondriais sdo sintetizadas com pressequencias (VOGTLE et al., 2009).

(o4 T an
proteinas MN N citoplasma
precursoras C A ,
pressequéncia | .
membrana
externa
espaco
intermembrana
membrana
interna
matriz

Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de importacdo das proteinas
contendo a pressequencia. Os componentes do complexo TOM (translocase of the outer
membrane) estdo coloridos em verde, os do complexo TIM23 (translocase of the inner membrane)
estdo destacados em tons de vermelho e laranja. As proteinas precursoras sao inicialmente
translocadas através do complexo de membrana externa TOM. Nessa etapa, 0s receptores Tom20 e
Tom22 interagem com a pressequencia e direcionam os precursores para 0 poro formado por Tom40.
ApOs emergirem no espaco intermembrana, os precursores sdo transferidos para o complexo TIM23
com auxilio dos dominios receptores de Tim50 e Tim2l1 que se projetam para O espaco
intermembrana. Impulsionados pelo potencial de membrana (A¥), 0s precursores sdo translocados
através do poro formado por Tim23. A etapa final de importe para a matriz é impulsionado pelo
complexo PAM, no qual a chaperona mtHsp70 puxa os polipeptideos para o interior da matriz
utilizando a energia da hidrélise do ATP. Proteinas contendo uma pequena regido hidrofébica apés a
pressequencia sdo lateralmente liberadas na bicamada lipidica da membrana interna. Detalhes de cada
um dos componentes estdo descritos no texto. IV e Il — complexos respiratorios 1V e lll,
respectivamente. FONTE: Adaptado de Becker et al. (2012).
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Nas etapas iniciais da translocacao através do complexo TOM a regido hidrofobica da
pressequencia interage com o dominio receptor de Tom20, enquanto que a regido carregada
positivamente é reconhecida por Tom22 (SAITOH et al., 2007; SHIOTA et al.,, 2011;
YAMANO et al., 2008b). Apds a etapa de reconhecimento, os precursores sdo translocados
através de um canal formado pela proteina barril-3 Tom40. Durante esse processo, 0S
precursores adquirem a forma de cadeias polipeptidicas lineares, podendo adquirir uma
conformacéo estendida ou de a-hélice (SCHMIDT et al., 2010).

Apobs emergirem do complexo TOM, os precursores sao reconhecidos pelo complexo
TIM23 localizado na membrana mitocondrial interna (Figura 5). Durante a translocacéo por
TIM23 as proteinas podem seguir através de duas possiveis rotas de importacao: ser liberadas
lateralmente para a membrana interna ou entdo direcionadas para a matriz mitocondrial
(CHACINSKA et al., 2009; NEUPERT; HERRMANN, 2007; SCHMIDT et al., 2010).
Proteinas destinadas a matriz sdo hidrofilicas e a pressequencia geralmente contem a
informacdo necesséria para a sua importagdo. Por outro lado, um pequeno nimero de
precursores contem um segmento hidrofébico adicional localizado imediatamente apds a
pressequencia. Esta porcao hidrofobica bloqueia a translocacdo através de Tim23, induzindo a
liberacdo das proteinas para o interior da fase lipidica da membrana interna (GLICK et al.,
1992).

O mecanismo de translocacdo por meio do complexo TIM23 é considerado 0 processo
mais complexo dentre a maquinaria geral de importacdo (CHACINSKA et al., 2009). A
translocacdo por este complexo envolve a cooperacdo com o complexo TOM, a cadeia
respiratéria, o complexo PAM e duas diferentes fontes de energia: o gradiente eletroquimico
(potencial de membrana) e o ATP (BECKER et al., 2012; CHACINSKA et al., 2009;
SCHMIDT et al., 2010).

O complexo TIM23 pode ser subdivido em dois componentes: um embebido na
membrana interna, formando um poro; e outro na matriz, atuando como um motor
impulsionando a translocagdo (HERRMANN et al., 2012). As subunidades Tim50, Tim23 e
Tim21 da porcdo embebida na membrana possuem dominios que se projetam para o interior
do espacgo intermembrana que interagem com o complexo TOM. Isto permite a eficiente
translocacdo dos precursores que emergem do complexo TOM para o interior do complexo
TIM23 (CHACINSKA et al., 2005; GEISSLER et al., 2002; MOKRANJAC et al., 2009;
TAMURA et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2002).

Inicialmente, os precursores que emergiram do complexo TOM séo reconhecidos pelo
dominio receptor da subunidade Tim50 do complexo TIM23 (SCHULZ et al., 2011). Tim50
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se associa fortemente com o dominio de Tim23 exposto para o espago intermembrana. Dessa
forma, a informacdo sobre o surgimento de uma proteina a partir do complexo TOM é
diretamente transferida para o poro formado pela subunidade TIM23 (MOKRANJAC et al.,
2009; TAMURA et al., 2009). Ocorre entdo a translocacdo através desse poro sendo ele
grande o suficiente para permitir a passagem de uma cadeia polipeptidica em uma
conformagdo de a-hélice (TRUSCOTT et al., 2001). A subunidade Tim17 é estruturalmente
similar a Tim23 e, apesar de sua funcdo ndo estar completamente elucidada, ela parece
desempenhar uma funcéo regulatéria na abertura do poro formado por Tim23 (MARTINEZ-
CABALLERO et al., 2007; MEIER et al., 2005).

A proteina Tim21 possui uma funcdo dupla: interage tanto com o complexo TOM,
guanto com componentes da cadeia respiratoria mitocondrial (van der LAAN et al., 2006).
Tem sido postulado que a interacdo de Tim21 com componentes da cadeia respiratoria
assegura um eficiente uso do gradiente eletroquimico durante o processo de translocacdo
através de Tim23 (DIENHART 2008; van der LAAN et al., 2006; WIEDEMANN et al.,
2007). O gradiente eletroquimico gerado através da membrana interna é crucial para a
translocacdo dos precursores através de TIM23. Basicamente ele exerce duas funcbes: a
ativacdo de TIM23 e a criacdo de um efeito eletroforético que impulsiona a importacdo dos
precursores contendo a pressequencia, ja que o gradiente eletroquimico é negativo no interior
da matriz, enquanto as pressequencias sao carregadas positivamente (CHACINSKA et al.,
2009; MEINECKE et al., 2006; TRUSCOTT et al., 2001).

A etapa final de translocacéo das proteinas para a matriz mitocondrial requer a acao do
complexo PAM que atua como um motor impulsionador do importe. A subunidade central do
complexo PAM ¢é formada pela chaperona mtHsp70 (proteina do choque térmico da matriz de
70KDa). Esta se liga nas cadeias polipeptidicas desenoveladas dos precursores,
impulsionando sua translocacao para o interior da matriz de maneira dependente da hidrolise
de ATP (CHACINSKA et al., 2009; NEUPERT; HERRMANN, 2007; SCHMIDT et al.,
2010).

Durante sua acdo, mtHsp70 coopera com algumas co-chaperonas, dentre elas Mgel,
Tim44, Pam16, Pam17 e Pam18. Mgel, também conhecida como GrpE, € um fator de troca
de nucleotideo que estimula a liberagdo do ADP de mtHsp70. Tim44 atua como um sitio de
ancoragem para mtHsp70 no complexo TIM23. As co-chaperonas Pam16, Pam17 e Pam18
s80 necessarias para coordenar a funcdo de mtHsp70 com o complexo TIM23 (SCHMIDT et
al., 2010).
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Nos ultimos anos, surgiram dois modelos que tentam explicar o mecanismo pelo qual
mtHsp70 impulsiona a translocacdo de proteinas para o interior da matriz. O primeiro deles,
conhecido como aprisionamento passivo (passive trapping), prediz que as moléculas de
mtHsp70 se ligam nos precursores polipeptidicos desenovelados a medida que eles emergem
de TIM23. Isto impede que os mesmos retornem (back-sliding) para o espago intermembrana.
A medida que novos segmentos do polipeptidio alcangam a matriz por difusdo novas
moléculas de mtHsp70 se ligam nos mesmos, favorecendo um movimento direcional do
precursor para o interior da matriz (LIU et al., 2003; OKAMOTO et al., 2002; YAMANO et
al., 2008a). O segundo modelo, conhecido como puxamento ativo (active pulling), prediz que
as moléculas de mtHsp70 ligadas a membrana através de Tim44 alteram sua conformagéo
impulsionando ativamente o precursor para o interior da matriz (CHAUWIN et al., 1998).
Estudos funcionais utilizando mutantes de mtHsp70 indicam que ambos 0s modelos operam

durante a importacdo dos precursores para o interior da matriz (KRAYL et al, 2007).

1.2.2 Processamento final dos precursores contendo pressequencia

Apo6s os precursores alcangarem a matriz mitocondrial, a maioria das pressequencias
sdo proteoliticamente removidas através da acdo de uma enzima denominada peptidase de
processamento mitocondrial (MPP) (GAKH et al.,, 2002; KALOUSEK et al.,, 1993;
MOSSMANN et al., 2012; TAYLOR et al., 2001) (Figura 6). MPP é um heterodimero
soltvel constituido por duas proteinas homologas Masl (B-MPP) e Mas2 (a-MPP). Ambas
subunidades de MPP sdo essenciais para a viabilidade celular, indicando o papel central da
remocdao da pressequencia na maturagdo das proteinas mitocondrias (SCHMIDT et al., 2010).

MPP também é capaz de reconhecer e clivar pressequencias de proteinas que foram
lateralmente liberadas na bicamada lipidica da membrana interna durante a translocacéo
através de Tim23 (MOSSMANN et al., 2012). Conforme anteriormente citado, proteinas que
utilizam esta rota de importacdo possuem uma pequena regido hidrofébica localizada logo
apos a pressequéncia. Este segmento hidrofobico causa um bloqueio da translocagdo através
do complexo TIM23, induzindo a liberacdo lateral das proteinas para o interior da bicamada
lipidica da membrana interna (GLICK et al., 1992). A pressequencia que inicialmente foi
lancada para o interior da matriz € clivada pela protease MPP.

No caso de proteinas da membrana interna, o sinal hidrofdbico tipicamente permanece
como parte da proteina madura e ancora a proteina na bicamada lipidica. Para proteinas
soltveis do espago intermembrana, o sinal hidrofébico é clivado pelo complexo IMP (inner
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membrane peptidase), liberando a proteina madura nesse compartimento (CHACINSKA et
al., 2009; SCHMIDT et al., 2010; MOSSMANN et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica das etapas finas de processamento das proteinas
mitocondriais contendo a pressequencia. Ap6s alcangarem a matriz mitocondrial as
pressequencias sdo removidas pela peptidase MPP. MPP também atua na clivagem de proteinas que
foram lateralmente liberadas na bicamada lipidica. As pressequencias clivadas por MPP sdo
posteriormente degradadas pela acdo da oligopeptidase Cyml. Para um grupo bem menor de
proteinas, proteases adicionais catalisam posteriores eventos de clivagem. Icp55 e Octl catalisam
respectivamente a clivagem de um e oito residuos de aminoécidos da regido N-terminal gerada por
MPP. Detalhes de cada um dos componentes estdo descritos no texto. FONTE: Adaptado de Becker et
al. (2012).

O complexo IMP consiste de um hetero-oligomero composto por duas subunidades
cataliticas (Impl e Imp2) e uma subunidade regulatéria (Som1) (JAN et al., 2000; NUNNARI
et al., 1993; SCHNEIDER et al., 1994). As subunidades cataliticas Impl e Imp2 possuem 0s
sitios cataliticos expostos para o espaco intermembrana e atuam na clivagem da regido
hidrofobica das proteinas precursoras cujas formas maduras residem no espaco
intermembrana (BAUER et al., 1994; JAN et al., 2000; NUNNARI et al., 1993; SCHMIDT et
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al., 2010; SCHNEIDER et al., 1994). Atualmente existem apenas seis substratos conhecidos
do complexo IMP: as proteinas Cox2, Mcrl, Gut2, Cyb2 e Ptc5 sdo clivadas por Impl
enquanto Cycl e clivada por Imp2 (GASSER et al., 1982; HARTL et al., 1987; NUNNARI et
al., 1993; ESSER et al., 2004). Curiosamente, ndo h4d um consenso entre os sitios de clivagem
de ambas as proteases. Impl parece requerer um aminoacido acidico (D ou E) na posicéao -1
em relacdo ao sitio de clivagem e um aminoacido hidrofébico ndo aromético na posicao -3.
Imp2 requer um residuo de alanina nas posicdes -1 e -3 (LUO et al., 2006; NUNNARI et al.,
1993; POVEDA-HUERTES et al., 2016; TEIXEIRA e GLASER, 2013).

As pressequencias clivadas por MPP sdo rapidamente degradadas evitando que as
mesmas interfiram com o potencial de membrana mitocondrial em decorréncia de suas cargas
positivas (MOSSMANN et al., 2012). A degradacdo das pressequencias € catalisada pela
oligopeptidase Cym1 localizada na matriz mitocondrial (ALIKHANI et al., 2011) (Figura 6).

A atividade catalitica de MPP reside na subunidade Mas1, ao qual pertence ao grupo
das metaloproteases, possuindo um motivo de ligacédo ao zinco (GAKH et al., 2002). A
analise da estrutura cristalina de MPP em complexo com peptideos sintéticos revelou que a
clivagem ocorre com as pressequencias em uma conformacgdo estendida, em contraste a
conformacdo de a-hélice adotada durante a translocacdo pelos complexos TOM e TIM23
(TAYLOR et al., 2001).

Durante muitos anos o sitio exato de clivagem de MPP foi determinado apenas para
um pequeno conjunto de proteinas, tradicionalmente através do sequenciamento de Edman,
utilizando proteinas purificadas das mitocondrias. Com bases nessas informacdes, programas
de predicdo de sitios de clivagens foram criados (EMANUELSSON et al., 2007), porém suas
predicBes muitas vezes eram incorretas devido ao limitado nimero de informagdes (VOGTLE
et al., 2009). A situacdo mudou significativamente com um trabalho protedmico global
realizado por Vogtle et al. (2009). Neste trabalho, os autores determinaram sistematicamente
a regido N-terminal de 615 diferentes proteinas dentre as 851 proteinas descritas na mais
completa anélise protedmica da mitocéndria de levedura (REINDERS et al., 2006).

O estudo de Vogtle et al. (2009) possibilitou realizar o alinhamento da regido N-
terminal da maioria das proteinas mitocondriais que possuem pressequencia. Isto permitiu
identificar todos os sitios de clivagem de MPP, fornecendo informacgdes valiosas para a
criacdo de um consenso de clivagem para esta peptidase (VOGTLE et al., 2009). O motivo de
clivagem de MPP possui uma arginina altamente conservada na posi¢éo -2 em relagdo ao N-
terminal maduro das proteinas (MOSSMANN et al., 2012; VOGTLE et al., 2009; VOGTLE
etal., 2011) (Figura 7A).
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Figura 7. Motivos de clivagem de proteases da matriz mitocondrial: MPP (A), Icp55 (B)
e Octl (C). O alinhamento dos sitios de clivagem dos substratos das proteases permitiu gerar os
motivos de clivagem consenso das mesmas. No total, foram utilizadas as sequéncias de 38 proteinas
substratos de Icp55 (B) e 12 de Octl (C). FONTE: Adaptado de Mossmann et al. (2012).

A clivagem da pressequencia feita por MPP libera a proteina madura ao qual adquire

seu enovelamento final. No entanto, para algumas proteinas, etapas de clivagem adicionais
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s80 necessérias para a maturacdo final. As enzimas Octl (octapeptidyl aminopeptidase 1) e
Icp55 (intermediate cleaving peptidase 55) catalisam clivagens adicionais na regido N-
terminal de algumas proteinas clivadas por MPP (Figura 6) (MOSSMANN et al., 2012;
NAAMATI et al., 2009; VOGTLE et al. 2009; VOGTLE et al. 2011).

Icp55 é uma aminopeptidase que cliva um Unico amino&cido (fenilalanina, tirosina ou
leucina) da regido N-terminal de um conjunto de proteinas clivadas por MPP (Figura 6)
(NAAMATI et al., 2009; VOGTLE et al., 2009). Esta enzima é uma metaloprotease altamente
conservada, localizada na matriz mitocondrial e associada perifericamente & membrana
interna (VOGTLE et al., 2009). A delecdo do gene ICP55 ndo causa nenhum defeito de
crescimento em meio fermentativo ou respiratério (VOGTLE et al., 2009).

A clivagem feita por lcp55 é estritamente dependente do processamento inicial de
MPP (MOSSMANN et al.,, 2012). A descoberta de Icp55 confirma o motivo altamente
conservado de MPP, no qual uma arginina esta presente na posicao -2 em relagdo ao local da
sua clivagem. Antes da descricdo de Icp55, um nimero consideravel de proteinas substratos
de MPP apresentava um residuo de arginina na posicao -3. Isto levou a hipotese de que MPP
também poderia atuar no motivo contendo a arginina na posi¢do -3. No entanto, com a
descoberta de Icp55 ficou evidente que o sitio de clivagem de MPP é de fato uma arginina na
posicdo -2, pois em seguida, Icp55 remove mais um aminoacido (MOSSMANN et al., 2012;
VOGTLE et al., 2009) (Figura 7B).

Atualmente 39 proteinas foram descritas como substratos de Icp55 (MOSSMANN et
al.,, 2012; SCHMIDT et al., 2010). Essas proteinas atuam em diferentes processos
mitocondriais e a fungédo da clivagem catalisada por Icp55 permanece pouco entendida (veja a
seguir uma discussdo conjunta do papel das clivagens de Icp55 e Octl na estabilizacdo
proteica).

Assim como Icp55, Octl é uma metaloprotease localizada na matriz mitocondrial, mas
que catalisa a clivagem de oito residuos de aminoacidos (octapeptideo) da regido N-terminal
de algumas proteinas clivadas por MPP (Figura 6) (BRANDA; ISAYA 1995; GAKH et al.,
2002; GAVEL; von HEIINE, 1990; ISAYA et al., 1994; KOPPEN; LANGER, 2007;
MARCONDES et al., 2010; VOGTLE et al., 2011). A enzima possui um motivo de ligagdo
ao zinco e dois residuos de cisteinas altamente conservados importantes para a estabilidade da
enzima (CHEW et al., 1996; GAKH et al., 2002). Semelhante a Icp55, a clivagem feita por
Octl € estritamente dependente do primeiro evento de clivagem catalisado por MPP
(MOSSMANN et al., 2012).
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A delecdo do gene OCT1 ndo é letal para as células de levedura, porém causa a perda
completa do DNA mitocondrial (mtDNA) (ISAYA et al., 1994), indicando o importante papel
de Octl na maturacdo das proteinas mitocondriais.

O alinhamento dos sitios de clivagem dos substratos de Octl caracterizados até o
momento permitiu gerar um motivo de clivagem consenso dessa peptidase (MOSSMANN et
al., 2012; VOGTLE et al., 2011). O sitio de clivagem de Octl possui um residuo de arginina
altamente conservado na posicdo -10 em relacdo ao N-terminal maduro das proteinas (Figura
7C). De fato, conforme anteriormente citado, um residuo de arginina é encontrada na posi¢do
-2 do sitio de clivagem de MPP (considerando-se apenas o primeiro evento de clivagem, a
arginina encontra-se na posicao -2 em relacdo ao sitio de clivagem de MPP e -10 em relacao
ao sitio de clivagem por Octl). A posicdo -8 € também altamente conservada, podendo ser
encontrado residuos hidrofébicos como fenilalanina, leucina e isoleucina. Finalmente,
observa-se uma prevaléncia de residuos de serina e treonina distribuidos nas posicdes -5, -6 e
-7 (MOSSMANN et al., 2012; VOGTLE et al., 2011).

Até o momento, foram descritasl8 proteinas como substratos da peptidase Octl na
levedura Saccharomyces cerevisiae. Dentre elas, algumas foram extensivamente
caracterizadas e confirmadas como verdadeiros substratos de Octl através de estudos in vitro
e in vivo. Esse é o caso das proteinas Ripl, CoxlV e Mdhl (BRANDA; ISAYA 1995;
GRAHAM et al., 1993; HURT et al., 1985; ISAYA et al., 1994; NETT et al., 1997; NETT;
TRUMPOWER, 1999; VOGTLE et al, 2011). Outras foram apenas parcialmente
caracterizadas por meio de estudos in vitro: Sdhl, Mrps28, Lpdl, Riml, Tufl, Imo32
(BRANDA; ISAYA 1995; VOGTLE et al., 2011). Finalmente, as proteinas Crp3, Mrp21,
Rsm24, Prx1, Ysal, Hem15, Idpl, Pet122 e Mrpl20, foram apenas preditas como possiveis
substratos de Octl, ndo havendo dados experimentais (BRANDA; ISAYA 1995;
MOSSMANN et al., 2012; VOGTLE et al., 2009; VOGTLE et al., 2011).

As proteinas substratos de Octl possuem funcBes diversas, atuando na cadeia
respiratéria, ciclo de Krebs, manutencdo do mtDNA, traducdo mitocondrial, ciclo da ureia,
enovelamento proteico e resposta a estresse (VOGTLE et al., 2011). O papel funcional da
clivagem catalisada por Octl ndo esta completamente entendido. Um estudo inicial sobre as
proteinas Ripl e CoxIV (as proteinas Ripl e CoxIV fazem parte dos complexos respiratdrios
Il e IV, respectivamente) demonstrou que a forma intermediaria de CoxIV se acumula na
matriz mitocondrial, enquanto o intermediario de Ripl é corretamente inserido na membrana
mitocondrial interna (ISAYA et al.,, 1994) (BECKMANN et al., 1989; DOWHAN et al.,

1985). Posteriormente, Nett e Trumpower (1999) demonstraram que ambas as formas
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intermediaria e processada de Ripl sdo funcionais sendo corretamente incorporadas no
complexo respiratério IlI.

Evidéncias indicam que as clivagens catalisadas por Icp55 e Octl possuem um
importante papel na estabilidade das proteinas-alvo na matriz mitocondrial (Vogtle et al.
2009; 2011). Os intermediarios gerados pela clivagem de MPP sdo instaveis e a posterior
remocdo de aminodcidos catalisada pelas enzimas lcp55 e Octl convertem os polipeptideos
em produtos proteicos mais estaveis (HARBAUER et al., 2014; MOSSMANN et al., 2012;
VOGTLE et al., 2009; VOGTLE et al., 2011).

A hipétese do aumento da estabilidade proteica parece ter relagdo com a regra N-
terminal (N-end rule) da protedlise de proteinas citosolicas (VARSHAVSKY, 2008). A regra
N-terminal foi inicialmente descrita para proteinas da levedura Saccharomyces cerevisiae
através de estudos demonstrando que a estabilidade de proteinas geradas artificialmente era
diretamente relacionada com a natureza do aminoacido N-terminal (BACHMAIR et al., 1986;
BACHMAIR; VARSHAVSKY, 1989). Estudos posteriores revelaram que o0 sistema
proteolitico ubiquitina-proteassomo é o responsavel pelo reconhecimento e degradacdo dessas
proteinas citosdlicas (DOUGAN et al., 2012; TASAKI et al., 2012) (Figura 8). Embora no
sistema citosolico as proteinas responsaveis pela regra N-terminal tenham sido identificadas,
no sistema mitocondrial os componentes responsaveis pelas modificacdes pds-traducionais
dos aminoacidos e degradacdo das proteinas alvos ainda s&o pouco caracterizados (VOGTLE
et al., 2011). De qualquer forma, a composicdo de amino&cidos na regido N-terminal parece
afetar a estabilidade das proteinas-alvo no citosol e na mitocondria de forma similar
(VOGTLE et al., 2009; 2011).

O aminoécido N-terminal responsavel por uma elevada taxa de degradacdo proteica é
denominado aminoacido desestabilizante. Aminoacidos desestabilizantes presentes na regiao
N-terminal sdo conhecidos como marcas de degradacdo ou simplesmente N-degrons. Alem do
aminoacido desestabilizante os N-degrons sdo constituidos por um residuo de lisina presente
na regido interna da proteina e outro residuo de lisina na regido N-terminal desestruturada
(BACHMAIR; VARSHAVSKY, 1989; PRAKASH et al., 2004; SUZUKI; VARSHAVSKY,
1999; VARSHAVSKY, 1996).

Durante a sintese das proteinas, os N-degrons ndo estdo presentes, surgindo no
decorrer da vida da proteina, como parte de um processo regulado de degradacdo. Os
mecanismos moleculares pelo qual os N-degrons sdo gerados permanecem pouco entendidos.

Durante a criacdo de um N-degron, os aminoacidos N-terminais sdo convertidos
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sequencialmente em desestabilizadores terciarios,
KWON, 2010; SRIRAM et al., 2011) (Figura 8).

Em Saccharomyces cerevisiae, a geracdo de um N-degron em proteinas citosélicas

secundarios e primarios (SRIRAM;

inicia-se com a desaminacdo dos aminoacidos desestabilizadores terciarios asparagina e
glutamina, catalisada pela enzima Ntal (N-terminal amidase) (BAKER; VARSHAVSKY,
1995). Os aminoacidos gerados, aspartato e gluatamato, sdo considerados desestabilizadores
secundarios. Estes por sua vez, sdo convertidos em desestabilizadores primarios através de
uma reacdo de arginilacdo catalisada pela enzima Atel (arginyl-tRNA-protein transferase 1)
(BALZI et al., 1990). O residuo de arginina € um aminoacido desestabilizador primério e

caracteriza o término da geragdo do N-degron.
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Figura 8. Representacdo esquematica da geracdo de um N-degron em Saccharomyces
cerevisiae. A proteina direcionada a degradacdo esta representada por uma esfera laranja. A geragdo
do N-degron inicia com a desaminagdo dos aminoécidos desestabilizadores terciarios glutamina e
asparagina catalisada pela enzima Ntal. A desaminacdo gera os aminoacidos desestabilizadores
secundarios aspartato e glutamato, aos quais sdo posteriormente convertidos no desestabilizador
primario arginina, através de uma reacdo de arginilagdo catalisada pela enzima Atel. A etapa de
degradacdo inicia-se com a ubiquitinagcdo do N-degron catalisada por uma enzima E3 ligase conhecida
como N-recognina Ubrl. A ubiquitinacdo encaminha o polipeptideo para a degradacdo através do
sistema proteolitico proteassmo. Além da arginina, outros aminoacidos sdo desestabilizadores
primarios. Eles podem ser agrupados em duas classes: N-degrons da classe 1 — engloba aminoécidos
carregados positivamente, H, L e R; N-degrons da classe 2 — engloba aminoacidos hidrofébicos
volumosos, F, L, W, I e Y. FONTE: Adaptado de Sriram et al. (2011).
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O processo de degradagdo de proteinas citosolicas envolve o reconhecimento do N-
degron através de uma enzima denominada N-recognina Ubrl(ubiquitin ligase N-recognin 1).
Esta € uma enzima E3 ligase que catalisa a ligacdo de uma cadeia de ubiquitina no residuo de
lisina presente no interior da proteina alvo (BACHMAIR et al., 1986; BARTEL et al., 1990;
VARSHAVSKY, 1996). Uma vez formada, a cadeia de ubiquitina serd reconhecida pelo
sistema proteolitico proteassomo, ao qual ira degradar o polipeptideo alvo (DOHMEN et al.,
1991). Além da arginina e da lisina ubiquitinada, Ubrl é capaz de reconhecer outros
aminoacidos desestabilizadores primarios que constituem os N-degrons da classe 1 e 2
(BYRD et al., 1998; DU et al., 2002).

A regra N-terminal para estabilidade de proteinas citosolicas esta presente em todos 0s
organismos examinados, incluindo a levedura, mamiferos, plantas e bactérias. No entanto,
cada organismo possui um conjunto de aminoacidos desestabilizadores caracteristicos
(SRIRAM et al., 2011; TASAKI et al., 2012).

Baseado na hipdtese da regra N-terminal, Vogtle et al. (2009, 2011) propuseram que a
clivagem de proteinas da matriz mitocondrial por MPP cria regides N-terminais contendo
aminoacidos desestabilizadores. Por outro lado, as clivagens catalisadas pelas enzimas Icp55
e Octl geram proteinas com amino&cidos estabilizadores na regido N-terminal. Dessa forma,
embora a regra do N-terminal apresente semelhancas para proteinas citosélicas e
mitocondriais, 0s mecanismos subjacentes parecem ser bastante distintos.

No entanto, para um total de 39 proteinas substratos de Icp55 e 18 de Octl, apenas 6
proteinas foram experimentalmente analisadas (3 proteinas substratos de Icp55 - Acol, Atp3 e
Tim21 e 3 de Octl — CoxlV, Ripl e Mdhl). Além disso, o significado fisioldgico das
clivagens de Icp55 e Octl, bem como os mecanismos envolvidos no ganho de estabilidade

gerado pela acdo dessas proteases, ndo estdo claros.

1.2.3 O mecanismo de importacao acoplado a processo oxidativo

O mecanismo de importacdo acoplado a processo oxidativo é responsavel pela
importacdo de grande parte das proteinas solUveis para o0 espaco intermembrana (Figura 9).
Ao contrario das proteinas de matriz, que possuem a pressequencia, o sinal de importacdo
dessas proteinas é composto por residuos de cisteinas altamente conservados presentes no
interior das sequéncias proteicas (FISCHER; RIEMER, 2013; HERRMAN; RIEMER, 20103;
HERRMANN; RIEMER, 2012; HERRMANN; RIEMER, 2014; RIEMER et al., 2009;
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RIEMER et al., 2011). Durante o processo de importacdo esses residuos sdo oxidados,

originando a formacao de ligacGes dissulfetos.
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Figura 9. Representacdo esquematica do mecanismo de importacédo acoplado a processo
oxidativo. A grande maioria das proteinas sollveis do espago intermembrana possuem residuos de
cisteinas altamente conservados presentes no interior das suas sequéncias. As proteinas precursoras
sdo sintetizadas no citosol e seus residuos de cisteinas devem ser mantidos na forma reduzida (Cys-
SH). Apos serem translocadas através do complexo TOM, os precursores sao reconhecidos pela oxido-
redutase Mia40 que se encontra na forma oxidada (1). Um dos residuos de cisteinas do precursor faz
um ataque nucleofilico na ligacdo dissulfeto de Mia40, originando um intermediario misto Mia40-
precursor (2). O intermediario misto é resolvido pelo ataque de outra cisteina da proteina-alvo ao
dissulfeto misto, originando dissulfeto intramolecular no precursor (3), liberando Mia40 na sua forma
reduzida e o substrato oxidado na sua forma madura (4). Mia40 é reoxidada através da a¢éo da flavo-
enzima Ervl (5). Os elétrons de Mia40 sdo inicialmente transferidos para 0 motivo CxxC altamente
conservado de Ervl. Em seguida, o cofator FAD presente na molécula de Ervl reoxida o motivo
CxxC. Os elétrons do cofator FAD podem seguir dois possiveis caminhos: eles podem ser transferidos
diretamente para o oxigénio molecular originando peroxido de hidrogénio (H,O,) (6) ou serem
langados na cadeia respiratoria através da proteina citocromo c¢ (7). IV — complexo respiratério IV, ME
— membrana externa, Ml — membrana interna. FONTE: Adaptado de Schmidt et al. (2010).

Os precursores proteicos sdo inicialmente translocados atraves do complexo TOM
presente na membrana externa. Durante a translocacdo os precursores s&éo mantidos em uma

conformacdo desenovelada com os residuos de cisteinas na forma reduzida (tiél — Cys-SH).
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Apds emergirem no espago intermembrana, 0s precursores sdo reconhecidos pela oxido-
redutase Mia40 (mitochondrial IMS import and assembly) (CHACINSKA et al., 2004;
FISCHER; RIEMER 2013; SCHMIDT et al., 2010). Nesta etapa, 0 anion tiolato (Cys-S’) de
um dos residuos de cisteina da proteina precursora faz um ataque nucleofilico na ligacédo
dissulfeto de Mia40, originando uma ligacdo dissulfeto intermolecular mista entre a proteina
precursora e Mia40 (BIEN et al., 2010; MESECKE et al., 2005). A formacdo dessa ligacéo
dissulfeto garante o aprisionamento das proteinas no espaco intermembrana, evitando assim o
retorno (backslidin) para o citoplasma (BANCI et al., 2010; BRAGOSZEWSKI et al., 2015;
FISCHER; RIEMER, 2013).

A interacdo entre Mia40 e a proteina precursora é desfeita através da formacao de
ligacdes dissulfetos intramoleculares na molécula precursora. Desta forma, Mia40 € liberada
na sua forma reduzida enquanto o precursor é oxidado para sua forma oxidada e totalmente
processada (BIEN et al., 2010; CHACINSKA et al., 2004; FISCHER; RIEMER, 2013;
GRUMBT et al., 2007; MESECKE et al., 2008; MILENKOVIC et al., 2007; SIDERIS;
TOKATLIDIS, 2007; TERZIYSKA et al., 2009).

Para que o mecanismo de importacdo continue em funcionamento as moléculas
reduzidas de Mia40 precisam ser recicladas para sua forma oxidada. A oxidacdo de Mia40 é
catalisada por uma segunda proteina denominada Ervl (essential for respiration and viability
1) (BIEN et al., 2010). Ervl pertence ao grupo das flavoproteinas e, portanto, possui um
dominio de ligacdo a FAD (flavina adenina dinucleotideo) e um motivo CxxC altamente
conservado. O motivo CxxC encontra-se proximo ao FAD o que permite a transferéncia de
elétrons do motivo CxxC reduzido para o cofator FAD (COPPOCK; THORPE, 2005; FASS,
2008).

A oxidacdo de Mia40 ocorre atraves da transferéncia de seus elétrons para 0 motivo
CxxC de Ervl oxidado (BIEN et al., 2010). O motivo CxxC de Erv1 é entdo re-oxidado pelo
cofator FAD. A partir de FAD os elétrons que foram incialmente removidos das proteinas
substratos possuem dois possiveis destinos: eles podem ser transferidos diretamente para o
oxigénio molecular produzindo peréxido de hidrogénio (H,O,) ou serem lancados na cadeia
respiratoria através da molécula de citocromo ¢ (BIEN et al., 2010; BIHLMAIER et al., 2007;
KOEHLER; TIENSON, 2009).

Tem sido postulado que a transferéncia de elétrons de Ervl diretamente para o
oxigénio molecular pode gerar quantidades significativas de H,O, no espaco intermembrana
mitocondrial (KOEHLER; TIENSON, 2009).
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1.3 A producao de espécies reativas de oxigénio na mitocondria

O termo “espécies reativas de oxigénio” (EROs) é utilizado na descricdo de um
coletivo de espécies quimicas (com propriedades distintas) formadas pela redugcdo incompleta
do oxigénio molecular (D’ AUTREAUX; TOLEDANO, 2007). Portanto, sempre que possivel
é melhor a descri¢do individual de cada EROs em um dado sistema enzimatico ou celular
(WINTERBOURN, 2008; FORMAN et al., 2015).

A redugdo mono-eletrénica do O, produz o radical anion superoxido (O;7), uma
molécula com um tempo de meia-vida curto, que pode ser rapidamente convertido em H,O,
por uma reacdo de dismutacdo entre duas moléculas de O,", gerando uma molécula de H,O; e
outra de oxigénio molecular. A reacdo de dismutacdo pode ocorrer espontaneamente ou ser
catalisada enzimaticamente pela enzima superdéxido dismutase (SOD). O H,0O, é relativamente
estdvel com um tempo de meia-vida de aproximadamente 1ms em sistemas celulares.
Entretanto, na presenca de metais de transicdo reduzidos tais como Fe?* e Cu*, o H,0, é
parcialmente reduzido, originando o radical hidroxil (OH). Este é considerado um dos mais
potentes oxidantes, reagindo indiscriminadamente com diversas moléculas biologicas,
incluindo proteinas, lipideos e DNA (D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007).

Em condicdes fisioldgicas, as EROs sdo produzidas em uma ampla variedade de
processos bioldgicos, sendo a mitocdndria considerada a principal geradora dessas espécies e
0 O;" o precursor da maioria das EROs (ADAM-VISI; CHINOPOULOQS, 2006; BALABAN
et al., 2005; BRAND, 2010; FIGUEIRA et al., 2013; HOLMSTROM; FINKEL, 2014;
KOWALTOWSKI et al., 2009; MURPHY, 2009) (Figura 10).

Dentro da cadeia respiratoria, 0s principais centros geradores de O," sdo 0s sitios de
ligacdo da ubiquinona dos complexos respiratorios | e 11l e 0s grupos prostéticos flavina do
complexo | (BLEIER et al., 2015; BRAND, 2010; DROSE et al., 2014; KOOPMAN et al.,
2010; KOWALTOWSKI et al., 2009; SUN; TRUMPOWER, 2003; TURRENS, 2003).
Saccharomyces cerevisiae ndo possui 0 complexo respiratério I. No entanto, suas NADH
desidrogenases externas (Ndel e Nde2) e interna (Ndil) também estdo envolvidas na geracéo
de O,” (FANG; BEATTIE, 2003; GOMES, et al., 2012).

A geracdo do O no interior da mitocdndria parece ser um processo regulado, e as
EROs mitocondriais (mtEROs) podem desempenhar funcdes benéficas e maléficas
(FIGUEIRA et al.,, 2013). Assim, o H,O, pode atuar como uma molécula sinalizadora,
modulando direta ou indiretamente a atividade de proteinas através da oxidacdo de residuos
de cisteinas especificos (D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; HAMANAKA; CHANDEL,



35

2010; HOLMSTROM; FINKEL, 2014; MURPHY et al., 2011; MURPHY, 2012; NETTO;
ANTUNES, 2016; RHEE et al., 2005; RIEMER et al., 2015; VEAL., et al., 2007).
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Figura 10. Representacdo esquematica dos principais sitios geradores do radical anion
superdxido da cadeia respiratoria de Saccharomyces cerevisiae. As pontas das setas pretas
indicam o fluxo de elétrons através dos componentes da cadeia respiratéria mitocondrial. As setas
vermelhas indicam a geracdo do O,". Os principais sitios de geracdo do O,” séo o sitio de ligacdo da
ubiquinona do complexo I1l e as enzimas contendo fladvina NADH desidrogenases Ndel/2 e Ndil. O
O," € rapidamente dismutado (reacdo 1) a H,O, e oxigénio molecular. Na presenca de metais de
transicéo reduzidos, tais como o Fe?*, o H,0, é parcialmente reduzido (reacéo 2 - também conhecida
como reacdo de Fenton) originando o OH. O H,0, tem a propriedade de se difundir através das
membranas mitocondriais (ndo demonstrado) devido a auséncia de cargas. Além disso, ele pode
facilmente se difundir através dos canais de porina presentes na membrana mitocondrial externa
(reacdo 3). NDE1/2 — NADH desidrogenase externa 1/2, NDI1 — NADH desidrogenase interna 1, 1l —
complexo respiratdrio 11, 111 — complexo respiratorio 111, IV — complexo respiratério 1V, Q — coenzima
Q, cytc — citocromo c. FONTE: Adaptado de Herrero et al. (2008).

Por outro lado, a produgdo excessiva de mtEROs gera danos em biomoléculas e isto
tem sido relacionado com o desenvolvimento e progressdo de uma série de doencas, incluindo
0 cancer, diabetes, doencas inflamatdrias e doencas neuro-degenerativas (HAMANAKA;
CHANDEL, 2010; ITOH et al., 2013; KOWALTOWSKI et al., 2009; LARSSON, 2010;
MARTIN, 2010; MISHRA; CHAN, 2014). Dessa forma, os niveis de EROs mitocondriais
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precisam ser estritamente controlados de forma a garantir o funcionamento adequado da
mitocondria (MARI et al., 2013).

1.4 Sistemas antioxidantes na mitocondria de Saccharomyces cerevisiae

Para controlar os niveis de EROs e manter a funcionalidade adequada, a mitocondria
contem uma série de sistemas enziméticos que atuam diretamente na eliminacdo dessas

espécies.

1.4.1 Superdxidos Dismutases (SODs)

As enzimas superdxido dismutases (SODs) convertem o O, em oxigénio molecular e
H,O,, o0 qual pode posteriormente ser reduzido a 4gua pela acdo das catalases e peroxidases
(discutido posteriormente). A atividade catalitica das SODs requer a participacdo de um metal
(FRIDOVICH, 1995). As celulas de Saccharomyces cerevisiae expressam duas SODs: uma
citosolica dependente de cobre e zinco, conhecida como Sodl, e uma mitocondrial
dependente de manganés, denominada Sod2 (CULOTTA et al., 2006).

A enzima Sod2 localizada na matriz mitocondrial, desempenha um papel central na
detoxificacdo do O, gerado pela cadeia respiratéria mitocondrial. De fato, o mutante nulo
ASOD?2 apresenta um severo defeito de crescimento sob condi¢des respiratdrias (GUIDOT et
al., 1993; van LOON et al., 1986). Apesar de Sod1 ter sido classicamente descrita como uma
enzima citosolica, Sturtz et al. (2001) demonstraram que uma pequena fracdo da enzima
também se localiza no espaco intermembrana mitocondrial, desempenhando um importante

papel na protecdo contra os danos oxidativos nesse compartimento.

1.4.2 O sistema glutationa mitocondrial

A glutationa (GSH) é um tripeptideo contendo tiol e que esta presente em elevadas
concentracfes na maioria dos organismos (MEISTER; ANDERSON, 1983). Muitas funcGes
tém sido propostas para a GSH em uma variedade de processos celulares incluindo transporte
de aminoéacidos, sintese de &acidos nucléicos e proteinas, sintese de grupos ferro-enxofre e
detoxificacdo de agentes xenobidticos e carcinogénicos (JAMIESON et al., 1998; MORANO
et al., 2012; PENNINCKX et al., 1993; TOLEDANO et al.,, 2013). Cabe destacar o
envolvimento de GSH no metabolismo das EROs, desempenhando uma importante funcdo na

manutencdo do estado de oxido-reducdo dos grupos sulfidrilas (-SH) proteicos (CARMEL-
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HAREL; STORZ, 2000; DEPONTE, 2013; GRANT et al., 1996) que estd diretamente
relacionado a este trabalho.

Em Saccharomyces cerevisiae e na maioria dos eucariontes, GSH é sintetizada
unicamente no citoplasma através da acao sequencial das enzimas Gshl (Y-glutamylcysteine
synthetase) e Gsh2 (glutathione synthase) (GRANT et al., 1997; OHTAKE; YABUCHI,
1991). Apds sua sintese, GSH ¢é distribuida para varios compartimentos celulares, incluindo
nucleo, reticulo endoplasmatico e mitocondria (TOLEDANO et al., 2013).

GSH ¢é um componente essencial para a levedura. Células que ndo possuem GSH
(obtidas através da delecdo do gene GSH1) sdo invidveis, porém sdo capazes de crescer
devido a adicdo exdgena de GSH ao meio de cultivo (GRANT et al., 1996; STEPHEN;
JAMIESON, 1996). A natureza essencial de GSH parece estar relacionada com a sua funcéo
na maturacdo dos grupos ferro-enxofre que sdo sintetizados na matriz mitocondrial e atuam
como co-fatores de enzimas essenciais da célula de levedura (KUMAR et al., 2011; SIPOS et
al., 2002; TOLEDANO et al., 2013).

O papel de GSH no metabolismo das EROs esta centrado no grupo sulfidrila (-SH) do
seu residuo de cisteina que, por exemplo, fornece elétrons para a reducdo de ligacGes
dissulfeto de proteinas antioxidantes, como as enzimas glutationa peroxidases e
glutarredoxinas  (discutidas  posteriormente) (CARMEL-HAREL; STORZ, 2000;
FRIDOVICH, 1989). Ao realizar essas funcdes, a GSH se oxida em GSSG. A redugdo de
GSSG é catalisada por uma flavo-enzima denominada glutationa redutase (Glrl) que recebe
seus elétrons do NADPH (DEPONTE, 2013; OUTTEN; CULOTTA, 2004). GSH também
reduz dissulfetos e &cidos sulfenicos (entre outras formas) que foram gerados em decorréncia
da acdo das EROs. A reacdo de GSH com um dissulfeto protéico gera um dissulfeto misto
entre uma molécula de GSH e a proteina, 0 que poderia proteger o grupo tiol protéico de
posteriores oxidacoes (SHELTON et al., 2005).

Apenas GSH é transportada para o interior da mitocéndria, sendo GSSG incapaz de
sair desse compartimento (GRIFFITH; MEISTER, 1985; OLAFSDOTTIR; REED, 1998).
Outten e Culotta (2004) demonstraram que a enzima glutationa redutase Glrl, além de estar
no citoplasma, também se localiza na matriz mitocondrial e atua na reducdo da GSSG desse
compartimento. A geracdo da isoforma mitocondrial a partir do Unico gene GLR1 é feita
através da utilizagdo de um sitio de inicio de traducdo alternativo, gerando assim uma
sequéncia de enderecamento mitocondrial (OUTTEN; CULOTTA, 2004).

Atualmente, ha controvérsias com relacdo as metodologias empregadas no célculo dos

valores dos potencias de oxido-reducdo do par redox GSH/GSSG presente nos diferentes
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compartimentos celulares. No entanto, ha um consenso de que a maior parte do pool de
glutationa do citoplasma encontra-se no estado reduzido. Valores de potencial de éxido-
reducdo do estado estacionario (E) que variam de Egsy = -286 mV a Egsy = -320 mV foram
reportados através do emprego de sondas redox, construidas a partir da fusdo de proteinas do
metabolismo redox com GFP (BRAUN et al., 2010; HU et al., 2008; KOJER et al., 2012,
MORGAN et al., 2011; OSTERGAARD et al., 2004).

Kojer et al. (2012) demonstraram que o pool de glutationa do citoplasma e espaco
intermembrana estdo cineticamente conectados, apresentando valores de potencial de 6xido-
reducdo de Egsy = -306 mV e Egsy = -301 mV, respectivamente. Segundo os autores, canais
de porinas presentes na membrana mitocondrial externa asseguram o rapido equilibrio do pool
de glutationa entre os dois compartimentos.

A maioria da glutationa presente na matriz mitocondrial também se encontra na forma
reduzida. No entanto, o pool de glutationa da matriz é regulado de maneira totalmente
independente do citoplasma e espago intermembrana (KOJER et al., 2012; KOJER; RIEMER,
2014; RIEMER et al., 2015). Kojer et al. (2012) reportaram um valor de potencial de 6xido-

reducdo de Egsy = -301 mV para o pool da matriz mitocondrial.

1.4.3 Sistema glutarredoxina mitocondrial

As glutarredoxinas (GRXs) sdo proteinas que atuam na reducdo de dissulfetos
proteicos ou dissulfetos mistos formados entre glutationa e proteina. A reacdo é dependente
de residuos de cisteinas altamente conservados presentes no interior do sitio ativo das GRXs
(FERNANDES; HOLMGREN, 2004; HERRERO et al.,, 2008; HOLMGREN, 1989;
TOLEDANO et al., 2007). A atividade oxido-redutase das GRXs é suportada pelo sistema
glutationa (discutido acima).

Durante o ciclo catalitico, as GRXs reduzem as ligacdes dissulfetos utilizando elétrons
de seus residuos de cisteinas. A GRX oxidada é entdo reduzida pela GSH que por sua vez foi
reduzida pelo NADPH em uma reacgéo catalisada pela glutationa redutase Glrl (DISCOLA et
al., 2009; HERRERO et al., 2008; HOLMGREN, 1989) (Figura 11).

GRXs podem catalisar reacdes através de dois mecanismos. No mecanismo
monotidlico, apenas um residuo de cisteina no sitio ativo participa da catalise. Ja no
mecanismo ditiolico, dois residuos de cisteinas do sitio ativo de Grx sdo necessarios. Reacoes

de reducdo de dissulfetos mistos entre glutationa e proteinas se processam pelo mecanismo
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monotiodlico de Grxs, enquanto reacdes de reducdo de ligacOes dissulfeto em proteinas se
processam pelo mecanismo ditidlico (FERNANDES; HOLMGREN, 2004).

Sistema tiorredoxina
NADP+ Trrox X Trxex Prxex R-OOH
NADPH X Trrred Trxred Prxred R-OH

Sistema glutarredoxina

NADP* Glrox GSH Grxox RSSR
NADPH X Glrred X GSSH Grxred 2RSH

Figura 11. Representacdo esquematica dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina. Em
ambos os sistemas, a fonte inicial do poder redutor é fornecido pela molécula de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH). As flavo-enzimas tiorredoxina redutase (Trr) e glutationa redutase
(Glr) inicialmente reduzidas pelo NADPH catalisam a reducdo de tiorredoxina (Trx) e glutationa
(GSH), respectivamente. Um dos principais substratos da tiorredoxina sdo as peroxirredoxinas. As
Prxs reduzem uma ampla variedade de peréxidos incluindo o H,O,. Por outro lado, as glutarredoxinas
sdo reduzidas pela glutationa, pois possuem sitios de ligacdo para esta molécula. As Grxs sdo capazes
de reduzir ligacBes dissulfetos em proteinas RSSR e também dissulfetos mistos formados entre
glutationa e proteinas. FONTE: Adaptado de Herrero et al. (2008).

Saccharomyces cerevisae possui cinco GRXs amplamente caracterizadas. As Grx1 e
Grx2 atuam pelo mecanismo ditidlico e estdo localizadas no citoplasma (FERNANDES;
HOLMGREN, 2004). Apesar de Grxl e Grx2 compartilharem 64% de identidade na
sequencia de aminoacidos, a atividade especifica de Grx2 é 15 vezes maior do que a de Grx1
(DISCOLA et al., 2009). Semelhante ao que ocorre com GIrl, Grx2 apresenta dupla
localizagdo entre o citoplasma e a mitocondria (PORRAS et al., 2006). Ambas as isoformas
sdo produzidas a partir do unico gene GRX2. A isoforma mitocondrial é gerada através de um

cédon de traducdo alternativo que permite a sintese de uma sequencia de enderecamento
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mitocondrial (PORRAS et al., 2006; PORRAS et al., 2010). Na mitocéndria, Grx2 possui
dupla localizacdo. Uma parte é encontrada na matriz mitocondrial de forma solGvel e a outra
na por¢édo externa da membrana mitocondrial externa (PORRAS et al., 2006).

Recentemente, Kojer et al. (2015) demonstraram que a isoforma citosolica de Grx2
desprovida da sequéncia de enderecamento mitocondrial também est4 presente em pequenas
quantidades no espaco intermembrana. Os autores demonstraram que Grx2 desempenha um
importante papel na formacdo das ligacbes dissulfeto das proteinas substratos da via de
importacéo acoplada a processo oxidativo (discutido no item 1.2.3).

Grx3 e Grx4 sdo enzimas monotiolicas localizadas no nicleo (MOLINA et al., 2004).
Ambas atuam na regulacéo da localizacdo nuclear do fator de transcricdo Aftl, responsavel
pela ativacdo de genes envolvidos no metabolismo do ferro (OJEDA et al., 2006; PUJOL-
CARRION et al., 2006).

Grx5 é uma enzima monotidlica localizada na matriz mitocondrial que possui um
papel central nos estagios finais da biogénese dos grupos ferro-enxofre (MUHLENHOFF et
al., 2003; RODRIGUEZ-MANZANEQUE, et al., 2002). A auséncia desta enzima
desencadeia um acumulo de ferro na mitocondria e uma diminuicdo nas atividades de enzimas
que contém grupamentos ferro-enxofre (RODRIGUEZ-MANZANEQUE et al., 2002).

1.4.4 Sistema tiorredoxina mitocondrial

As tiorredoxinas (Trxs) sdo tidl-dissulfeto oxido-redutases de baixo peso molecular
(12-13kDa) que reduzem ligacdes dissulfetos em proteinas como enzimas e fatores de
transcricdo. De forma semelhante as GRXs, a atividade oxido-redutase das TRXs é baseada
em residuos de cisteinas altamente conservados presentes no sitio ativo das enzimas
(HERRERO et al., 2008; HOLMGREN, 1989; RIETSCH; BECKWITH, 1998; TOLEDANO
et al., 2007). Diferentemente das Grx, as Trxs ndo apresentam sitios de ligacdo a GSH
(NETTO et al., 2016).

Algumas enzimas foram descritas como substratos das TRXs, incluindo a
ribonucleotideo redutase (RNR) (necessaria para a sintese de dNTP, componentes do DNA),
a 3’-fosfoadenosina 5’fosfosulfato redutase (PAPS, necessaria para a assimilagdo de enxofre),
as tiorredoxinas peroxidases ou peroxirredoxinas (discutidas posteriormente) e fatores de
transcricdo como NF-kB (CAMIER et al., 2007; KOC et al., 2006; MULLER, 1991; QIN te
al., 1995).
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Durante o ciclo catalitico, as Trxs reduzem ligacBes dissulfeto de proteinas alvo,
utilizando elétrons de seus residuos de cisteinas. A Trx oxidada é entdo reduzida por uma
flavo-enzima conhecida como tiorredoxina redutase (Trr). Esta possui uma funcdo semelhante
a glutationa redutase, no qual sua atividade é suportada por elétrons fornecidos pelo NADPH.
Porém, ao contrério de Glr que reduz a glutationa, Trr catalisa a redugdo de Trx (Figura 11).

Saccharomyces cerevisiae possui duas Trxs (Trx1 e Trx2) e uma Trr (Trrl) citosolicas
(GAN, 1991). Nosso grupo estudou o sistema tiorredoxina citosélico e mostrou que Trrl é
muito especifica para a reducdo de Trxs de levedura em relacdo a Trxs humanas e bacterianas
(Oliveira et al., 2010). Em adigéo, a levedura S. cerevisiae possui um sistema tiorredoxina
mitocondrial completo, composto pela tiorredoxina Trx3 e pela tiorredoxina redutase Trr2
(PEDRAJAS et al., 1999). O sistema Trx mitocondrial parece atuar preferencialmente na
protecdo contra o estresse oxidativo gerado em decorréncia da producdo de EROs
mitocondriais ja que, até o momento, o Unico alvo identificado é a Prx1, uma Prx
mitocondrial que é alvo do presente estudo. No entanto, Trr2 parece apresentar uma funcéo
antioxidante independente de Trx3, uma vez que o mutante nulo ATTR2 é extremamente
sensivel ao estresse oxidativo quando comparado com o mutante ATRX3 que nao apresenta
nenhuma sensibilidade (PEDRAJAS et al., 2000; TROTTER; GRANT, 2005).

Um estudo do proteoma do espago intermembrana da mitocondria de levedura
demonstrou que as enzimas Trrl e Trx1 também se localizam nesse compartimento, além de
estarem presentes no citosol. No entanto, ndo foi demonstrado o mecanismo molecular de
importacdo nem o papel que essas proteinas desempenham no equilibrio redox da mitocéndria
(VOGTLE et al., 2012).

1.4.5 Peroxidases mitocondriais

As peroxidases compreendem um diverso grupo de enzimas capazes de reduzir
perdxidos organicos e inorganicos utilizando-se de residuos de cisteina reativos (“Cys-based
peroxidases”) ou grupos heme (“heme-based peroxidases™).

No espago intermembrana da mitocondria da levedura existe uma peroxidase com
atividade baseada em grupo heme que catalisa a reducdo do H,O,, conhecida como citocromo
c peroxidase (Ccpl). Ccpl é reduzida por elétrons derivados do ferro presente na molécula de
citocromo ¢, um dos componentes da cadeia respiratoria mitocondrial. Recentemente, Ccpl
foi demonstrada ser um componente essencial para o crescimento de uma linhagem que nédo

possui 8 peroxidases (48 strain — delegdo das 5 peroxiredoxinas e 3 gluationa peroxidases,



42

descritas posteriormente) (KAYA et al., 2015). Linhagens 48 apresentaram aneuploidia do
cromossomo Xl e a consequente superexpressao do gene CCP1, presente neste cromossomo,
parece ser um fator compensatorio importante. A superexpressao de Ccpl aliviou o estresse
oxidativo causado pela deficiéncia das 8 peroxidases, suportando o crescimento da linhagem
A8. Esses resultados também sugerem um papel central da mitocéndria na manutencdo da
homeostase redox celular.

No caso das peroxidases com atividade baseada em residuos de cisteina, o substrato
redutor € em geral um tidl como GSH ou Trx. Com base no substrato redutor, essas
peroxidases sdo divididas em duas familias: glutationa peroxidases, que utilizam
principalmente a glutationa, e tiorredoxina peroxidases (também conhecidas como
peroxirredoxinas) que utilizam principalmente Trx como redutores (FLOHE et al., 2011;
HERRERO et al., 2008).

As enzimas glutationa peroxidases (GPXs) reduzem o H,0, e outros hidroper6xidos
organicos, tais como hidroperdxidos de acidos graxos, utilizando o poder redutor fornecido
pela molécula de glutationa (HERBETTE et al., 2007; MARGIS et al., 2008; MORANO et
al., 2012). Existem duas principais classes de enzimas GPX: GPX classicas e fosfolipideo
hidroperoxido GPX (PHGPX - phospholipid hydroperoxide GPXSs).

As GPX cléssicas sdo tetraméricas, solliveis e atuam na reducdo de hidroperoxidos
organicos e inorganicos. Por outro lado, as PHGPXs sdo geralmente monoméricas e
encontram-se aderidas as membranas celulares. Além de hidroperoxidos sollveis, elas
reduzem hidroperoxidos de lipideos derivados da peroxidacdo lipidica (HERRERO et al.,
2008; ROVERI etal., 1994).

As GPXs foram classicamente descritas em humanos, no qual 0 seu mecanismo
catalitico envolve ciclos de oxidacao-reducdo do grupo tiol presente no sitio ativo (FLOHE et
al., 1973). No entanto, para a maioria das GPXs humanas (Gpx1, Gpx2, Gpx3 e Gpx4) o
grupo tiol é substituido por um aminoécido incomum, a selenocisteina. Ap6s a reducdo do
hidroperoxido, a selenocisteina oxidada é reduzida pela molécula de GSH (HERBETTE et al.,
2007; VEAL et al., 2007).

Estudos iniciais indicaram que a levedura expressa trés GPXs, denominadas Gpx1,
Gpx2 e Gpx3 (INOUE et al., 1999). Posteriormente, foi demonstrado que as trés enzimas séo
da classe PHGPXs, apresentando atividades contra hidroperdxidos sollveis e lipidicos
(AVERY; AVERY, 2001). Nenhuma das trés PHGPXs tem selenocisteina e a atividade
peroxidasica esta baseada em residuos de Cys. Curiosamente, ao contrario das GPXs humanas

que sdo reduzidas por glutationa, as enzimas de levedura sdo preferencialmente reduzidas por
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tiorredoxina (DELAUNAY et al., 2002; MORANO et al., 2012; OHDATE et al., 2010;
TANAKA et al., 2005).

Com relacdo a localizacdo sub-celular, as trés enzimas GPXs estdo presentes no
citoplasma aparentemente atuando na protecdo contra a peroxidacao lipidica e resisténcia
contra metais pesados (AVERY; AVERY, 2001; AVERY et al., 2004; BASU et al., 2004;
INOUE et al., 1999). Gpx3 também possui um importante papel atuando como um sensor e
transdutor da resposta ao estresse oxidativo mediada pelo fator de transcricdo Yapl
(D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; DELAUNAY et al., 2002).

Ukai et al. (2011) demonstraram que Gpx2 apresenta dupla localizagdo, sendo
encontrada no citoplasma e na mitocéndria. Na mitocondria a enzima encontra-se associada
com a membrana externa (com face voltada para o citoplasma) e interna (com face voltada
para a matriz).

De maneira semelhante, Vogtle et al. (2012) demonstraram através de um estudo
protedmico que Gpx3 também se localiza no espaco intermembrana. No entanto, o papel
dessa peroxidase nesse compartimento ainda ndo foi avaliado.

Outro grupo de peroxidases com atividade baseada em cisteina, as peroxirredoxinas
(Prxs), catalisam a reducéo de diversas moléculas de peroxido, incluindo H,O,, peroxinitrito
(OONO)) e hidroperoxidos organicos (ROOH) (NELSON et al., 2011). As Prxs sdo enzimas
muito abundantes e possuem elevada eficiéncia catalitica apresentando constantes de
velocidade de segunda ordem que variam entre 10° a 108 M s* (OGUSUCU et al., 2007;
PARSONAGE et al., 2005; PESKIN et al., 2007; TOLEDO et al., 2011; TRUJILLO et al.,
2007). Além da abrangéncia de substratos, as Prxs estdo presentes em diversos
compartimentos celulares como mitocéndria, ndcleo, reticulo endoplasmatico e citosol
(PARK et al., 2000; RHEE et al., 2012). Tais propriedades indicam que as Prxs desempenham
um importante papel na protecdo das células contra os danos oxidativos gerados pelas EROs
(SENA; CHANDEL, 2012).

Todas as peroxirredoxinas conhecidas possuem um residuo de cisteina altamente
conservado presente no sitio ativo da enzima. Este residuo, denominado cisteina peroxidasica
(Cp), reage diretamente com o substrato perdxido durante a catalise enziméatica (CHAE et al.,
1994a; CHOI et al., 1998; FLOHE et al., 2011; HALL et al., 2011; KIM et al., 1988;
NELSON et al., 2011; RHEE; WOO, 2011).

No inicio do ciclo catalitico o residuo de cisteina peroxidasica (Cp) encontra-se na
forma desprotonada (RS"), denominado tiolato. A catalise inicia-se com o ataque nucleofilico

do tiolato da Cp & molécula de perdxido liberando o alcool correspondente (agua no caso do
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H,O,), enquanto que a Cp torna-se oxidada para a forma de &cido sulfénico (Cp-SOH)
(FLOHE et al., 2011; HALL et al., 2011) (Figura 12).
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Figura 12. Representacdo esquematica do ciclo catalitico da peroxirredoxina Tsal, um
representante do grupo das 2-Cys-Prxs. A unidade catalitica da enzima ¢ um homodimero
organizado de forma anti-paralela. Cada mondmero possui dois residuos de cisteinas altamente
conservados, denominados cisteina peroxidasica Sy € cisteina de resolugédo Si). No inicio do ciclo
catalitico, a forma desprotonada do residuo de cisteina peroxidasica S’y de um dos mondmeros reduz
0 H,0, liberando uma molécula de agua. Durante a reacdo, S™é oxidada para forma de acido sulfénico
(Cys-SOH). O residuo de cisteina de resolugdo S, do segundo mondmero reage com o acido
sulfénico gerando uma ligacédo dissulfeto inter molecular entre os dois residuos de cisteinas. A ligacao
dissulfeto é posteriormente reduzida pela proteina tiorredoxina 1 (Trx1). O &cido sulfénico também
pode reagir com uma segunda molécula de peréxido originando o acido sulfinico (SO,H). Esta
representa a forma superoxidada da enzima. O &cido sulfinico pode ser reduzido pela proteina
sulferredoxina (Srx) em uma reacdo dependente de ATP ou ainda reagir com outra molécula de
peroxido originando o acido sulfénico e assim, inativando completamente a enzima. FONTE:
Adaptado de D’ Autréaux e Toledano (2007).

O é&cido sulfénico gerado é posteriormente reduzido e o mecanismo pelo qual isso
ocorre diferencia as Prxs em dois grupos (NETTO et al., 2007; WOOD et al., 2003a, WOOD
et al., 2003b). No grupo das 2-Cys-Prxs um segundo residuo de cisteina presente na propria
molécula de Prx, denominado cisteina de resolucdo (Cg), reage com o acido sulfénico da Cp
liberando uma molécula de agua e originando uma ligacao dissulfeto entre os dois residuos de
cisteinas (CHAE et al., 1994a; CHAE et al., 1994b; HALL et al., 2011; NETTO et al., 2007)

(Figura 12). Ja no grupo das 1-Cys-Prx uma segunda proteina ou até mesmo uma molécula de
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baixo peso molecular é quem reage com o &cido sulfénico da Cp. Isto é decorrente do fato das
1-Cys-Prx ndo possuirem a cisteina de resolucdo (NETTO et al., 2007) (Figura 13).

Para o grupo das 2-Cys-Prxs, o dissulfeto formado entre os residuos de Cp e Cr €
posteriormente reduzido na maior parte dos casos por Trx. Fazendo isto, a Trx torna-se
oxidada enquanto a Prx é reciclada para sua forma reduzida, podendo assim iniciar um novo
ciclo catalitico (CHAE et al., 1994a) (Figura 12). O mecanismo de reducdo das 2-Cys-Prxs
catalisado pela proteina Trx tem sido amplamente caracterizado (HALL et al., 2011; NETTO
et al., 2007). Por outro lado, ha grande discussao em relacdo ao mecanismo de reducdo das 1-
Cys-Prx. A andlise da literatura revela uma ampla variedade de mecanismos (ver texto a

seguir para o caso de Prx1 de levedura).

1-Cys Prx
exemplo: Prx1 de S.c.

-
»SH-(Pixt)

H202
Trx3
GSH
ascorbato H:0

H,0, ? SH @ SO,H
SOH #
@ SH SH
osH~(eat) ()

Figura 13. Representacdo esquematica do ciclo catalitico da peroxirredoxina Prx1, um
representante do grupo das 1-Cys-Prxs. Assim como Tsal, a unidade catalitica béasica da
enzima é um homodimero organizado de forma anti-paralela. As enzimas do grupo 1-Cys-Prxs ndo
possuem o residuo de cisteina de resolucdo. Desta forma, o acido sulfénico gerado apés a reacdo da S”
) Com 0 peroxido precisa ser diretamente reduzido através de um composto contendo um grupo tiol.
H& grande discussdo na literatura com relacdo a natureza do composto que reduz Prx1 de levedura (ver
texto). Além de Trx3 e GSH que sdo compostos tidlicos, o ascorbato que ndo apresenta um grupo tiol
tém sido apontados como possiveis redutores de Prx1. Em principio, Prx1 também poderia sofrer
reacdo de superoxidagdo, porém os mecanismos moleculares envolvidos nesse processo permanecem
desconhecidos. FONTE: Adaptado de Wood et al. (2003b).
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1.5 Prx1 de Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui cinco peroxirredoxinas (Tsal, Tsa2,
Dot5, Ahpl e Prx1) localizadas em diferentes compartimentos celulares (HERRERO et al.,
2008; PARK et al., 2000; TOLEDANO et al., 2013). As enzimas Tsal, Tsa2 e Ahpl sdo
citoplasmaticas e Dot5 é nuclear.

Prx1, alvo de estudo do presente trabalho, se localiza na mitocondria e parece
desempenhar importante papel na redugcdo do H,O, gerado no interior dessa organela
(PEDRAJAS et al., 2000). Dentre as cinco Prxs de levedura ela é a Gnica do grupo das 1-Cys-
Prxs e, conforme salientado acima, 0 mecanismo envolvido na reducdo do acido sulfénico, e
consequente regeneragdo da enzima, permanece pouco entendido.

Segue-se a descri¢cdo dos mecanismos que atuam na reducéo de Prx1, propostos no
decorrer dos anos, apresentando contradi¢cdes entre si. Inicialmente, foi demonstrado que o
sistema Trx mitocondrial pode reduzir Prx1 (PEDRAJAS et al., 2000). Neste caso, 0 acido
sulfénico de Prx1 é reduzido diretamente pela proteina Trx3. Trx3 por sua vez é reduzida pela
Trr2 ao qual foi inicialmente reduzida pelo NADPH (Figura 11).

Posteriormente, Greetham e Grant (2009) demonstraram que o acido sulfénico de Prx1
pode também reagir com a glutationa (glutationilacéo), originando um dissulfeto misto Prx1-
GSH. Apos a etapa de gluationilacdo, o dissulfeto misto seria reduzido pela enzima Trr2
formando um intermediéario misto Prx1-Trr2. O intermediario seria posteriormente reduzido
por uma segunda molécula de glutationa, levando a regeneracdo da enzima. Portanto, nesse
modelo, Trx3 ndo desempenha nenhum papel no mecanismo de reducéo de Prx1.

O modelo apresentado acima foi contestado por Pedrajas et al. (2010) que salientaram
que Trr2 ndo possui um motivo de ligagdo a glutationa. Neste segundo trabalho, os autores
confirmaram que o acido sulfenico de Prx1 inicialmente reage com a gluationa. No entanto,
posteriormente, o dissulfeto misto de Prx1-GSH seria reduzido pela isoforma mitocondrial de
Grx2 e ndo por Trr2. Nesse novo modelo, Grx2 suportaria a atividade catalitica de Prx1 em
um sistema contendo NADPH, GSH e GIrl (PEDRAJAS et al., 2010).

O modelo de Pedrajas et al. (2010) ndo exclui a possibilidade de que o sistema Trr2 e
Tx3 também atue na reducdo de Prx1. Os autores demonstraram que as proteinas Trr2 e Trx3
funcionam melhor em pH proximo de 7. Por outro lado, o sistema GSH e Grx2 possui uma
maior atividade em pH proximo de 8. Nesse contexto, o sistema GSH e Grx2 poderia operar

em condigdes respiratérias (no qual o pH da matriz mitocondrial estaria mais alcalino em
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decorréncia da geracdo do potencial de membrana) enquanto o sistema Trx3 e Trr2 atuaria e
condicdes fermentativas (PEDRAJAS et al., 2010).

Recentemente, Pedrajas et al. (2016) apresentaram novos mecanismos envolvidos na
reducdo de Prx1, sem contextualizar com o modelo proposto anteriormente pelos proprios
autores (PREDAJAS et al., 2010). Ap6s Prx1 catalisar a reducdo do peroxido, o &cido
sulfénico formado poderia ser reduzido de duas maneiras (Figura 14). Em uma delas, ele
reagiria com a glutationa formando um dissulfeto misto Prx1-GSH, conforme anteriormente
reportado (GREETHAM; GRANT, 2009; PEDRAJAS et al., 2010). A deglutationilacdo de
Prx1 poderia ser entdo catalisada por Grx2 (PEDRAJAS et al.,, 2010) ou por Trx3
(PEDRAJAS et al., 2016). Os autores propdem que a etapa de deglutationilagdo de Prx1,
catalisada por Trx3, ocorre através de um mecanismo ditiodlico, com o envolvimento dos dois
residuos de cisteinas de Trx3.

O é&cido sulfénico formado também poderia reagir com outra cisteina de Prx1 (Cys-91
catalitica), originando uma ligacdo dissulfeto intermolecular. Os autores propdem que a
cisteina catalitica de um dos mondémeros de um dimero de Prx1 forme uma ligacédo dissulfeto
com outra cisteina catalitica de um mondmero de um segundo dimero. As ligac6es dissulfetos
poderiam ser formadas entre trés dimeros de Prx1, originando uma estrutura hexamérica. Para
0s autores, as ligacOes dissulfetos seriam mais facilmente reduzidas por Trx3, do que o &cido
sulfénico formado apds a reacdo com o perdxido. Isto explicaria a atividade peroxidésica de
Prx1 suportada pelo sistema Trr2 e Trx3 (PEDRAJAS et al., 2000), visto que o substrato
preferivel de Trx sdo ligagbes dissulfetos formadas nas Prxs. A formacdo das ligacdes
dissulfetos poderia proteger a enzima de sofrer inativacéo através da superoxidacao do &cido
sulfénico para acidos sulfinico e sulfonico (PEDRAJAS et al., 2016). Mais estudos sdo
necessarios para elucidar a catalise por Prx1 ja que a Cp de 1-Cys Prx esta bastante enterrada
na cadeia polipeptidica (CHOI et al., 1998) e nunca foi reportada uma ligacéo dissulfeto desse
tipo para essa classe de Prxs.

No decorrer dos trabalhos citados acima, Monteiro et al. (2007) propuseram que 0
composto ndo tidlico ascorbato (vitamina C) também € capaz de suportar a atividade
peroxidasica de Prx1 in vitro. Este trabalho representou uma mudanca de paradigma,
demonstrando pela primeira vez a reducdo de uma peroxirredoxina através de um redutor ndo
tiolico. Saccharomyces cerevisiae sintetiza um composto semelhante ao ascorbato
denominado eritroascorbato. A hipotese de que esse composto atua na reducgdo de Prx1 in vivo

ainda ndo foi avaliada (MONTEIRO et al., 2007). Entre outros aspectos, € necessario avaliar
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0os niveis de eritroascorbato em levedura em diferentes fases do ciclo de vida desse

microorganismo.

@ Peroxidagao
@ Resolucédo
@ Reciclagem

Prx1-SH

Prx1 S-S-Trx3

Prx1- SOH-———> Prx1-S-SG

Trr2  S-Trx3
S- Trx3 <___— \|

NADP* NADPH

Figura 14. Ciclo catalitico de Prx1 deduzido a partir dos dados apresentados no
trabalho de Pedrajas et al. (2016). Cada monomero de Prx1 é representado pela letra P grande
com a cisteina catalitica destacada nos diferentes estados de oxidagdo: forma sulfidrila reduzida SH,
acido sulfénico —SOH, ligacdo dissulfeto S-S e glutationilada —SSG. Cada etapa do ciclo catalitico é
indicada com um ndmero envolto em um circulo. As etapas com circulos destacados em cinza
representam reacdes mais favoraveis de acontecerem sob condi¢des fisioldgicas, com a glutationa
desempenhando um papel catalitico ou protetor durante a etapa de resolucdo do &cido sulfénico. O
sistema Trx desempenharia um papel proeminente na etapa de reciclagem da enzima para sua forma
reduzida. A reciclagem de Prx1 glutationilada catalisada por Trx3 ocorre pelo mecanismo ditiélico.
Nesse mecanismo, Trx3 reduzida forma um dissulfeto misto com Prx1 ao qual é posteriormente
resolvido pelo segundo residuo de cisteina de Trx3. Trx3 oxidada é entdo reduzida por Trr2 através de
elétrons fornecidos pelo NADPH.

Dada a profusdo de mecanismos cataliticos propostos, uma caracterizacdo cinética
rigorosa faz-se necessaria, além das determinagdes das concentracdes dos possiveis redutores

para melhor compreender as relevancias de cada um deles.
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Em relagdo ao padrdo de expressdo de Prx1, nosso grupo realizou uma caracterizagéo
detalhada sobre diferentes condi¢des de crescimento (MONTEIRO et al., 2002, MONTEIRO
et al., 2004). Na presenca de uma fonte de carbono fermentavel, tal como a glicose, a
expressdo de Prx1 é completamente inibida. O mecanismo pelo qual a glicose inibe a
expressdo de Prx1 é mediado pelos fatores de transcricdo Msn2/Msn4, de uma maneira
dependente das vias de sinalizagdo compostas por RAS-cAMP-PKA e TOR quinase
(MONTEIRO et al., 2002; MONTEIRO et al., 2004). Por outro lado, o crescimento sob uma
fonte de carbono respiratoria, como por exemplo, o etanol/glicerol, induz a expressao de Prx1.
O mesmo ocorreu quando as células de levedura foram submetidas ao tratamento com H,O5,
mesmo na presenca de glicose como fonte de carbono (MONTEIRO et al., 2002; PEDRAJAS
et al., 2000). Portanto, a inducdo por H,O, sobrepde-se a repressdao por glicose. Estes
resultados demonstram o envolvimento de Prx1 na protecdo contra o estresse oxidativo,
gerado através do metabolismo respiratorio.

Conforme salientado acima, diversas proteinas envolvidas no metabolismo das EROs
sdo direcionadas para os diferentes compartimentos da mitocéndria. No entanto, sabemos
muito pouco sobre 0os mecanismos de importacao dessas proteinas, bem como a regulacdo das
suas atividades enzimaticas in vivo.

Especificamente, apesar dos estudos demonstrarem que Prx1, Trr2 e Trx3 séo
direcionadas para a mitocondria (PEDRAJAS et al., 1999; PEDRAJAS et al., 2000), ndo
existem informac6es sobre a localizacdo dessas proteinas nos diferentes subcompartimentos
mitocondriais. Para saber se, de fato, o sistema tiorredoxina mitocondrial esta envolvido na
reducdo de Prx1 in vivo é preciso determinar a localizacdo e/ou o processamento dessas
proteinas durante o processo de importacdo mitocondrial.

A localizacdo celular de uma proteina fornece informacdes sobre o seu papel
fisiolégico in vivo. Ha poucas informacgdes sobre a fungcdo de Prx1 na manutencdo da

homeostase redox mitocondrial assim como na regulacdo de vias de sinalizagdo redox.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho ¢ a caracterizagdo funcional de Prx1 na manutencédo da
atividade mitocondrial. Para isso, incialmente procurou-se determinar a localizacdo
submitocondrial de Prx1 assim como o seu mecanismo de importacdo mitocondrial. O mesmo
foi feito para as enzimas Trx3 e Trr2, apontadas como possiveis redutores de Prx1 oxidada.
Finalmente, o envolvimento de Prx1 na manutencdo da homeostase redox mitocondrial foi
avaliado através da delecdo do gene PRX1 em combinacdo com outras oxido-redutases
mitocondriais.

A realizacdo deste trabalho € justificada pelo fato de que a mitocéndria desempenha
um papel central em diversos processos celulares e, portanto, a manutencdo da atividade
mitocondrial é fundamental para a homeostase celular. A disfun¢do mitocondrial tem sido
relacionada com a progressdo de diversas doencas, incluindo as neurodegenerativas. Devido
os danos oxidativos causados pelas EROs serem as principais causas da disfuncéo
mitocondrial, é relevante aprofundar o conhecimento sobre o papel que as enzimas do
metabolismo redox desempenham no controle dos niveis de EROs mitocondriais, assim como
no estado de oxido-reducdo de compostos contendo grupos tiois.

Grandes avancos na compreensdo da regulacdo do metabolismo das EROs foram
adquiridos com a utilizagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae. Sao diversas as vantagens
de se utilizar Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo: baixo custo de cultivo,
técnicas de manipulagdo genéticas amplamente padronizadas, (facilitando a construgdo de
mutantes nulos), ciclo de vida curto com alternancia de geracdes (hapldide e diploide) e
genoma conhecido (GOFFEAU et al., 1996). Alia-se a essas caracteristicas o fato da levedura
ser um microrganismo aerébico facultativo, bastando o seu metabolismo fermentativo para
sobreviver (OHLMEIER et al., 2004). Desta forma, variando-se a fonte de carbono do meio
de cultura entre ndo fermentavel e fermentavel é possivel analisar e comparar células em
processo respiratorio ativo com células respirando menos e, consequentemente, sob uma

menor producéo de EROs.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli

Quadro 1 - Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.

Linhagem Gendtipo Referéncia

BY4741 MATa; his3A 1, leu2A4 0; met154 0; ura3A 0; Invitrogen

BY47414PRX1 MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Invitrogen
PRX1::kanMX4

BY47414TRR2 MATa; his3A 1; leu2A 0; meti5A 0; ura3A4 0;| Invitrogen
TRR2::kanMX4

BY47414TRX3 MATa; his34 1; leu24 0; metl5A 0; ura34 0,| Invitrogen
TRX3::kanMX4

BY474140CT1I MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Invitrogen
OCT1::kanMX4

BY47414IMP] MATa; his34 1; leu2A 0; metl5A 0; ura34 0;| Invitrogen
IMP1::kanMX4

BY47414IMP2 MATa; his34 1; leu24 0; metl5A 0; ura34 0, | Invitrogen
IMP2::kanMX4

BYA741ATRR2/TRR2HA MATa; his34 1; leu2A 0; metl5A 0; ura34 0, | Este estudo
TRR2::kanMX4; LEU2, TRR2HA

BY47414PRX1/PRX1IWT MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Este estudo
PRX1::kanMX4; LEU2, PRXIWT

BY47414PRX1/PRX1C38S MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Este estudo
PRX1::kanMX4; LEU2, PRX1C38S

BY47414PRX1/PRX1C91S MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Este estudo

PRX1::kanMX4; LEU2, PRX1C91S

BY47414PRX1/TEF1PRX16His | MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 O0;| Este estudo
PRX1::kanMX4; LEU2, TEF1/PRX1-6His

BYA47414TRX34APRX1 MATa; his34 1; leu2A 0; metl5A 0; ura34 0, | Este estudo
TRX3::kanMX4; LEU2, PRX1

BY47414TRR2APRX 1 MATa; his3A 1; leu2A 0; metl5A 0; ura34 0;| Este estudo
TRR2::kanMX4; LEU2, PRX1

BY474140CTIAPRX1 MATa; his3A4 1; leu24 0; meti5A 0; ura34 0;| Este estudo
OCT1::kanMX4; LEU2, PRX1

BY474140CT1/OCTIWT MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Este estudo
OCT1::kanMX4; HIS3, OCT1IWT

BY4741/PRX3 MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0; HIS3,| Este estudo
PRX3

BY474140CTI1/PRX3 MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Este estudo

OCT1::kanMX4; HIS3, PRX3

BY474140CTI1/PRX3/OCTIWT | MATa; his34 1; leu24 0; metl54 0; ura34 0;| Este estudo
OCT1::kanMX4; HIS3, PRX3; LEU2, OCT1
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Quadro 2 - Linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho.

Linhagem Genotipo Referéncia
DH5a [endAl, hsdR17 (rk- mk+), supE44, thi-1, recAl, Novagen
grd (Na 1Ir), reldl, A (lacZYA-argF)U169
(m80lacZAM15)].
BL21(DE3) |[F, amp T, hsdSb(rB'mb’), gal, dcm (DE3) Novagen
XL1Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17supE44 relAl lac Agilent Technologies
[F proAB laclgZAM15Tni0]

3.2 Meios de cultura dos microrganismos

Quadro 3 - Meios de cultura para o crescimento das células S. cerevisiae e E. coli
utilizados neste trabalho.

Saccharomyces cerevisiae

Tipo de meio Composicao
YPD 1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose
YPEG 1% extrato de levedura, 2% peptona, 3% glicerol e 2% etanol
YPGal 1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% galactose
YPL 1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% lactato (pH 5.5 ajustado com
NaOH)
Meio minimo com 0,17% base nitrogenada, 0,5% sulfato de amdnio, 2% glicose, suplementado,
glicose (SD) quando necessario, com 0s requerimentos auxotroficos: uracila 20 mg/L,
histidina, metionina e leucina 10 mg/L
Meio minimo com 0,17% base nitrogenada, 0,5% sulfato de amdnio, 2% galactose,
galactose (SGal) suplementado, quando necessario, com os requerimentos auxotroficos:
uracila 20 mg/L, histidina, metionina e leucina 10 mg/L
Meio minimo com 0,17% base nitrogenada, 0,5% sulfato de amonio, 3% glicerol, 2% etanol,
glicerol e etanol (SEG) suplementado, quando necessario, com os requerimentos auxotréficos:
uracila 20 mg/L, histidina, metionina e leucina 10 mg/L
Escherichia coli
Tipo de meio Composicao
LB 0,5% extrato de levedura, 1% triptona e 1% NaCl
LA 0,5% extrato de levedura, 1% triptona e 1% cloreto de sédio, suplementado
com 50 pg/mL de ampicilina

Nota: Meios solidos foram preparados através da adicdo de 2% de &gar bacterioldgico.

3.3 Condigdes de cultivo dos microrganismos

As células de S. cerevisiae foram crescidas a 30 °C em incubadora operando sob
constante agitacdo orbital a 180 rpm. Quando necessario, as células foram armazenadas em
meio YPD liquido contendo 25% glicerol e estocadas a -80 °C.

As células de E. coli foram crescidas a 37 °C em incubadora operando sob constante
agitacdo orbital a 200 rpm. Quando necessario, as células foram armazenadas em meio LB

liquido contendo 8% glicerol e estocadas a -80 °C.
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3.4 Métodos gerais para manipulacdo de DNA

As digestdes enzimaticas das moléculas de DNA foram feitas com as enzimas de
restricdo obtidas do fornecedor New England Biolabs, conforme recomendagfes do
fabricante.

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% com tampdo TAE 1x. A
purificacdo das moléculas de DNA do gel de agarose e/ou das reacdes de restricdo foi feita
utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), conforme
recomendacdes do fabricante.

A reacdo de ligacdo das moléculas de DNA foi feita a 4 °C por 16 horas em um
volume final de reacdo de 20 pL, contendo uma razéo de 3:1 de fragmento/vetor, tampé&o da
enzima 1x e 1U da enzima T4 ligase obtida do fornecedor Promega.

O isolamento dos plasmideos das culturas bacterianas foi feito utilizando o Kit
QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen), conforme recomendacdes do fabricante. A concentragdo
do DNA foi determinada pela absorbancia em 260 nm em aparelho NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer.

As reacOes de amplificagcdo de DNA (polymerse chain reaction - PCR) foram feitas
em um volume final de 50 pL, consistindo em: tampdo 1x da Taq polimerase de alta
fidelidade, 2 mM de MgSO,4, 0,2 mM de dNTP mix, 0,2 uM de cada oligonucleotideo
iniciador, cerca de 20 ng de DNA molde, 1 U da Taq polimerase de alta fidelidade
(ThermoFicher Scientific) e H,O ultrapura autoclavada para o volume final de 50 pL. O
programa de amplificacdo consistiu em um ciclo inicial de desnaturacdo de 2 min a 94 °C,
sequido de 30 ciclos de desnaturacdo (30 seg a 94 °C), anelamento (30 seg a 55 °C) e extensdo
(68 °C com 1 min para cada 1 Kb do DNA amplificado). Para garantir a completa extensao do
DNA sintetizado foi acrescentada uma etapa de extensdo de 10 min a 68 °C ao final do
programa.

As reacOes de mutagénese sitio-especifica foram feitas utilizando o Kit QuikChange
Il Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) conforme recomendagdes do fabricante.

As reacdes de sequenciamento de DNA foram feitas através do método de terminador
marcado (dye terminator) utilizando ddNTPs marcados com fluoréforos e a DNA polimerase
termoestavel. A reacdo de sequenciamento foi feita em um volume final de reacdo de 10 pL
consistindo de: 200 ng do DNA plasmidial, 0,5 uM do oligonucleotideo iniciador, 1 pL do
BigDye Terminator v3.1 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems), 2 uL do BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Mix (Applied Biosystems) e &agua
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ultrapura autoclavada para o volume final de 10 pL. A reacdo de sequenciamento consistiu de
um ciclo inicial de 96 °C por 1 min, seguido de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 50 °C por 5 seg
e 60 °C por 4 min. O produto de sequenciamento foi purificado em resina Sephadex™ G-50
Fine (GE Healthcare), utilizando microplacas de purificacio MultiScreen®-HV (Millipore).
Apos a purificacdo, o material foi secado por 15 min a 95 °C e analisado no sequenciador ABI
3730 DNA Analyser (Applied Biosystems) localizado no Centro de Pesquisa sobre o Genoma
Humano e Células Tronco (Instituto de Biociéncias IB — USP). As sequéncias de DNA foram
salvas no formato abl. E, foram analisadas e editadas por inspec¢do visual no mddulo Segman
do programa LaserGene v.7.1.0 (DNAStar, Inc.; EUA). Apo6s a edicdo, as sequéncias foram
salvas no formato Fasta e alinhadas com as sequéncias depositadas no banco de dados
Saccharomyces Genome DataBase (SGD) (http://www.yeastgenome.org), utilizando o
programa Clustal W (LARKIN et al., 2007).

3.5 Transformacao Bacteriana

A transformacdo bacteriana foi feita através do método do choque elétrico
(eletroporacéo) de células bacterianas previamente tornadas eletrocompetentes.

A eletroporacdo procedeu da seguinte maneira: Aliquotas de 50 pL de células
eletrocompetentes armazenadas a -80 °C foram descongeladas em banho de gelo seguido da
adicdo do DNA plasmidial e/ou a reacdo de ligacdo. Apos a leve homogeneizagdo da mistura,
essa foi transferida para uma cubeta de eletroporacédo e submetida a um pulso elétrico de 2,5V
em aparelho Gene Pulser Il Electroporation System (Bio-Rad). Apos a pulso de voltagem, as
celulas foram imediatamente ressuspensas em 1 mL de meio LB e incubadas a 37 °C por 1 h.
Aliquotas de 100-200 pL de células foram plaqueadas em meio LA contendo os antibioticos
apropriados para a selecdo das células transformantes. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 16-24 horas.

3.6 Transformacao de células de Saccharomyces cerevisiae

As celulas de S. cerevisiae foram transformadas através do método de acetato de litio
(SCHIESTL et al., 1989), com algumas modificacdes.

Células de uma cultura na fase logaritmica de crescimento (aproximadamente 10 mL
de uma cultura com O.D.gp = 0,6-0,8) foram coletadas através de centrifugacédo a 2.000 x g
(3.500 rpm em centrifuga Hitachi CR21E-rotor R20A), por 5 min, a 4 °C. As células foram
ressuspensas em 1 mL de 100 mM acetato de litio e transferidas para tubo de microcentrifuga
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de 1,5 mL estéril. Apos centrifugacdo a 16.000 x g (13.000 rpm em centrifuga Eppendorf
5415R-rotor FA-45-24-11), por 15 seg, a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e as células
foram mantidas em banho de gelo durante o preparo da solugdo TRAFO mix. A solucéo
TRAFO mix foi preparada em tubo separado de 1,5 mL através da adicdo de 240 pL de PEG
50% (PEG 3350 — Sigma Cat. No. 88276), 30 pL de 1 M acetato de litio e 100 uL DNA
carreador 2 mg/ml (Sperm Nuclei from Salmon — Sigma Cat. No. S3126), previamente
aquecido por 5 min, a 95 °C, seguido de banho de gelo. A solucdo TRAFO mix foi agitada por
1 min em agitador Vortex-Genie (Scientific Industries) e adicionada sobre as células mantidas
no gelo. As células foram ressuspensas na solucdo TRAFO mix através de leve
homogeneizagdo com auxilio da ponteira de 1000 pL. 200 pL da mistura foram aliquotados
em tubos de 1,5 mL novos seguido da adicdo de ~1-2 ug do DNA plasmidial. Apds leve
homogeneiza¢do com auxilio da ponteira de 200 L, a mistura foi incubada em banho-maria a
42 °C por 45 min. A amostra foi centrifugada a 3.000 x g (6.000 rpm em centrifuga Eppendorf
5415R-rotor FA-45-24-11), por 15 seg, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas com 1 mL de meio YPD 2% seguido de incubacdo
por 3 h a 30 °C. As células foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 x g (6.000 rpm em
centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 15 seg, em temperatura ambiente, e em
seguida plaqueadas em meio sintético com glicose (SD) seletivo. Para plasmideos epissomais
e centroméricos, aos quais possuem uma elevada eficiéncia de transformacéo, apenas 50-100
uL das células incubadas por 3 h a 30 °C foram plaqueadas diretamente em meio seletivo. As
placas foram incubadas por 3 dias a 30 °C e as colbnias resultantes foram reinoculadas em

meio liquido seletivo para a marca auxotrofica do plasmideo.

3.7 Extracdo do DNA gendmico de S. cerevisiae

O isolamento do DNA gendmico de S. cerevisiae foi feito a partir de uma cultura
celular crescida em 10 mL de meio YPD, a 30 °C, por um periodo de 16 h. As células foram
coletadas através de centrifugagdo a 2.000 x g (3.500 rpm em centrifuga Hitachi CR21E-rotor
R20A), por 5 min, a 4 °C, lavadas com 1 mL de agua ultrapura e transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. Apoés centrifugacdo a 16.000 x g (13.000 rpm em centrifuga
Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 15 seg, a 25 °C, o sobrenadante foi descartado, e
as células foram ressuspensas com 1 mL de 1% B-mercaptoetanol seguido de incubagéo por
10 min em temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada 16.000 x g (13.000 rpm em
centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 30 seg, a 25 °C e as celulas foram
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ressuspensas com 0,5 mL de solugdo 1 (1 M de sorbitol, 3,5 mM EDTA, 20 mM fosfato de
potassio pH = 6,5 e 20 U de Zymoliase 20 T [from Arthrobacter luteus, 20.000 units.g™, MP
Biomedicals]). Apés incubacdo por 30 min a 37 °C, foram adicionados 0,3 mL de solucdo 2
(2% TritonX-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 100 mM Tris-Cl pH = 8.0 e 1 mM EDTA). A
mistura foi homogeneizada por inversdo 5 vezes e incubada por 20 min a 65 °C. Apds o
periodo de incubacdo, foram adicionados 1 volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(24:24:1), homogeneizado por inversdo 5 vezes e centrifugado a 16.000 x g (13.000 rpm em
centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para um tubo novo de microcentrifuga de 1,5 mL, adicionado 1 volume de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), homogeneizado por inversdo 5 vezes e centrifugado a
16.000 x g (13.000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 5 min, a 4
°C. O sobrenadante contendo o DNA gendmico foi transferido para um tubo novo de
microcentrifuga de 1,5 mL e o DNA foi precipitado através da adi¢do de 1/20 volume de 5 M
NaCl seguido de 2,5 volumes de 100 % etanol. A amostra foi centrifugada a 16.000 x g
(13.000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 10 min, a 4 °C, lavada
duas vezes com etanol 80%, e secada a 37 °C. O DNA gendmico foi ressuspenso em ~100 pL

de &gua ultrapura e estocado a -20 °C.

3.8 Isolamento de mitocdndrias com membrana externa intacta

O isolamento de mitocdndrias com a membrana externa intacta foi feito conforme
descrito em Glick (1995). As mitocondrias isoladas por este método foram utilizadas no
subfracionamento mitocondrial.

Células de S. cerevisiae foram pré-cultivadas até a fase estacionéria de crescimento
através do inoculo de uma algada de células em 100 mL de meio YPGal e/ou YPEG e
posterior agitacdo por 18 horas, a 30 °C, a 180 rpm. A cultura foi transferida para um inoculo
de 900 mL do respectivo meio seguido de agitacdo por 18 horas, a 30 °C, a 180 rpm. As
células foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 x g (3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-
B-rotor GSAHBA4), por 5 min, a 4 °C, lavadas com solugéo de 1,2 M sorbitol e novamente
centrifugadas a 3.000 x g (3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 5
min, a 4 °C. As células foram ressuspensas em tampéo de digestdo (1,2 M sorbitol, 60 mM
tampao fosfato de soédio pH 7.5, 1 mM EDTA, 1% [-mercaptoetanol e 1 mg/mL de
Zymoliase 20 T [from Arthrobacter luteus, 20.000 units.g™, MP Biomedicals]) na proporcéo
de 3 mL de tampé&o/g (peso seco) de células. A mistura foi incubada por 2 horas a 37 °C, 70
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rpm, para a digestdo da parede celular e geracdo dos esferoplastos. Os esferoplastos foram
lavados com tampdo A (1,2 M sorbitol, 20 mM fosfato de potassio pH 7.5) e centrifugados a
4.500 x g (5.000 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 10 min, a 4 °C. A
etapa de lavagem dos esferoplastos com tampao A foi repetida duas vezes. Os esferoplastos
foram ressuspensos em tamp&o SHE (0,6 M sorbitol, 20 mM HEPES pH 6.0, 1 mM EDTA e
0,5 mM PMSF) na propor¢cdo de 3 mL de tampdao/g (peso seco) de células. A membrana
plasmatica foi rompida através de 30 ciclos de homogeneizacdo em banho de gelo em um
homogeneizador do tipo potter (ice glass homogenizer). A suspenséo foi centrifugada a 3.000
X g (3.500 rpm em centrifuga Hitachi CR20B2-rotor RPR20), por 5 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi transferido para tubos de centrifuga do tipo falcon de 50 mL previamente
gelados e novamente centrifugado a 3.000 x g (3.500 rpm em centrifuga Hitachi CR20B2-
rotor RPR20), por 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para tubos de centrifugacéo
de 25 mL previamente gelados e centrifugado a 15.000 x g (12.000 rpm em centrifuga Hitachi
CR20B2-rotor RPR20), por 10 min, a 4 °C. O pellet resultante, representando a fracdo
mitocondrial enriquecida, foi ressuspenso com 20 mL de tampéo SH (0,6 M sorbitol e 20 mM
HEPES pH 7.4) e em seguida centrifugado a 15.000 x g (12.000 rpm em centrifuga Hitachi
CR20B2-rotor RPR20), por 10 min, a 4 °C. A fracdo mitocondrial enriquecida foi ressuspensa
em ~500 pL de tampédo SH e mantidas no gelo durante as posteriores etapas de purificagéo,

quantificacdo e subfracionamento mitocondrial.

3.9 Purificacédo das mitocdndrias em gradiente de densidade de sacarose

A purificacdo das mitocéndrias em gradiente de densidade de sacarose foi realizada
conforme descrito em Gregg et al. (2009). Esta etapa permite a obtencdo de uma fracéo
mitocondrial com elevado grau de pureza desprovida de contaminagdes com outras organelas.

O gradiente de sacarose foi feito em tubos de ultracentrifuga de 13,5 mL (Beckman
Coulter, 16 x 76 mm, Part Number: 326814) através da adicao de diferentes concentracGes de

sacarose, conforme demonstrado na Figura 15.
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Figura 15. Purificacdo das mitocondrias em gradiente de densidade de sacarose. O
gradiente de sacarose foi preparado através da adi¢do de diferentes concentracdes de sacarose em
tubos de ultracentrifugagdo. As fragcbes mitocondriais enriquecidas foram adicionadas no topo do
gradiente e a amostra foi submetida a uma etapa de ultracentrifugacdo. Apos a ultracentrifugacédo, as
mitocdndrias formaram uma nitida banda marrom na interface das concentra¢fes de sacarose de
60%/30%. FONTE: Adaptado de: Meisinger et al. (2000).

JMitocondrias purificadas

(ER

As diferentes concentracfes de sacarose foram preparadas em tampdo EM (10 mM
MOPS/KOH pH 7.2 e 1 mM EDTA) e adicionadas no tubo de ultracentrifuga com auxilio da
micropipeta de 1000 pL. Apds a preparacdo do gradiente, as fracdes mitocondriais
enriquecidas (1 ml na concentragdo de 5 mg/mL) foram adicionadas cuidadosamente no topo
do gradiente. Os tubos foram submetidos a ultracentrifugacdo a 134.000 x g (33.000 rpm em
centrifuga Sorvall Ultra-rotor AH-629), por 1 h, a 4 °C. Ap0s esta etapa, uma banda nitida de
coloragdo marrom representando as mitocondrias intactas pode ser observada na interface das
concentracBes de sacarose de 60%/30%. As mitocondrias foram coletadas com auxilio da
micropipeta de 200 pL e ponteiras tendo as pontas cortadas para evitar o rompimento das
membranas mitocondriais. As mitocondrias foram diluidas com dois volumes de tampao SEM
(120 mM MOPS/KOH pH 7.2, 250 mM sacarose, 1 mM EDTA) e a suspensao foi centrifugada
a 16.000 x g (13.000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 30 min, a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e as mitocondrias foram ressuspensas com ~500 pL de
tampéao SEM.

3.10 Quantificacdo das proteinas mitocondriais

A quantificagdo de proteinas mitocondriais foi realizada através do método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Este € um método colorimétrico baseado na ligagdo da
molécula Brilliant Blue G-250 nas proteinas, apresentando um espectro de absor¢do maximo
em 695 nm. As proteinas mitocondriais foram quantificadas em microplacas de ELISA de 96

pocos utilizando o reagente Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Laboratories, Inc) e a proteina
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soro albumina bovina (BSA) como padrdo externo, conforme recomendacGes do fabricante.

As leituras foram feitas a 595 nm em leitora de microplacas.

3.11 Subfracionamento mitocondrial

O subfracionamento mitocondrial foi feito conforme descrito em Glick (1995). As

mitocondrias purificadas atraves do gradiente de densidade de sacarose foram quantificadas e

ajustadas para a concentragdo de 10 mg/mL. Em seguida, as mitocondrias foram submetidas a

diversos tratamentos conforme descrito no quadro abaixo:

Quadro 4 — Subfracionamento mitocondrial.

Fracdo 1 Fracéo 2 Fracéo 3 Fracéo 4
Mitocondria — 10 mg/mL 40 pL 40 pL 40 pL 40 pL
0,6 M Sorbitol + 10 mM HEPES pH 7,5 210 pL 210 pL - -
10 mM HEPES pH 7,5 - - 210 L 210 yL
Proteinase K 10 mg/mL - 2,5 uL - 2,5 UL

Os diferentes tratamentos foram feitos em banho de gelo por 60 minutos. Apds o
periodo de incubacdo, a atividade da proteinase K foi bloqueada através da adicdo de 2 pL de
200 mM de PMSF e em seguida as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g (13.000 rpm
em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 25 min, a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e o pellet foi ressuspenso em 100 pL de tampédo SH (0,6 M sorbitol, 20 mM HEPES
pH 7.4). As proteinas do sobrenadante e do pellet foram precipitadas através da adicao de 10
uL de acido tricloroacético 50%. As misturas foram centrifugadas a 16.000 x g (13.000 rpm
em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11), por 5 min, a 4 °C e o pellet resultante
foi ressuspenso em 110 pL de tampdo de amostra Laemmli 1x (o tampdo 1x foi feito através
da diluicdo do tampéo Laemmli 5x [60 mM Tris-HCL pH 6.8, 25% glicerol, 2%; SDS, 0,1%
azul de bromofenol]), acrescidos de 1 pL de 1 M Tris-HCL pH 9 e 1 uL de 200 mM PMSF.

As amostras foram estocadas a -80 °C para posteriores analises de western-blot.

3.12 Solubilidade das proteinas mitocondriais

A solubilidade das proteinas mitocondriais foi verificada conforme descrito em
Boldogh e Pon (2007), com algumas modificacBes. As mitocéndrias foram isoladas conforme
descrito no item 3.8 e diluidas em tampéo SH (0,6 M sorbitol e 20 mM HEPES pH 7.4) para
a concentracdo final de 10 mg/mL. 200 pL da suspensdo mitocondrial (2 mg de mitocondrias)
foram sonicados por 10 seg, com amplitude de 80%, em sonicador Sonics Vibra-Cell VCX
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130 e imediatamente adicionadas em banho de gelo. A amostra foi centrifugada a 30.000 x g
(45.00 rpm em centrifuga Hitachi CS100-rotor RP100AT-262), por 30 min a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e mantido em banho de gelo. O pellet foi ressuspenso em ~150 pL
de tampé&o SH e uma pequena fracdo do mesmo (~50 uL) foi coletado e mantido em banho de
gelo. O restante da amostra foi misturada com 1 volume de solugédo de 0,2 M carbonato de
sodio e mantido em banho de gelo por 30 min. A amostra foi centrifugada a 30.000 x g (45.00
rpm em centrifuga Hitachi CS100-rotor RP100AT-262), por 30 min a 4 °C. O sobrenadante
foi coletado e mantido em banho de gelo. O pellet foi ressuspenso em ~150 pL de tampéao SH.
Todas as fracGes obtidas foram estocadas a -80 °C para posteriores analises de SDS-PAGE e

western-blot.

3.13 Analise da estabilidade proteica in organello

A estabilidade das proteinas mitocondriais foi avaliada conforme descrito em Vogtle
et al. (2009). As mitocondrias foram isoladas conforme descrito no item 3.8. Apds a
quantificacdo das proteinas mitocondriais, 200 g de mitocondrias foram diluidas em 200 pL
de tampéo SEM (250 mM sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS-KOH, pH 7.2) em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL estéreis. As amostras foram incubadas a 37 °C nos seguintes
periodos de tempo: 0 h, 24 h, 48 h, e 65 h. Apos o periodo de incubacdo as mitocondrias
foram centrifugadas a 16.000 x g (13.000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-
24-11) por 15 min a 4 °C, ressuspensas em tampao Laemmli 5x e analisadas através de SDS-
PAGE e western-blot .

3.14 Extratos proteicos de células de S. cerevisiae

Um volume de cultura equivalente a 3 x O.D.gpo unidades de celulas (1 O.D.gpo
unidade de célula = 1 mL de uma cultura com O.D.gp = 1) foi centrifugado a 16.000 x g
(13.000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11) por 1 min a 4 °C. As células
foram ressuspensas com 1 mL de agua ultrapura acrescidos de 160 pL de 1,85 M NaOH e 7.4
% de B-mercaptoetanol. A suspensdo foi incubada em banho de gelo por 10 min seguido da
adicdo de 160 pL de 50% acido tricloroacético e posterior incubagcdo em banho de gelo por 10
min. A amostra foi centrifugada a 16.000 x g (13.000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415R-
rotor FA-45-24-11) por 2 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com
500 uL de 1 M Tris-Base, evitando a solubilizacdo do pellet. A amostra foi centrifugada a
16.000 x g (13.000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415R-rotor FA-45-24-11) por 30 seg a 4
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°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 150 pL de tampéo de amostra
Laemmli 5x. A amostra foi fervida por 5 min a 95 °C e estocada a -80 °C para posteriores
anélises de SDS-PAGE e western-blot.

3.15 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdo desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas em condicdo desnaturante foi feita conforme descrito em
Laemmli (1970), utilizando o sistema de minigéis da BioRad. A percentagem de
poliacrilamida no gel de separacdo dependeu da massa molecular das proteinas que foram

analisadas. O quadro abaixo descreve a composicdo dos géis utilizados nesse trabalho:

Quadro 5 — Composicao dos géis de separacao e de empilhamento utilizados nas analises
por SDS-PAGE.

Gel de Separacéao Gel de
Solucdes
12% 14% 15% Empilhamento

1,5 M Tris-HCI pH 8.8 2,8 mL 2,8 mL 2,8 mL -
0,5M Tris-HCI pH 6.8 - - - 0,4 mL
Acrilamida:bis-acrilamida 30:0.8 2,12 mL 2,5mL 2,65 mL 0,5mL
Persulfato de Amonio 10% (p/v) 50 pL 50 uL 50 L 15 uL
TEMED 100% 10 uL 10 uL 10 uL 5uL
Agua 0,38 mL - 0,15 mL 2,3mL
Volume Final 53 mL 53mL 53 mL 3,2mL

Antes de serem aplicadas no gel, as proteinas foram misturadas com tampdo de
amostra Laemmli 5x acrescido de 1 uL de 1M DTT. A mistura foi fervida por 5 min a 95 °C.
Posteriormente realizou-se a corrida eletroforética a 200 V em tampdo de corrida Tris-Glicina
(25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS). Apos a eletroforese, os géeis foram corados com
solucdo de azul de Coomassie e descorados com solucdo descorante. Alternativamente, 0S

géis foram submetidos a analises de western-blot.

3.16 Western-blot

Apos a corrida eletroforética de SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose Amersham™ Protran™ Premium 0,45 uM NC ( GE Healthcare),
utilizando o sistema de transferéncia semi-seco Lightning Blotter™ (PerkinElmer®). A
montagem do sistema de transferéncia consistiu em colocar o gel de poliacrilamida em

contato com a membrana de nitrocelulose envoltos com trés folhas de papel absorvente
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Chromatography paper 3 mm Chr (Whatman™), todos previamente umedecidos em solugdo
de tampao de transferéncia (39 mM glicina, 49 mM Tris-HCI pH 8,3, 20% metanol, 0,04%
SDS). A transferéncia foi realizada sob uma voltagem continua de 24 V, durante 30 min. A
eficiéncia da transferéncia foi avaliada através da coloracdo da membrana de nitrocelulose
com solucéo Ponceau (0,2% Ponceau S, 3% acido tricloroacético, 3% acido sulfosalicilico). A
membrana de nitrocelulose foi bloqueada com solugéo de leite 5% (Blotting Grade Blocker
Non-Fat Dry Milk — BioRad) preparado em solucdo TBST 1x (10 mM Tris-HCL pH 7.5, 150
mM NacCl, 0,1% Tween20). O bloqueio foi feito por 1 h, em temperatura ambiente, sob leve
agitacdo. Em algumas ocasides, o bloqueio também foi feito por 16 ha 4 °C.

As proteinas de interesse foram detectadas através da incubagdo da membrana com

anticorpos primarios e secundarios conforme o quadro abaixo.

Quadro 6 - Lista de anticorpos utilizados neste trabalho.

Solucéo
Anticorpo de ;Le(:rﬂggggg Diluicdo | Secundario Fonte
Preparo
Anti-oKGD Leite5% | 1hT.A. 1:200 Rabbit Dr. Mério H. de Barros ICB-
USP

Anti-Cyt.b2 Leite5% | 1hT.A. 1:200 Rabbit Dr. Mério H. de Barros
ICB-USP

Anti-Scol Leite5% | 1hT.A. 1:200 Rabbit Dr. Mério H. de Barros
ICB-USP

Anti-Prx1 Leite5% | 1hT.A. 1:2000 Rabbit Este estudo

Anti-Trx3 Leite5% | 1hT.A. 1:1000 Rabbit Dr. Marilene Demasi

Instituto Butantan
Anti-Trr2 Leite5% | 1hT.A. 1:1000 Rabbit Dr. Marilene Demasi
Instituto Butantan

Anti-HA Leite5% | 1hT.A. 1:2000 Rabbit Sigma Aldrich H6908

Anti-Prx3 TBST1x | 1hT.A. 1:4000 Mouse AbFrontier LF MA0044

Anti-Porina Leite5% | 1hT.A. 1:10000 Mouse ThermoFicher Scientific

16G9E6BC4

Anti-Pgkl Leite5% | 1hT.A. | 1:10000 Rabbit Nordic Immunology NE130/7S

Anti-Dpm1 Leite5% | 1hT.A. 1:1000 Mouse ThermoFicher Scientific 5C5A7

Anti-Vma2 Leite5% | 1hT.A. 1:1000 Mouse ThermoFicher Scientific
11D11B2

Anti-Pep12 Leite5% | 1hT.A. 1:1000 Mouse ThermoFicher Scientific 2C3G4

Anti-CoxIV Leite5% | 1hT.A. 1:2000 Mouse Abcam 20E8

Anti-rabbit Leite5% | 1hT.A. | 1:10000 - Cell Signaling Technology

1gG HRP-

linked

Anti-mouse Leite5% | 1hT.A. | 1:10000 - Cell Signaling Technology

1gG HRP-

linked

Nota: T.A. - temperatura embiente. Leite 5% - Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk (BioRad)
preparado em solucdo de TBST 1x.
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A visualizacdo dos complexos antigeno-anticorpo foi feita através da lavagem da
membrana com solucdo 1:1 de ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagente (GE
Healthcare) seguido da exposicdo da mesma em filmes de raio-X High performance
chemiluminescence film (GE Healthcare). Os filmes de raio-X foram sucessivamente
banhados em solucédo reveladora por 1 min, 4gua por 1 min e solucdo fixadora por 1 min.
Finalmente, os filmes de raio X foram lavados em &gua corrente e secados para posterior

documentacdo em scanner (Epson L365).

3.17 Isolamento de mitocondrias para a quantificacdo da liberacédo de H,0O,

O isolamento de mitocéndrias para a quantificacdo da H,O, de hidrogénio foi feito
conforme descrito em Meisinger et al. (2006). A principal diferenca em relacdo ao método
descrito anteriormente (item 3.8) é a etapa de digestdo da parede celular. Neste protocolo, a
digestdo da parede celular foi feita a 30 °C, enquanto no protocolo anterior essa etapa foi
realizada a 37 °C. O aumento da temperatura tem sido demonstrado induzir a geracdo de
EROs o que poderia influenciar a homeostase redox mitocondrial.

Células de S. cerevisiae foram pré-cultivadas até a fase estacionaria de crescimento
atraveés do indculo de uma alcada de células em 50 mL de meio YPGal e posterior agitacdo
por 18 horas, a 30 °C, a 180 rpm. A cultura foi diluida em 800 mL de meio YPGal fresco para
uma O.D.g final de 0,03. Prosseguiu-se o crescimento a 30 °C, a 180 rpm até a cultura
atingir um O.D.gpo final de no maximo 2. As células foram coletadas por centrifugacdo a
3.000 x g (3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 5 min, a 4 °C,
lavadas com agua destilada e novamente centrifugadas a 3.000 x g (3.500 rpm em centrifuga
Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 5 min, a 4 °C. As células foram ressuspensas em tampéo
DTT (100 mM Tris-H,SO,4 pH 9.4, 10 mM DTT pré-aquecido a 30 °C) na proporcao de 2 ml
de tampéo/g (peso seco) de células. A mistura foi incubada a 30 °C, por 20 min, 70 rpm, para
a reducéo das ligacdes dissulfetos da parede celular. A suspenséo foi centrifugada a 3.000 x g
(3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 5 min, a 23 °C, e as células
foram ressuspensas em tampédo Zymolyase (1,2 M sorbitol, 20 mM tampdao fosfato de potassio
pH 7.4) na propor¢do de 7 ml de tampdo/g (peso seco) de células. A suspensdo foi
centrifugada a 3.000 x g (3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 5 min,
a 23 °C. A lavagem com o tampdo Zymolyase foi repetida mais uma vez. As células foram
ressuspensas em tampéao Zymolyase na proporc¢do de 7 ml de tamp&o/g (peso seco) de células,
contendo 3 mg de Zyolyase 20 T (from Arthrobacter luteus, 20.000 units.g™, MP

Biomedicals) para cada g (peso seco) de células. A mistura foi incubada a 30 °C, por 30 min,
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70 rpm, para a digestdo da parede celular. Os esferoplastos foram centrifugados a 3.000 x g
(3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 8 min, a 4 °C e ressspensos em
tampdo de homogeneizacdo (0,6 M sorbitol, 10 mM de Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA) na
proporc¢do de 6,5 ml de tampdo/g (peso seco) de células. A suspensdo foi centrifugada a 3.000
X g (3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 8 min, a 23 °C. Os
esferoplastos foram lavados mais uma vez com tampéo de homogeneizagao e ressuspensos
novamente nesse tampdo contendo 1 mM de PMSF. A membrana plasmatica foi rompida
através de 20 ciclos de homogeneizacdo em banho de gelo em um homogeneizador do tipo
potter (ice glass homogenizer). O lisado foi diluido com 1 volume de tampdo de
homogeneizacéo e centrifugado a 3.000 x g (3.500 rpm em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor
GSAHB4), por 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para tubos de centrifuga do tipo
falcon de 50 mL previamente gelados e novamente centrifugado a 3.000 x g (3.500 rpm em
centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHBA4), por 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido
para tubos de centrifugacdo de 25 mL previamente gelados e centrifugado a 15.000 x ¢
(12.000 rpm em centrifuga Hitachi CR20B2-rotor RPR20), por 10 min, a 4 °C. O pellet
resultante, representando a fracdo mitocondrial enriquecida, foi ressuspenso com ~500 pL de
tampdo SEM (10 mM MOPS/KOH pH 7.2, 250 mM sacarose, 1 mM EDTA). As
mitocondrias foram mantidas no gelo durante as etapas de quantificagdo proteica e

quantificacdo da liberagéo de H,O,.

3.18 Quantificacdo da liberagéo de H,O, mitocondrial

A liberagdo de H,0, a partir de mitocondrias isoladas de células de S. cerevisiae foi
monitorada por 10 minutos com o uso de um espectrofotdmetro de fluorescéncia operando a
570 nm de excitacdo e 585 nm de emissdo, com agitacdo constante, a 30 °C. As reacOes foram
feitas em um volume final de 3 mL de tampdo 0,6 M sorbitol, 1 mM EDTA, 20 mM fosfato
de potassio pH 7.4 e 2 mM MgCl,, contendo 50 pg de proteinas mitocondriais, 50 uM de
Amplex™ Red (Molecular Probes®) e 1 U/mL de peroxidase de raiz forte (Sigma®). A
respiracdo mitocondrial foi induzida através da adicdo de 1% etanol. Quando necessario, a
inibicdo da cadeia respiratoria foi feita através da adicdo de Antimicina A, em uma
concentragdo final de 0,5 ug/mL. A curva de calibragdo foi feita utilizando concentragdes

conhecidas de H,0,.
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3.19 Sensibilidade ao estresse oxidativo exdgeno

A sensibilidade ao estresse oxidativo exdgeno das diferentes linhagens de S. cerevisiae
foi verificada através da capacidade de crescimento em meio minimo so6lido contendo
diferentes concentracdes de H,O,. As diferentes linhagens foram crescidas até a fase
estacionaria de crescimento através do in6culo de uma coldnia de células em 10 mL de meio
minimo, seguido de crescimento por 16 h, a 30 °C, a 180 rpm. As células foram diluidas em
agua ultrapura estéril para uma O.Dgy final = 1. A suspencdo celular foi posteriormente
diluida para 107, 102 10° e 10™ Em seguida, 3 pL das diferentes diluicdes foram
sequencialmente adicionadas em placas de meio s6lido contendo concentracdes crescentes de

H.0,. As placas foram incubadas por 3 dias a 30 °C.

3.20 Clonagens génicas

A construcdo da linhagem expressando a proteina Trr2 fusionada com o epitopo HA
na regido C-terminal foi feita da seguinte maneira. A regido codificadora do gene TRR2
juntamente com sua regido promotora foram amplificadas por PCR a partir do DNA
gendmico da linhagem BY4741 de S. cerevisiae, utilizando os oligonucleotideos Trr2-F e
Trr2-HA (Quadro 7). O produto de amplificacdo foi clonado no vetor centromérico
Ycplacl1ll (gentilmente cedido pelo professor Dr. José Ribamar Ferreira-Junior, Escola de
Artes, Ciéncias e Humanidades, USP). A regido codificadora da cauda HA (epitopo da
hemaglutinina A — HA) presente no oligonucleotideo de amplificagdo reverso
(oligonucleotideo Trr2-HA) (Quadro 7) possibilitou a insercdo da cauda HA imediatamente a
montante do codon de terminacdo do gene TRR2. O plasmideo recombinante foi
posteriormente utilizado para a transformacéo de células de S. cerevisiae BY47414TRR2. A
selecdo das células transformantes foi feita através da recuperacdo da auxotrofia de leucina
conferida pelo plasmideo Ycplac111.

A construcdo de linhagens mutantes APRX1 reexpressando o gene PRX1 selvagem e/o
PRX1C91S e PRX1C38S mutantes foram feitas da seguinte maneira. A regido codificadora do
gene PRX1 juntamente com sua regido promotora foram amplificadas por PCR a partir do
DNA genémico da linhagem BY4741 de S. cerevisiae, utilizando os oligonucleotideos Prx1-F
e Prx1-R (Quadro 7). O produto de amplificacdo foi clonado no vetor centromérico
Ycplacll1l utilizando os sitios de restricdo Sacl e Pstl. O plasmideo recombinante, contendo o
gene PRX1 selvagem foi utilizado como DNA molde nas reacdes de mutagénese sitio

especifica (item 3.4) para a inser¢do das mutaces C38S e C91S. As mutagdes foram inseridas
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utilizando os oligonucleotideos descritos no Quadro 7. Apo6s confirmar as mutagdes por
sequenciamento, os plasmideos recombinantes Ycplac111+PRX1, Ycplacl11+PRX1C38S e
Ycplacl11+PRX1C91S, foram transformados na linhagem BY47414PRX1.

A construcdo da linhagem mutante AOCT1 reexpressando o gene OCT1 selvagem foi
feita da seguinte maneira. A linhagem AOCT! foi transformada com o plasmideo
centromérico pRS413 contendo o gene OCT1 selvagem e promotor proprio. Esse plasmideo
foi gentilmente cedido pelo professor Dr. Chris Meisinger (Institute for Biochemistry and
Molecular Biology, University Freiburg, Germany). O plasmideo recombinante foi
posteriormente utilizado para a transformacéo de células de S. cerevisiae BY4741 AOCT1.

A construcdo da linhagem expressando a proteina Prx1 com cauda de histidina na
regido C-termminal foi feita da seguinte maneira. Inicialmente foi feita a construcdo do
plasmideo epissomal Yep351TEF, ao qual contem o promotor constitutivo do gene TEF1. A
construcdo desse plasmideo foi feita através da amplificacdo da regido promotora do gene
TEF1 presente no plasmideo pUG6 (Euroscarf) utilizando os oligonucleotideos TEF-F e TEF-
R (Quadro 7). O produto de amplificacdo foi clonado no plasmideo Yep351 (gentilmente
cedido pelo professor Dr. Mario H. de Barros, Universidade de Sao Paulo , USP) nos sitios de
restricdo Sacl e BamHI. Em seguida, a regido codificadora do gene PRX1 foi amplificada por
PCR a partir do DNA gendmico da linhagem BY4741 de S. cerevisiae, utilizando os
oligonucleotideos Prx1-6His-F e Prx1-6His-R (Quadro 7). O produto de amplificacdo foi
clonado no vetor epissomal Yep351TEF1 utilizando os sitios de restricio BamHI e Sall. A
regido codificadora da cauda de seis residuos de histidina presente no oligonucleotideo de
amplificacdo reverso (oligonucleotideo Prx1-6His-R) (Quadro 7) possibilitou a inser¢do da
cauda imediatamente a montante do codon de terminagdo do gene PRX1. O plasmideo
recombinante foi posteriormente utilizado para a transformacdo de células de S. cerevisiae
BY47414PRXI1. A expressdo do gene PRX1 foi regulada pelo promotor constitutivo TEF
presente no plasmideo Yep351.

A construcgdo de linhagens expressando a proteina Prx3 humana foi feita da seguinte
maneira. Incialmente o gene codificador da proteina Prx3 humana foi sintetizado
qguimicamente pela empresa FastBio (Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Durante a sintese génica
realizou-se a otimizacdo dos codons utilizados por S. cerevisiae. O gene foi clonado no vetor
centromérico pRS413 nos sitios de restricdo BamHI e Sall. A expressdo do gene PRDX3 no
plasmideo pRS413 é regulada pelas regides promotora e terminadora do gene TEF1, aos quais
foram sintetizados em conjunto com o gene PRDX3. Esse plasmideo foi utilizado na
transformacéo das linhagens BY4741WT e BY474140CT]I.
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A construgdo das proteinas Prx1 recombinantes (Prx1F31 e Prx1K39) com cauda de
histidina na regido C-terminal foi feita da seguinte maneira. As regiGes codificadoras
correspondente as duas isoformas de Prx1 foram amplificadas por PCR a partir do DNA
gendmico da linhagem BY4741 de S. cerevisiae, utilizando os oligonucleotideos Prx1F31 e
Prx1-R2 (para a isoforma Prx1F31) ou Prx1K39 e Prx1-R2 (para a isoforma Prx1K39). Os
produtos de amplificacdo foram digeridos com as enzimas de restricdo Ndel e Kpnl e
posteriormente ligados no vetor de expressdo pET29b (Novagen) previamente digerido com
as mesmas enzimas. Os plasmideos recombinantes foram entdo transformados na linhagem de
E. coli DH5a a0 qual produziu grandes quantidades de copias do mesmos. Apos extracdo dos
plasmideos a partir das células de E. coli DH5a, realizou-se o sequenciamento destes a fim de
confirmar a integridade das sequéncias codificadoras. Por fim, os plasmideos foram
transformados na linhagem de E. coli de expressdo BL21, ao qual foi utilizada para produzir

grandes quantidades das proteinas recombinantes.

Quadro 7 — Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Nome Sequéncia
PRX1-F31 5’ CCTATTCATATGAAACAATTCAAACAAAGTGATCAAC 3°(Ndel)
PRX1-K39 5" CCTATTCATATGTTTAGTAGAATTTGTAGCGCTCA 3’ (Ndel)
PRX1-R2 5> AAGGTACCTTTCGACTTGGTGAATCTTAA 3’ (Kpnl)
TRR2-F 5’ TGGATCCTATTTCTTGAACCCAACTTGAAGGC 3’ (BamHI)

TRR2-HA 5’TTAAAGCTTTCAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTACTCTTGGG
CACTTAGGTACCGTTC 3’ (HindIID)

PRX1rec-F 5S’CTTCTAGATTCTCGCAGTAGGATGAGATAAATTTCAAAGAAGCAGG
AAGCAAAGGCAGCTGAAGCTTCGTACGC ¥

PRX1rec-R S’TTTAGTTAGAGATACTTCATATACCTGTATATAGTAAAGTCGTTTAT
TTCAAAGCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG 3°

Prx1-6His-F S’TCAGGATCCATGTTTAGTAGAATTTGTAGC 3’ (BamHI)

Prx1-6His-R | 5’TCAGTCGACTTAATGGTGATGGTGATGGTGACCACCACCTTTCGACT
TGGTGAATCTTAA 3’ (Sall)

PRX1-F 5’ TGAGCTCTCAAAGAAGAAGAATTATGGGCAT 3’ (Sacl)

PRX1-R 5’ GGCCTGCAGAGTTTATTACATGCATTTTCATAT 3’ (Pstl)
PRX1C91S-F 5’ TTCACCCCTGTCTCCACCACCGAAGTC 3°
PRX1C91S-R 5’ GACTTCGGTGGTGGAGACAGGGGTGAA 3°
PRX1C38S-F 5> GCACCTATTCTGTCCAAACAATTCAAA B
PRX1C38S-F 5> TTTGAATTGTTTGGACAGAATAGGTGC 3°

TEF-F S’TGAGCTCGTTTAGCTTGCCTCGTCC 3’ (Sacl)

TEF-R S’TGGATCCTTGTTTATGTTCGGATGTGATGTGAGA 3’ (BamHI)

Nota: A regido sublinhada denota a sequéncia de nucleotideos reconhecida pelas enzimas de restricdo
demonstradas entre parénteses.

3.21 Construcao de mutantes duplos de S. cerevisiae

A construcdo de mutantes duplos de S. cerevisiae foi feita através da delecdo do gene
PRX1 nas linhagens mutantes BY47414ATRX3, BY47414TRR2 elou BYA474140CTI. A
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delecdo do gene PRX1 foi feita através da técnica de interrupcdo génica em etapa Unica,
conforme descrito em Johnston et al. (2002).

Os oligonucleotideos iniciadores Prxlrec-F e Prxlrec-R foram utilizados para a
amplificacédo da regido codificadora do gene HIS3 de S. pombe, juntamente com suas regides
promotora e terminadora, utilizando o plasmideo pUG27 (Euroscarf) como DNA molde.
Além da regido complementar ao plasmideo pUG27, os oligonucleotideos possuem 45 pares
de bases de homologia com a regido imediatamente a montante do codon iniciador ATG e a
jusante do codon terminador (stop codon) do gene PRX1. Portanto, o produto de amplificacdo
contem o gene HIS3 flanqueado por 45 pares de bases em cada uma de suas extremidades. O
produto de amplificacdo foi purificado conforme descrito no item 3.4, e ~2 ug de DNA foi
utilizado na transformacdo das células de S. cerevisiae, conforme descrito no item 3.6.
Através do mecanismo de recombinacdo homologa, o fragmento de DNA transformado se
recombina com a regido cromossdmica complementar aos 45 pares de bases presentes nas
suas extremidades. Dessa forma, ocorre a substituicio do gene PRX1 selvagem do
cromossomo de S. cerevisiae pelo gene HIS3 presente no DNA transformado. A selecdo das
colbnias transformantes foi feita através da marca auxotréfica HIS3. A confirmacdo da
interrupcdo do gene PRX1 pelo gene HIS3 foi feita através de PCR utilizando os
oligonucleotideos PRX1-F e PRX1-R (Quadro 7) e o DNA gendmico purificado a partir das

coldnias transformantes.

3.22 Expressao e purificacdo das proteinas recombinantes

Células de E. coli contendo o plasmideo recombinante foram pré-cultivadas em 50 mL
de meio LB contendo kanamicina (50 pg/mL) por 16 horas a 37 °C. A cultura foi entdo
diluida para uma ODgy = 0,2 em 1 L de meio LB contendo kanamicina (50 pug/mL) e, apés
atingir ODggo = 0,6, adicionou-se 1 mM de IPTG seguido de posterior crescimento a 37 °C por
3 horas. Durante este periodo, ocorre forte inducdo da expressdo da proteina recombinante.
Apos a inducdo, as células foram coletadas por meio de centrifugagdo 5.000 x g (6.000 rpm
em centrifuga Sorvall RC2-B-rotor GSAHB4), por 5 min, a 4 °C e posteriormente estocadas a
-20°C.

Para a purificacdo da proteina, inicialmente foi realizado a lise das células através da
sonicacdo do pellet celular em sonicador Digital Sonifier® Cell Disruptor. Células derivadas
de 1 L de cultura foram ressuspensas em ~20 mL do tamp&o Start Buffer (20 mM fosfato de
sodio pH 7.4, 500 mM NacCl, 20 mM imidazol) na presenca do inibidor de protease 1 mM
PMSF. O programa de sonicacdo compreendeu 15 ciclos de 20 seg ON e 50 seg OFF. Apos a
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sonicacéo, o extrato celular foi tratado com 1 % de sulfato de estreptomicina (com agitacao)
por 20 min no gelo. Apds centrifugacdo a 18.000 x g (15.000 rpm em centrifuga Hitachi
CR20B2-rotor RPR20), por 45 min, a 4 °C, o sobrenadente foi filtrado em membrana de 0,45
pum (Millipore).

A proteina recombinante foi purificada em coluna de afinidade a niquel com volume

de 5 mL (Ni-NTA Superflow Cartridges - Qiagen), sequindo o protocolo descrito a seguir:

1) 50 mL agua ultrapura;
2) 10 mL NiSO,4 0,1M;
3) 50 mL &gua ultrapura;
4) 50 mL Fosfato de Sodio 20 mM pH 7.4/ NaCl 500 mM/ imidazol 20 mM;
5) Extrato celular (preparado como descrito anteriormente)
6) 50 mL Fosfato de Sédio 20 mM pH 7.4/ NaCl 500 mM/ imidazol 50 mM;
7) 50 mL Fosfato de Sédio 20 mM pH 7.4/ NaCl 500 mM/ imidazol 100 mM;
8) 50 mL Fosfato de Sédio 20 mM pH 7.4/ NaCl 500 mM/ imidazol 500 mM;
9) 50 mL Fosfato de Sédio 20 mM pH 7.4/ NaCl 300 mM/ EDTA 100 mM;
10) 50 mL agua ultrapura.
A proteina de interesse foi eluida com 500 mM de imidazol (etapa 8) e coletadas em
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. O grau de pureza das proteinas purificadas foi verificado
através da aplicagdo das amostras coletadas na etapa 8 em gel de SDS-PAGE seguido de

coloragdo com coomassie blue.

3.23 Atividade peroxidasica dependente de tiorredoxina

A atividade peroxidasica dependente de tiorredoxina das isoformas de Prx1
recombinantes foi avaliada conforme descrito em Pedrajas et al. (2000), com algumas
adaptacOes. O ensaio consistiu em uma mistura de rea¢dao contendo 200 uM NADPH, 0,1 uM
de tiorredoxina redutase 2 (Trr2), 5 UM de tiorredoxina 3 (Tx3), 5 UM de peroxirredoxina 1
(Prx1F31 ou Prx1K39) e 100 mM de DTPA, em tampédo 50 mM HEPES pH 7.4. A reacéo foi
iniciada com a adicdo de diferentes quantidades de H,O, e o consumo do NADPH (e340nm =
6200 M cm™) foi monitorado espectrofotdmetricamente no comprimento de onda de 340 nm
a 37 °C por aproximadamente 5 min. As velocidades foram calculadas a partir da inclinagdo
méaxima resultante da diminuicdo da absorbancia a 340 nm (oxidacdo do NADPH presente na

reacdo) em funcdo do tempo.
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3.24 Purificagéo da proteina Prx1 da mitocondria

As mitocondrias foram isoladas da linhagem BY4741 expressando a proteina Prx1
com cauda de histidina na regido C-terminal. Cerca de 2 mg de mitocondrias (200 uL de
mitocdndrias na concentracdo de 10 mg/mL) foram solubilizadas em tampao de lise (2.4%
Triton X-100, 50 mM cloreto de s6dio, 50 mM Imidazol/HCI pH 7,0, 2 mM 6-acido amino
capréicoe 1 mM EDTA (WITTIG et al., 2006). A amostra foi incubada em banho de gelo por
10 min seguido de uma centrifugacdo a 30.000 x g (45.00 rpm em centrifuga Hitachi CS100-
rotor RP100AT-262), por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e a proteina Prx1 foi
purificada em coluna de afinidade a niquel com volume de 1 mL (Ni-NTA Superflow
Cartridges - Qiagen), de acordo com o protocolo descrito no item 3.22.
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4. RESULTADOS

4.1 Producdo de anticorpos e testes de sua especificidade contra as proteinas Prx1, Trr2
e Trx3.

Inicialmente  foram produzidos anticorpos policlonais que reconhecem
especificamente Prx1 de S. cerevisiae. Isto foi feito através de injecBes subcutaneas da
proteina Prx1 recombinante em coelhos fornecidos pela professora Dr. Marilene Demasi
(Instituto Butantd — Laboratorio de Bioguimica e Biofisica).

Ap0s a obtencdo dos anticorpos foram realizados ensaios de western-blot para avaliar
sua especificidade frente a proteina Prx1 de S. cerevisiae. Para este fim, foi utilizada uma
fracdo mitocondrial enriquecida obtida através de centrifugacdo diferencial (item 3.8). O
anticorpo anti-Prx1 reconheceu uma banda de aproximadamente 25 KDa, representando a
proteina Prx1 madura importada para a mitocondria (Figura 16A). Como esperado, 0
anticorpo ndo reagiu com a fracdo mitocondrial obtida da linhagem mutante APRXI,
confirmando a especificidade do anticorpo frente Prx1 selvagem.
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Figura 16. Teste dos anticorpos anti-Prx1, anti-Trr2 e anti-Trx3 contra as proteinas
mitocondriais de S. cerevisiae. Western-blot da fracdo mitocondrial obtida a partir das linhagens
selvagem (WT); mutante nulo de PRX1 (4PRX1); mutante nulo de TRR2 (ATRR2) e mutante nulo de
TRX3 (4TRX3). Foram aplicados 20 pg de proteinas mitocondriais totais em cada canaleta. A seta no
western-blot relativo a Trr2 indica proteina que reage de forma cruzada com anti-Trr2.
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Além de Prx1 foram avaliados a especificidade dos anticorpos contra proteinas do
sistema tiorredoxina mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae, composto pelas enzimas
tiorredoxina 3 (Trx3) e tiorredoxina redutase 2 (Trr2). Os anticorpos anti-Trr2 e anti-Trx3 ja
estavam disponiveis em nosso laboratério, porém suas especificidades ndo tinham sido
avaliadas. O sistema tiorredoxina mitocondrial é apontado como um dos possiveis sistemas
enzimaticos envolvidos na reducdo de Prx1 oxidada (PEDRAJAS et al., 2000). Assim como
Prx1, ndo ha estudos sobre a localizacdo dessas proteinas em subcompartimentos da
mitocondria.

Semelhante a proteina Prx1, os anticorpos anti-Trr2 e anti-Trx3 reconheceram bandas
correspondentes ao peso molecular das respectivas proteinas apenas na linhagem selvagem
(Figura 16B e 16C, respectivamente). No entanto, anti-Trr2 também reconheceu uma banda
inespecifica em ambas as linhagens, representando uma provavel reacédo cruzada do anticorpo
com outra proteina (Figura 16B, seta). Além disso, no decorrer dos resultados apresentados a
seguir, o0 anticorpo anti-Trr2 apresentou elevada inespecificidade, muitas vezes reagindo com

outras proteinas mitocondriais.

4.2 Localizacéo e solubilidade das proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 nos subcompartimentos
mitocondriais

A localizagdo das proteinas Prx1, Trr2 e Trx3 nos subcompartimentos mitocondriais
foi feita através do isolamento das mitocéndrias (item 3.8) seguido do protocolo de
subfracionamento mitocondrial (item 3.11).

Para o isolamento das mitocondrias, as leveduras foram crescidas em meio contendo
glicerol como fonte de carbono, uma condicdo que promove inducdo da biogénese de
mitocdndrias (ZAMAN et al., 2008). Antes de iniciar o protocolo de subfracionamento, a
integridade e a pureza das mitocondrias foram avaliadas através de western-blot, utilizando
proteinas marcadoras de diferentes compartimentos subcelulares (Figura 17).

O isolamento das mitoc6ndrias foi feito através de centrifugacdo diferencial. O pellet
obtido ap6s centrifugacdo a 12.000 x g resultou em forte marcacdo da proteina mitocondrial
porina, indicando um enriquecimento mitocondrial nessa fracdo (Figura 17A). Entretanto,
essa fracdo se mostrou contaminada com outros constituintes celulares, conforme evidenciado
pela marcacdo das proteinas Pgkl (citoplasma), Dpml (reticulo endoplasmatico), Vma2
(vacuolo) e Pep12 (endossomo). Este problema foi resolvido através de posterior purificagdo
das mitocondrias em gradiente de densidade de sacarose (item 3.9). Apds esta etapa adicional

de purificacdo, as contaminacdes com citoplasma, reticulo endoplasmatico, endossomo e
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vactolo reduziram significativamente. Por outro lado, ndo houve redugdo da proteina
mitocondrial porina, chegando até mesmo aumentar sua marcacdo. Estes resultados

demonstram a eficiente obtencdo de uma fracdo constituida somente de mitocondrias.
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Figura 17. Purificacdo da fracdo mitocondrial enriquecida através de gradiente de
densidade de sacarose. (A) Células da linhagem selvagem (WT) foram crescidas em meio
contendo glicerol como fonte de carbono. As células foram rompidas através de lise mecanica (extrato
total) e o lisado foi centrifugado a 3000 x g para remover as células ndo lisadas e o nudcleo. O
sobrenadante dessa centrifugacéo foi posteriormente centrifugado a 12000 x g para a obtencdo de uma
fracdo mitocondrial enriquecida (pellet - 12000 x g). O sobrenadante dessa centrifugacdo foi
denominado sobrenadante - 12000 x g (Figura B). A fragdo mitocondrial obtida a 12000 x g foi
submedida a uma posterior purificacdo através de gradiente de densidade de sacarose (mitocondrias
purificadas). Proteinas totais das diferentes fraces (5 pug) foram separadas em gel de SDS-PAGE
seguido de western-blot utilizando anticorpos indicados na figura.

As proteinas Prx1, Trr2 e Trx3 apresentaram um perfil de marcacdo semelhante a

proteina mitocondrial porina (Figura 17A), indicando que essas proteinas sdo de fato
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mitocondriais (PEDRAJAS et al. 1999; 2000), e excluindo a possibilidade de que estejam em
outros compartimentos celulares.

Além da sua pureza, a integridade da fracdo mitocondrial também foi avaliada. Nao
houve marcacdo da proteina porina no sobrenadante obtido ap6s centrifugacdo a 12.000 x g
(Figura 17B), indicando que ndo houve rompimento das membranas mitocondriais durante a
execucao do protocolo, confirmando a integridade das mitocondrias.

Posteriormente, os estudos de solubilidade e localizagcdo submitocondrial das proteinas
Trr2, Trx3 e Prx1 foram iniciados. A solubilidade foi avaliada através da sonicacdo das
mitocondrias seguido do tratamento com solugdo alcalina (carbonato de sddio) (Figura 18 A).
Durante a sonicacdo das mitocéndrias, ocorre 0 rompimento das membranas mitocondriais e,
dessa forma, proteinas sollveis aparecem na fracdo sobrenadante apds ultracentrifugacdo. O
pellet oriundo dessa ultracentrifugacdo € posteriormente tratado com solugédo de carbonato de
sodio, ao qual ird extrair proteinas fracamente associadas as membranas (proteinas associadas
perifericamente a membranas). Proteinas integrais ndo sdo extraidas com carbonato de sédio.

A eficiéncia do protocolo de solubilizacdo foi avaliada através da marcacdo de
proteinas mitocondriais de localizacdo conhecida (Figura 18B). A sonica¢do das mitocondrias
promoveu a liberacdo da proteina solivel de matriz mitocondrial a-KGD para 0 sobrenadante
(S). Essa liberacdo ndo ocorreu totalmente devido a formagdo de particulas sub-mitocondriais
(porcdes da matriz mitocondrial envoltas pela membrana interna) durante o protocolo de
sonicacdo. Tais particulas sdo sedimentadas durante a ultracentrifugacdo e, portanto,
aparecem no pellet (P). Por outro lado, ndo houve liberacdo das proteinas membranares porina
e Cyt.b2 para o sobrenadante (S). No entanto, ap6s o tratamento do pellet (P) com solucdo de
carbonato de sodio, a proteina Cyt.b2 foi totalmente liberada para o sobrenadante (CS), visto
gue a mesma € uma proteina associada fracamente a membrana interna. Ja a proteina porina,
associada integralmente na membrana externa, permaneceu na fracdo do pellet (CP).
Finalmente, a proteina de matriz mitocondrial a-KGD, que tinha permanecido no pellet (P)
apos a sonicacao, foi totalmente liberada para o sobrenadante (CS).

As proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 apresentaram um perfil de marcacdo semelhante a
proteina associada fracamente a membrana mitocondrial (Cyt.b2). Para estas proteinas, a
sonicacdo ndo foi suficiente em libera-las para a fragdo sobrenadante. No entanto, o
tratamento com carbonato de sodio foi eficiente nesse processo. Estes resultados indicam que
as proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 se associam fracamente (perifericamente) com as membranas

mitocondriais.
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Figura 18. Solubilidade mitocondrial das proteinas Trr2, Trx3 e Prx1. (A) Representacdo
esquematica do prototoco de solubilidade das proteinas mitocondriais. As mitocondrias (Mit) foram
sonicadas e separadas nas fracfes proteicas do sobrenadante (S) e particulas submitocondriais (P)
através de centrifugacdo a 30000 x g. A fracdo P foi posteriormente submetida ao tratamento com
solucéo alcalina de carbonato de sddio Na,CO3z em uma concentracao final de 200 mM. A mistura foi
centrifugada a 30000 x g, resultando em uma fracdo sollvel (CS) e outra membranar (CP). (B)
Quantidades equivalentes de cada fracdo foram separadas através de SDS-PAGE e analisadas através
de western-blot utilizando os anticorpos indicados na figura.

Em seguida, avaliou-se a localizacdo das proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 nos
subcompartimentos mitocondriais. Nesta etapa, as mitocondrias sdo colocadas na presenca de
uma solucdo hipoténica induzindo o rompimento da membrana externa e consequente
conversdo da mitocondria em mitoplasto (fracdes 3 e 4 na figura 19A). Desta forma, proteinas
presentes no espaco intermembrana sdo liberadas para o sobrenadante e, portanto, deixam de
aparecer nas fracfes 3 e 4. A geracdo dos mitoplastos € posteriormente confirmada através da
sensibilidade da proteina marcadora de membrana interna com face voltada para o espaco

intermembrana Scol ao tratamento com proteinase K (fracdo 4).
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Figura 19. Localizacdo das proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 nas células crescidas em glicerol. (A) Resumo da metodologia do subfracionamento
mitocondrial. As esferas coloridas demonstram proteinas localizadas nos diferentes compartimentos mitocondriais: esfera vermelha = membrana externa com
face voltada para o citosol; esfera verde = espaco intermembrana, esfera roxa = membrana interna com face voltada para o espaco intermembrana; esfera azul
clara = matriz mitocondrial. (B) O contetdo do pellet obtido ap6s a centrifugacdo das diferentes fracdes do subfracionamento mitocondrial foi separado em
gel de SDS-PAGE seguido de western-blot utilizando anticorpos indicados na figura. Mit — mitocdndria; Mpl — mitoplasto. Os mitoplastos referem-se as
fracdes mitocondriais, cujas membranas externas foram rompidas por choque osmotico (Swelling).
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Novamente, através da utilizagdo de anticorpos que reconhecem proteinas marcadoras
especificas de cada um dos sub-compartimentos mitocondriais, a localiza¢éo de proteinas alvo
pode ser determinada através de analises de western-blot comparativas.

As analises de western-blot utilizando proteinas marcadoras do espago intermembrana
(Cyt.b2), membrana interna com face voltada para o espago intermembrana (Scol) e matriz
mitocondrial (a-KGD) demonstraram a eficiente conversdo das mitocéndrias em mitoplastos.
Houve uma reducéo substancial de marcacédo de Cyb.b2 nas fracdes 3 e 4 e a proteina Scol foi
degradada pela acdo da proteinase K na fracdo 4. Finalmente, a integridade dos mitoplastos
foi confirmada através da marcacdo de a-KGD em todas as fragdes (Figura 19B).

A comparagdo do perfil de marcagdo de Prx1 com o0s marcadores mitocondriais
possibilitou concluir que Prx1 se localiza preferencialmente na matriz mitocondrial, pois
apresentou marcagdo semelhante a proteina a-KGD, presente neste compartimento (Figura
19B). As proteinas Trr2 e Trx3 também apresentaram marca¢do semelhante a a-KGD,
indicando uma co-localizacdo dessas proteinas, juntamente com Prx1, na matriz mitocondrial.

O subfracionamento também foi feito em meio contendo galactose como fonte de
carbono, uma condicdo fermentativa em que, diferentemente da glicose, ndo promove a
inibicdo da biogénese de mitocondrias (ZAMAN, et al., 2008). Apesar de ocorrer biogénese
mitocondrial em meio contendo galactose, a atividade mitocondrial € significativamente
menor em relacdo as células cultivadas em glicerol.

Novamente, utilizando as proteinas marcadoras foi possivel confirmar a eficiente
conversao de mitocondrias em mitoplastos como evidenciado pelo padrdo de marcacdo das
proteinas marcadoras Cyt-b2, Scol e a-KGD (Figura 20). Semelhante ao fracionamento em
glicerol, Prx1 e Trx3 apresentaram forte marcacdo em todas as fragdes, indicando que estas
proteinas se localizam predominantemente na matriz mitocondrial em meio contendo
galactose como fonte de carbono. Devido o anticorpo anti-Trr2 néo ser totalmente especifico,
0 epitopo da hemaglutina A (HA) foi fusionado na regido C-terminal da proteina Trr2 (item
3.20). Dessa forma, as analises de western-blot das diferentes fragcdes submitocondriais
puderam ser feitas com anticorpos monoclonais que reconhecem unicamente o epitopo HA.

Com esta abordagem foi possivel confirmar que Trr2 também se localiza na matriz
mitocondrial, pois houve forte marcacdo da proteina nas quatro fragcdes submitocondriais
(Figura 20).



78

Prot. K| — $ -

Swelling| — - + +

espaco
intermembrana

membrana
interna

matriz

Trx3=—

(anti—HA) Trr2 HA==

FracdoN° 1 2 3 4

Figura 20. Localizacdo submitocondrial das proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 nas células
crescidas em galactose. As diferentes fragcdes do subfracionamento mitocondrial foram separadas
em gel de SDS-PAGE seguido de western-blot utilizando anticorpos indicados na figura. Mit —
mitocdndria; Mpl — mitoplasto.

Uma forma adicional de corroborar o0s experimentos de subfracionamento
mitocondrial é a realizagdo de western-blot, analizando o contetdo do sobrenadante obtido no
protocolo demonstrado na figura 19A. Dessa forma, proteinas sabidamente conhecidas por
pertencerem ao espaco intermembrana deverdo aparecer no sobrenadante da fracdo 3 (ndo
aparecem no sobrenadante da fracdo 4 devido a acdo da proteinase K).

Houve marcacdo da proteina de espaco intermembrana Cyt.b2 na fracdo 3 do
sobrenadante, sendo posteriormente degradada pela atividade da proteinase K na fracdo 4
(Figura 21). A proteina de matriz o-KGD apresentou marcagdo apenas no pellet,
demonstrando a integridade da membrana interna dos mitoplastos. Estes dados novamente

demonstram a eficiente conversdo das mitocondrias (Mit) em mitoplastos (Mpl).
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Figura 21. Western blot das fracdes do pellet e do sobrenadante do protocolo de
subfracionamento mitocondrial. Amostras do pellet e do sobrenadante (40 pg de proteinas totais)
derivadas do protocolo de sub-fracionamento mitocondrial foram separadas em gel de SDS-PAGE
seguido de western-blot utilizando anticorpos indicados na figura. Mit — mitocondria; Mpl —
mitoplasto.

Curiosamente, a proteina Prx1 apresentou forte marcacdo nas fracbes 3 e 4 do
sobrenadante (Figura 21). No entanto, ndo houve degradacao dessa proteina por proteinase K
(fragdo 4), conforme observado para a proteina Cyt.b2. Apesar de haver uma pequena
marcacdo de Trx3 nas fracbes 3 e 4 do sobrenadante, o nivel de marcacdo foi
significativamente menor quando comparado com Prx1. Estes resultados indicam que apesar
de Prx1 estar localizada na matriz mitocondrial, existe uma porcdo significativa dessa
proteina no espago intermembrana. Porém, de forma inesperada, Prx1 mostra-se resistente
frente & degradagdo por proteinase K (comportamento distinto do observado para Cyt.b2,

proteina marcadora do espaco intermembrana).
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Em resumo, combinando os dados de solubilidade com o subfracionamento
mitocondrial, é possivel concluir que as proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 estdo localizadas na
matriz mitocondrial associadas fracamente com a membrana mitocondrial interna. A
orientacdo das proteinas é tal que as mesmas ficam voltadas para o lado da matriz
mitocondrial, visto que elas ndo foram degradas pela proteinase K (comparar com a proteina
Scol que se localiza na membrana interna com face voltada para o espago intermembrana).
Entretanto, a proteina Prx1 também se localiza no espaco intermembrana uma vez que houve
forte marcacdo dessa proteina nas fracdes 3 e 4 do sobrenadante. A préxima etapa foi a
investigacao dos processos envolvidos na importacdo das proteinas para a mitocondria.

4.3 Investigacdo dos mecanismos de importacdo mitocondrial das proteinas Trr2, Trx3 e
Prx1

Vogtle et al. (2009) apresentaram evidéncias in silico de que Prx1 é clivada pela
protease octapeptidil aminopeptidase, Octl. Segundos os autores durante a importacdo de
Prx1 para o interior da mitocéndria a proteina sofreria duas clivagens: inicialmente ela seria
clivada pela protease MPP entre os residuos de treonina 30 e fenilalanina 31. Em seguida,
Octl catalisaria 0 segundo evento de clivagem retirando oito aminodcidos a partir da
extremidade N-terminal. Portanto, a proteina Prx1 madura (totalmente processada) iniciaria a
partir do residuo de lisina 39 (K39) (Figura 22A). Anteriormente a esses estudos era
considerado que Prx1 madura era processada somente por MPP, e a predi¢do in silico
indicava erroneamente que a sequencia se iniciaria no aminoacido L17.

Para confirmar se Prx1 é um substrato da protease Octl in vivo, mitocdndrias isoladas
das linhagens WT e 4O0CT1 foram analisadas através de western-blot, utilizando anticorpos
anti-Prx1. Na linhagem AOCT1, Prx1 apresentou uma banda com um tamanho ligeiramente
maior comparado a linhagem WT (Figura 22B canaleta 2), consistente com a presenca dos
oito aminoéacidos que sdo clivados pela protease Octl na linhagem selvagem. Portanto, Prx1 é
um substrato de Octl in vivo (comparar canaletas 1 e 2 figura 22B).

Para avaliar o envolvimento dos residuos de cisteinas de Prx1 nos processos de
importagdo e processamento mitocondrial, as cisteinas C38 (presente no interior do
ocatapetideo) e C91 (residuo de cisteina catalitico situado no sitio ativo de Prx1) foram
substituidas por serina. Os genes contendo as mutagdes sitio especificas PRX1C38S e
PRX1C91S foram expressos na linhagem APRX1 e as mitocondrias isoladas dessas linhagens

foram analisadas através de western-blot utilizando anticorpos anti-Prx1. Ambas as mutacdes
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C38S e C91S ndo afetaram a importacdo da proteina para o interior da mitocondria assim

como nao interferiram na clivagem catalisada por Octl (Figura 22B).
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Figura 22. Importagdo de Prx1 em linhagens de levedura modificadas geneticamente.
(A) Sequéncia de aminoacidos da proteina Prx1 de Saccharomyces cerevisiae. Os possiveis sitios de
clivagem das enzimas MPP e Octl baseados no estudo de Vogtle et al. (2011) estdo indicados com
setas. (B) Western blot de fracBes mitocondriais utilizando o anticorpo anti-Prx1. As linhagens
analisadas foram: selvagem (WT), mutante nulo para a protease Octl (40CT1), mutante nulo APRX1
reexpressando o gene PRX1 com a mutacdo pontual C38S (PRX1C38S), mutante nulo APRXI
reexpressando o gene PRX1 com a mutacdo pontual C91S (PRX1C91S), mutante nulo da subunidade
Impl do complexo IMP presente na membrana mitocondrial interna (4/MP1) e mutante nulo da
subunidade Imp2 do complexo IMP (4IMP2). A linha vermelha foi adicionada com o objetivo de
auxiliar a visualizagdo da mudanca de tamanho da proteina Prx1.

Um possivel mecanismo pelo qual Prx1 ganha acesso ao espaco intermembrana seria
através do mecanismo de liberacdo das proteinas na membrana interna, seguido de posterior
clivagem pelo complexo IMP (Figura 6). O complexo IMP é composto por duas proteases
(Impl1 e Imp2) localizadas na membrana interna (JAN et al., 2000; NUNNARI et al., 1993;
SCHNEIDER et al., 1994). Os sitios cataliticos dessas proteases sdo expostos para 0 espago

intermembrana e atuam na clivagem da regido hidrofébica de proteinas precursoras que foram



82

lateralmente liberadas na bicamada lipidica da membrana interna. Portanto, a clivagem feita
pelo complexo IMP libera as proteinas maduras no espaco intermembrana (BAUER et al.,
1994; JAN et al., 2000; NUNNARI et al., 1993; SCHMIDT et al., 2010; SCHNEIDER et al.,
1994).

Ndo ha um consenso entre os sitios de clivagem das proteases Impl e Imp2,
principalmente devido ao pequeno numero de substratos dessas proteases descritos até o
momento. Imp1 parece requerer um aminoacido acidico (D ou E) na posicdo -1 em relacdo ao
sitio de clivagem e um aminoécido hidrofébico ndo aromatico na posi¢do -3. Imp2 requer um
residuo de alanina nas posicoes -1 e -3 (LUO et al., 2006; NUNNARI et al., 1993; POVEDA-
HUERTES et al.,, 2016; TEIXEIRA e GLASER, 2013). A andlise da sequéncia de
enderecamento de Prx1 demonstra a presenca de um possivel sitio de clivagem de Imp2
presente no interior do octapeptideo clivado por Octl (aminoécidos destacados em vermelho
na figura 22A). Consistente com essa predi¢do, houve uma pequena diferenca no tamanho da
proteina Prx1 na linhagem AIMP2 comparado com a linhagem WT (comparar canaletas 1 e 6
da figura 22B). Essa hipotese foi posteriormente confirmada pela auséncia de marcacdo de
Prx1 nas fracdes 3 e 4 do sobrenadante de um subfracionamento da linhagem mutante para a
protease Imp2 (Figura 23). Estes resultados demosntram que a importacdo de Prx1 para o
espaco inetermembrana é dependendete da clivagem catalisada pela protease Imp2.

A inativacdo da protease Octl ndo alterou a importacdo de Prx1 para a matriz
mitocondrial (Figura 24). Novamente, a banda proteica referente a Prx1 no mutante 4OCT1
apresentou um tamanho ligeiramente maior em relacdo a linhagem WT, porém a proteina
continuou sendo direcionada para a matriz mitocondrial. Portanto, a clivagem de Prx1 por
Octl néo interfere na importacao e ou direcionamento de Prx1 para a matriz mitocondrial.

De acordo com as analises in silico feitas por Vogtle et al. (2009), as proteinas Trr2 e
Trx3 ndo sdo substratos de Octl (Figura 25). Consistentemente com essas predi¢es, ambas as
proteinas ndo apresentaram diferencas de migracao nas linhagens WT e AOCT1 (Figura 24).

Para validar predi¢des geradas por algoritmos, Vogtle et al. (2009) realizaram anélises
em escala protebmica de sequenciamento N-terminal das proteinas mitocondriais, porém
algumas incertezas persistiram.

Especificamente, as proteinas Trr2 e Trx3 ndo tiveram boa representatividade nas
anélises protedbmicas, enquanto Prx1 foi identificada 86 vezes. Dessa forma, houve maior
confiabilidade em relagdo ao aminodcido da regido N-terminal de Prx1 em relacdo as
proteinas Trr2 e Trx3 que foram identificadas apenas 2 e 4 vezes, respectivamente. Isto pode

ter causado incongruéncias como, por exemplo, o fato de que uma das versdes de Trx3
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identificadas (trés vezes) inicia no residuo de lisina 67 (Figura 25A). Isto parece pouco
provavel pelo fato de que aminoacidos essenciais para a atividade dessa enzima (cisteinas

C55 e C58) estariam ausentes.
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Figura 23. Subfracionamento mitocondrial da linhagem AIMP2. As mitocondrias foram
isoladas da linhagem mutante nulo de IMP2 (AIMP2) crescidas em meio fermentativo contendo
galactose como fonte de carbono. As diferentes fragdes do subfracionamento mitocondrial foram
separadas em gel de SDS-PAGE seguido de western-blot utilizando anticorpos indicados na figura.
Mit — mitocbndria; Mpl — mitoplasto.

Analises preditivas utilizando o programa MitoProt |1 (CLAROS; VINCENS, 1996),
indicaram um possivel sitio de clivagem catalisado pela protease MPP entre os aminoacidos
F20 e Q21 de Trx3p (Figura 25A). De fato, no estudo de Vogtle et al. (2011), uma das versoes
de Trx3 foi identificada iniciando no amino&cido de glutamina 21.

Nédo foi possivel predizer o sitio de clivagem da pressequencia da proteina Trr2
utilizando o programa MitoProt Il. O sitio de clivagem demonstrado na Figura 25B € apenas
uma deducdo feita manualmente com base na conservacdo da arginina na posicdo -2 em
relacdo a proteina madura tedrica e também no peso molecular observado nas andlises de
western-blot. Nesse caso, a massa molecular tedrica da proteina Trr2, correspondente a uma
sequéncia iniciando a partir da isoleucina 26 é 34,4 KDa. Isto condiz com o tamanho da banda

identificada nas analises de western-blot (Figuras 21 e 24).
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Figura 24. Subfracionamento mitocondrial das linhagens WT e 4OCT1. As mitocondrias
foram isoladas das linhagens selvagem (WT) e mutante nulo de OCT1 (AOCT1) crescidas em meio
fermentativo contendo galactose como fonte de carbono. As diferentes fragdes do subfracionamento
mitocondrial foram separadas em gel de SDS-PAGE seguido de western-blot utilizando anticorpos
indicados na figura. Mit — mitocéndria; Mpl — mitoplasto.

A auséncia de Octl também ndo alterou a importacdo das proteinas Trr2 e Trx3 para a
matriz mitocondrial (Figura 24), o que ja era esperado visto que essas proteinas ndo sdo
substratos de Octl.

Outra incerteza que persistiu mesmo depois do sequenciamento em escala protedmica
de regides N-terminais das proteinas esta relacionada ao fato da sequencia de Prx1 madura se
iniciar a partir da lisina 39, portanto, o residuo de cisteina 38 ndo faz parte da proteina
totalmente processada localizada na matriz. Isto contradiz o estudo realizado por Greetham e
Grant (2009), no qual os autores propdem um importante papel desse residuo de cisteina na

formacdo de uma ligacdo dissulfeto entre dois monémeros da proteina.



85

A el MPP
pressequéncia de
1 enderegamento mitocondrial predita 20
TrX3p|MLFYKPVMRMAVRPLKSIRFIQSSYTSITKL NLT F R
55 58 67
NLIKQNDEKLVIDFYATWCGPCKMMOQPHLTIK KL AY
VRFVKCDVDESPDIAKECEVTAMPTFVLGKDGQLTIGK
127
IIGANPTALEKGIKDL

B o MPP
pressequéncia de

1 enderecamento mitocondrial deduzida 24

Tr2pM I K HIVSPFRTNFVGISKSVLSRMIHHKVTIIGSGPA
AHTAAIYLARAEMKPTLYEGMMANGIAAGGQLTTTTD
IENFPGFPESLSGSELMERMREKQSAKFGTNITITETVS
KVDLSSKPFRLWTEFNEDAEPVTTDAIILATGASAKR

165 168

MHLPGEETYWQQGISACAVCDGAVPIFRNEKPLAVIGG
GDSACEEAEFLTEKYASKVYILVRIKDHFRASVIMOQRRI
E KNPNIIVLFNTVALEAKGDGEKLLN MLRIKNTEKSNYV

ENDLEVNGLFYAIGHSPATDI VKGQVDEEETGYIKTV

PGSSLTSVPGFFAAGDVQDSRYRQAVTSAGSGCIAAL

342
DAERYLSAQE

Figura 25. Possiveis sitios de clivagem das proteinas Trr2 e Trx3 catalisado pela
protease MPP. Sequéncia de aminoacidos das proteinas Trx3 (A) e Trr2 (B). O sitio de clivagem de
Trx3 foi predito através do programa MitoProt Il (CLAROS; VINCENS, 1996). O programa nao foi
capaz de predizer o sitio de clivagem de Trr2. O sitio indicado é uma deducéo feita manualmente de
acordo com a conservacgao do residuo de arginina localizado na posi¢éo -2 em relagdo ao N-terminal
da proteina.

Para obter maior confiabilidade em relacdo ao exato local onde Prx1 é clivada,
complementando as analises globais feitas por Vogtle et al. (2009), a massa total de Prx1
purificada da mitocondria foi avaliada. Para isto, uma versdo recombinante de Prx1 fusionada
com seis residuos de histidina na regido C-terminal foi expressa na levedura. Em seguida, as
mitocondrias foram isoladas e, apds o rompimento das membranas mitocondriais, 0
sobrenadante obtido apds ultracentrifugacdo foi submetido a cromatografia de afinidade a
niquel. Anélises de SDS-PAGE demonstraram que Prx1 foi eficientemente purificada a partir

da fragdo mitocondrial (Figura 26A).
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Figura 26. Purificacdo da proteina Prx1 da mitocondria através de cromatografia de afinidade a niquel seguido de analise de
espectrometria de massas. (A) As mitocondrias foram purificadas a partir de células da linhagem WT crescidas em meio contendo glicerol como fonte de
carbono. As mitocéndrias (2 mg) foram lisadas através da adigdo do detergente ndo i6nico digitonina para uma concentracéo final de 1,2%. A mistura foi
centrifugada a 40000 x g e o sobrenadante dessa centrifugacdo foi aplicado em coluna de cromatografia de afinidade a niquel de 1 mL. A purificacdo foi feita
conforme recomendacfes do fabricante. Amostras de proteinas das diferentes etapas do protocolo foram separadas através de gel SDS-PAGE e coradas com
comassie blue. Lane 1: proteinas mitocondriais totais, lane 2: lisado mitocondrial obtido ap6s centrifugacdo a 30.000 x g, lane 3: proteina eluida da coluna de

cromatografia a niquel. A seta indica a proteina obtida apds a purificacdo. (B) Cromatograma da analise de espectrometria de massas referente a proteina Prx1
purificada da mitocondria.



87

A proteina purificada foi submetida & andlise de espectrometria de massas. A
metodologia utilizada foi a ionizacdo da proteina inteira, sem a necessidade de digestdo
peptidica. A analise de espectrometria de massas demonstrou a presenca de um pico com
razdo massa/carga (m/z) de 26273,8 (Figura 26B). A massa tedrica calculada para Prx1
iniciando no aminoéacido K39 ¢é de 26216,7. Estes resultados indicam que Prx1 totalmente
processada inicia no residuo de K39, corroborando os dados globais de Vdgtle et al. (2009).
Porém, a diferenca entre o valor experimental e o tedrico é relativamente alta (57,1 unidades
de massa) e a natureza do aminoacido N-terminal devera ser confirmada através de

sequenciamento de Edman.

4.4 Papel funcional da clivagem de Prx1 catalisada pela protease Octl

Na sessdo anterior foi demonstrado que Prx1 € clivada pela protease Octl in vivo. A
seguir, o papel funcional desse processamento foi investigado.

Vogtle et al. (2011) demonstraram que a clivagem de Octl promove um aumento da
estabilidade proteica, convertendo os intermediarios gerados por MPP em polipeptideos mais
estaveis. Entretanto, neste estudo, os autores avaliaram a estabilidade de apenas trés
substratos de Octl, ndo incluindo Prx1.

Para investigar se a estabilidade de Prx1 ¢é afetada devido a clivagem de Octl, a meia
vida das proteinas foram monitoradas in organello. Neste ensaio, mitocondrias isoladas das
linhagens WT, AOCTI e AOCTI+OCTI (mutante nulo de OCT1 reexpressando 0 gene
OCT1) foram incubadas a 37 °C por diferentes periodos de tempo e 0s niveis de Prx1 foram
avaliados através de western-blot.

De fato, os ensaios indicaram que a clivagem catalisada por Octl aumenta a
estabilidade de Prx1 in organello (Figura 27). Os niveis proteicos de Prx1 com o decorrer do
tempo foram significativamente menores na linhagem AOCTI comparado com a linhagem
WT. Como controle do experimento, os niveis proteicos de CoxIV (componente do complexo
respiratorio 1V) e porina (proteina de membrana externa) também foram monitorados. A
proteina CoxIV também é substrato da protease Octl (BRANDA; ISAYA, 1995) e assim
como Prx1, seus niveis proteicos foram significativamente reduzidos na linhagem AOCT].

Por outro lado, os niveis da proteina porina, que ndo é substrato de Octl, ndo foram alterados.
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Figura 27. Ensaio de estabilidade das proteinas in organello. As mitocondrias foram isoladas
das linhagens WT, 40CT1 e AOCTI + OCT1 (mutante nulo de OCT1 reexpressando o gene OCT1)
cultivadas em meio fermentativo contendo galactose como fonte de carbono. Apds a quantificacéo,
quantidades equivalentes de mitocondrias foram incubadas em tampdo SEM estéril a 37 °C por
diferentes periodos de tempo. As mitocondrias foram re-isoladas através de centrifugacdo a 13.000 x g
por 20 minutos e ressuspendidas em tampdo de amostra. Aliquotas foram aplicadas em gel de SDS-
PAGE seguido de western-blot utilizando anticorpos indicados na figura. O tempo 0, indica as
amostras mitocondriais que ndo foram incubadas a 37 °C, sendo imediatamente misturadas com
tampdo de amostra.

O mutante nulo 40CT1 apresenta um fendtipo de perda total do DNA mitocondrial,
resultando em deficiéncia respiratéria mitocondrial (ISAYA et al., 1994). Para discriminar se
a reducdo dos niveis de Prx1 decorre unicamente da auséncia da protease Octl e ndo do
fenotipo de deficiéncia respiratéria, o gene OCT1 foi reexpresso no mutante nulo 40CTI. A
reexpressao de Octl restaurou os niveis de Prx1 semelhante a linhagem selvagem, indicando
que a instabilidade de Prx1 decorre unicamente da auséncia da clivagem catalisada pela
protease Octl. O mesmo ocorreu para CoxIV que, conforme mencionado anteriormente,
também é substrato de Octl (Figura 27).

Apesar das proteinas Trx3 e Trr2 ndo serem clivadas por Octl, suas estabilidades
também foram avaliadas. Curiosamente, Trx3 e Trr2 apresentaram uma reducdo dos niveis
proteicos na linhagem AOCTI comparado as linhagens WT e AOCTI1+OCT! (Figura 27),
mesmo ndo sendo substratos dessa protease (Figuras 23, 24 e VOGTLE et al.,, 2011).
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Possivelmente, algum efeito indireto associado a instabilidade de algum substrato de Octl na
linhagem AOCT1 deve estar associada a perda de estabilidade de Trx3 e Trr2.

As proteases MPP e Octl sdo altamente conservadas ao longo da evolucdo. Dessa
forma, com o objetivo de verificar se Octl catalisa a clivagem de Prxs mitocondriais de
mamiferos, inicialmente foi feito um alinhamento do sitio de clivagem das proteinas
substratos de Octl descritas até 0 momento. Usando informacdes do banco de dados de
proteases MEROPS (RAWLINGS et al., 2014) e dos trabalhos citados no Quadro 8 foi
possivel criar um consenso dos aminodcidos presentes nos sitios de clivagem de Octl(Figura
28A).

Conforme demonstrado na Figura 28A, o sitio de clivagem da protease MPP possui
uma arginina altamente conservada na posi¢do -10 em relacdo ao N-terminal maduro das
proteinas (aminoacido +1). No entanto, tomando como referéncia o sitio de clivagem de MPP,
a arginina esta presente na posi¢cdo -2, condizente com os dados da literatura (BRANDA;
ISAYA, 1995; MOSSMANN et al., 2012; VOGTLE et al., 2009, VOGTLE et al., 2011).
Atualmente, ha apenas duas variacdes nessa posi¢do, com Prx1 tendo uma lisina e Imu32 uma
cisteina (Quadro 8).

A posicdo -8 do sitio de clivagem de Octl tambeém se mostrou altamente conservada
contendo amino&cidos hidrofébicos como fenilalanina, leucina e isoleucina. Estes dados
demonstram o elevado nivel de conservacdo dos sitios de clivagem das proteases MPP e Octl,
uma vez que o motivo de aminoacidos consenso foi feito com sequencias de proteinas que
véo da levedura ao homem.

A geracdo de um motivo de clivagem consenso permitiu fazer a predicdo se as
peroxirredoxinas mitocondriais humanas podem ser clivadas por Octl. Células humanas
expressam duas peroxirredoxinas mitocondrias, denominadas Prx3 e Prx5. Ambas apresentam
mecanismo de catélise do tipo 2-Cys-Prxs e os respectivos aminoacidos N-terminal dessas
enzimas foram determinados experimentalmente (COX, et al., 2010; VACA JACOME et al.,
2015).

Conforme demonstrado na figura 28B, apenas Prx3 possui uma elevada possibilidade
de ser clivada por Octl. Prx3 possui um residuo hidrofobico na posicdo -8 (fenilalanina) e
apesar de ndo possuir uma arginina na posi¢ao -10, possui uma lisina, aminoacido este,
aceitavel nessa posicdo. Curiosamente, a peroxirredoxina de levedura Prx1 também possui

uma lisina na posigéo -10.



Quadro 8 - Proteinas clivadas pela protease Octl descritas até 0 momento

Sitios de Clivagem

Proteina MPP Octl Organismo Fonte
Cox4 16RTLCSSRYLLQ26 Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Cpr3 11RLFSNSASRLG,; | Saccharomyces cerevisiae Végtle et al. (2009)
Lpdl 12RAFSSTVRTLT,, | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Mdh1 gRAFSSTVANPY.g | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Mrp21 1sRGFTTIDCLRQ,5 | Saccharomyces cerevisiae Vogtle et al. (2009)
Mrps28 24RSFVSSPVSNS;, | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Prx1 20KTFATAPILCK3o | Saccharomyces cerevisiae Vagtle et al. (2009)
Riml sREFFHATTKKMD, g Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Ripl 21 RLISQSLLASK;; | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Rsm24 21RVLTMSRCLNS;; | Saccharomyces cerevisiae Vogtle et al. (2009)
Sdhl 1o0RTFTSSALVRQ,o | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Tufl 20RTFSQTTTSYA39 | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Ysal 1sRLEFRTMSTVKG,5 | Saccharomyces cerevisiae Vogtle et al. (2009)
Imo32 37CAFHSLAKVLQ,; | Saccharomyces cerevisiae Vogtle et al. (2011)
Hem15 22RSEFSVTEFNMOQON,; | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
ldpl s-RLESTSRLAAF,g | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Pet122 16RILLSSLNGKM,; | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
Mrpl120 oRSFHTAGSAWK,, | Saccharomyces cerevisiae Branda e Isaya (1995)
csr-1 35sRAFSQTSSIMS ¢ Neurospora crassa Hendrick et al. (1989)
NCUO06606 23RALTTSTALQG;, Neurospora crassa Hendrick et al. (1989)
OoTC 23RNFRYGKPVQS;, Rattus norvegicus Sztul et al. (1987)
MDH1 15sRSFSTSAQNNA, ¢ Rattus norvegicus Hendrick et al. (1989)
OoTC 23RHFWCGKPVQS;, Mus musculus Hendrick et al. (1989)
MDH?2 15sRSFSTSAQNNA, ¢ Mus musculus Hendrick et al. (1989)
ATP5A1 34sRNFHASNTHLQ 5 Homo sapiens Gevaert et al. (2003)
ATP50 14RCEFSTSVVRPF,5 Homo sapiens VanDamme et al. (2005)
ATPSJ 23RNIGVTAVAFN;, Homo sapiens VanDamme et al. (2005)
NDUFV2 23RNLHKTVMQONG;, Homo sapiens VanDamme et al. (2005)
OoTC 23RNFRCGQPLOQONs, Homo sapiens Hendrick et al. (1989)
HSPD1 16RVLAPHLTRAY Homo sapiens Gevaert et al. (2003)

Nota: As setas representam os sitios de clivagem das proteases MPP e Octl. Os aminoacidos
destacados em cinza representam aminoacidos altamente conservados localizados nos sitios de
clivagem de MPP. Para simplificacdo apenas a regido dos sitios de clivagens das proteases MPP e
Octl esta sendo demonstrada. O nimero a esquerda da sequéncia subscrito indica o posi¢do da
arginina altamente conservada em relagdo a sequéncia precursora. O nimero a direita subscrito indica

a posicao do aminoacido N-terminal (destacados em azul claro) em relagdo a sequéncia precursora.
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Figura 28. Aminoacidos presentes nos sitios de clivagem das proteases mitocondriais
MPP e OCTL1.(A) Sequencia consenso dos aminoacidos dos sitios de clivagem das proteases
mitocondriais MPP e Octl. As sequéncias de aminoécidos das proteinas substratos de Octl descritas
no Quadro 8 foram utilizadas para a geracdo do motivo consenso através do programa weblogo
(logo@compbio.berkeley.edu). (B) Esquema dos aminoacidos localizados préximos da regido N-
terminal das peroxirredoxinas mitocondriais humanas Prx3 e Prx5. A indicacéo da regido N-terminal
madura é baseada no trabalho de Vaca Jacome et al., (2015). Um possivel octapeptideo que seria
clivado pela protease Octl esta realgado por um retangulo. Os amino&cidos localizados a montante do
N-terminal maduro estdo identificados com ndmeros negativos.

O alinhamento da sequencia de enderecamento mitocondrial de diversas
peroxirredoxinas 3 de mamiferos revelou a presenca de aminoacidos conservados nas
possiveis regides de clivagem das proteases MPP e Octl (Figura 29). Os aminoacidos
presentes no interior do possivel octapeptideo removido por Octl se mostraram serem mais
conservados em relacdo ao restante da sequencia de enderegamento. A fenilalanina presente
na posicdo -8 em relacdo ao sitio de clivagem de Octl se mostrou conservada em todas as
sequéncias analisadas. Além disso, 0s aminoacidos serina ou treonina se mostraram
dominantes nas posicles -5, -6 e -7. Estes resultados indicam que muito provavelmente as

peroxirredoxinas 3 mitocondriais de mamiferos séo clivadas por Oct1.
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Figura 29. Alinhamento da sequéncia de amino&cidos presentes na regido de enderegcamento mitocondrial das peroxirredoxinas 3 de
mamiferos. As sequéncias foram obtidas do banco de dados UniProt (http://www.uniprot.org/). As sequéncias de aminoacidos de Prx3 de Homo
sapiens, Gorilla gorilla gorilla, Pan troglodytes, Pongo abelli, Nomascus leucogenys, Papio anubis, Chlorocebus sabaeus, Macaca mulata,
Callithrix jacchus, Boris taurus, Ovis aries, Felis catus, Ailuropoda melanoleuca, Canis lupus familiares, Equus caballus, Sus scrofa, Myotis
lucifugus, Ictidomys tridecemlineatus, Loxodonta africana, cavia porcelus, Rattus novergicus, Mus musculus, Sarcophilus harrisii foram
(Waterhouse et

alinhadas usando 0

programa

Jalview

al.,

2009).
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Para confirmar se Prx3 humana € clivada pela protease Octl in vivo, células da
levedura selvagem (WT) e mutante nulo de OCT1 (AOCT1) foram transformadas com um
plasmideo expressando Prx3 humana. O anticorpo anti-Prx3 reconheceu uma banda apenas
nas fracbes mitocondriais das linhagens de levedura que expressam Prx3 (Figura 30). Isto
indica que a proteina humana est4 sendo corretamente direcionada para a mitocondria da

levedura.
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Figura 30. A peroxirredoxina humana Prx3 é clivada pela protease Octl de levedura.
Western blot de fracbes mitocondriais utilizando o anticorpo anti-Prx3 humana. As linhagens
analisadas foram: selvagem expressando o gene PRX3 humano (WT +PRX3), mutante nulo para a
protease Octl expressando o gene PRX3 humano (AOCT1 + PRX3) e selvagem carregando o
plasmideo vazio (WT).

Ao comparar o tamanho da banda de Prx3 nas linhagens WT e AOCT1 observa-se um
tamanho ligeiramente maior na linhagem AOCT1 (Figura 30), provavelmente decorrente da
auséncia da clivagem de oito aminoacidos por Octl. Portanto, Prx3 humana é clivada por
Octl de levedura, confirmando o elevado nivel de conservacdo desse mecanismo de
processamento mitocondrial. Essa € a primeira evidéncia apresentada para o processamento
de Prxs humanas por Octl.

Assim como determinado para Prx1, a estabilidade de Prx3 foi avaliada in organello
nas linhagens WT+PRX3 e AOCT[+PRX3 (Figura 31). Curiosamente, a estabilidade de Prx3
na linhagem A4OCTfoi maior do que na linhagem WT. A reexpressdo de Octl na linhagem
AOCTI+PRX3+0CT1 ndo alteou os niveis de Prx3 comparado a linhagem AOCTI+PRX3.

Estes resultados sdo distintos aos observados para a proteina Prx1 de levedura, onde os niveis
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proteicos foram significativamente menores na linhagem 4OCT1. Além disso, a estabilidade
de Prx3 humana foi significativamente menor na linhagem WT comparado as demais
linhagens. Estes resultados indicam que Prx3 humana possui curto tempo de meia vida
quando expressa em células de levedura. O aumento de sua estabilidade nas linhagens
AOCTI+PRX3 e AOCTI+PRX3+0CTL1 possivelmente é decorrente do fenétipo de perda do
MtDNA dessas linhagens. A clivagem de Prx3 humana por Octl de levedura néo alterou sua

estabilidade.

WT+PRX3 AOCT1+PRX3  AOCT1+PRX3+0OCT1

Time(h) 0 24 48 65 0O 24 48 65 0 24 48 65

Prx3 s - D S cm o= gun G = ~= -05
. -20

-15

-37

POMNMNG o e a— e e s e —— c— —— — .
-25

-20

Figura 31. Ensaio de estabilidade de Prx3 in organello. As mitocondrias foram isoladas das
linhagens WT + Prx3 e 40CT1 + Prx3 cultivadas em meio fermentativo contendo galactose como
fonte de carbono. Apds a quantificacdo, quantidades equivalentes de mitocondrias foram incubadas
em tampdo SEM estéril a 37 °C por diferentes periodos de tempo. As mitocdndrias foram re-isoladas
através de centrifugacdo a 13000 x g por 20 minutos e ressuspendidas em tampdo de amostra.
Aliquotas foram aplicadas em gel de SDS-PAGE seguido de western-blot utilizando o anticorpo anti-
Prx3.

Mais estudos sdo necessarios para entender essa estabilidade advinda do
processamento por Octl. Entre outros aspectos, a identificacdo de proteases envolvidas na

degradacéo de proteinas ndo processadas por Octl é desejavel.

4.5 Efeitos da clivagem de Octl sobre a atividade peroxidasica de Prx1

Para investigar se a clivagem catalisada por Octl afeta a atividade peroxidéasica de
Prx1, proteinas Prx1 recombinantes foram produzidas em Escherichia coli, representando a
forma clivada e ndo clivada por Octl. Para a versdo de Prx1 clivada por Octl, a proteina foi
construida a partir da lisina 39 e sera denominada Prx1-K39. Para a versdo ndo clivada por

Octl, Prx1 foi construida a partir da fenilalanina 31 (sitio de clivagem catalisada por MPP) e
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sera denominada Prx1-F31. Ambas as proteinas foram produzidas em fusdo com cauda de
histidina na regido C-terminal o que auxilia sua purificacdo em coluna cromatografica de
afinidade a metais. A construcdo dessas proteinas recombinantes foi feita em colaboracédo
com o aluno de iniciag&o cientifica Eduardo Tassoni (IB-USP).

A atividade peroxidasica de Prx1 foi monitorada através do decaimento da
absorbancia do NADPH a 340 nm, em ensaio acoplado ao sistema Trx mitocondrial. Nesse
ensaio, a atividade peroxidasica de Prx1 € suportada por elétrons fornecidos por Trx3. Trx3
por sua vez é reduzida pela tiorredoxina redutase 2 (Trr2) que inicialmente foi reduzida pelo
NADPH.

As purificagbes das enzimas recombinantes produziram grandes quantidades de

proteinas com elevado grau de pureza (Figura 32).
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Figura 32. Purificacdo das proteinas recombinantes. Gel de SDS-PAGE corado com comassie
blue demonstrando as purificagdes das enzimas utilizadas nos ensaios de atividade peroxidasica in
vitro.

Utilizando diferentes concentragBes de H,O, foi possivel determinar os pardmetros
cinéticos para as duas isoformas de Prx1 (Tabela 1). Ambas as enzimas apresentaram valores
similares de eficiéncia catalitica (k.at /Km) para o H,O,. No entanto, a isoforma curta
apresentou valores significativamente maiores, especialmente relacionados ao “turnover”
(kcat). Porém as diferencas nas propriedades enziméticas foram muito pequenas e

provavelmente ndo interferem com a funcéo de Prx1. Possivelmente, a forma de Prx1 néo
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processada por Octl apresenta uma instabilidade advinda de outras proteases mitocondriais

ainda ndo identificadas.

Tabela 1 — Propriedades cinéticas das proteinas Prx1 processada (Prx1-K39) e nao
processada (Prx1-F31) pela protease Octl.

Prx1-K39
Substrato
Km Vmax kcat kcat/Km
uM mmol min™ min™ M~ min™
3.8.(x03)
H,0, 52+04 99+0.1 1.98 £0.02 10°
Prx1-F31
Substrato
Km Vmax kcat kcat/ Km
M mmol min™* min™* M min™
35.(x03)
H,0, 46+04 79+0.1 1.58 £0.02 10°

4.6 A funcéo de Prx1 na manutencao da atividade mitocondrial

Com o intuito de elucidar o papel de Prx1 na manutencdo da funcdo mitocondrial, os
niveis de expressdo dessa peroxidase foram avaliados em diferentes condi¢Ges de
crescimento. Trabalhos anteriores demonstraram através de Northern blotting que a expressao
do gene PRX1 é fortemente reprimida por glicose (MONTEIRO; NETTO, 2004; MONTEIRO
et al., 2002). Para ampliar estes estudos, os niveis proteicos de Prx1 foram monitorados em
diferentes situaces metabdlicas, incluindo: 4 diferentes fontes de carbono (glicose, galactose,
glicerol/etanol e lactato), trés fases distintas de crescimento (fase fermentativa inicial, fase
fermentativa tardia e fase estacionaria) e exposi¢do ao H,O, exdgeno.

Como esperado, a glicose inibiu fortemente a expressdo de Prx1 nas fases iniciais de
crescimento (Figura 33, canaletas 1 e 2). O mesmo ocorreu com a proteina porina, utilizada
como marcador da biogénese mitocondrial. Estes resultados corroboram os dados da literatura
demonstrando que a glicose é um forte repressor da biogénese mitocondrial (ZAMAN et al.,
2008). Por outro lado, ocorreu forte expressdo de porina na fase estacionaria de crescimento

em glicose (canaleta 3), indicando que o etanol acumulado durante a fermentacao da glicose é
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utilizado no metabolismo respiratério mitocondrial. Os niveis de Prx1 aumentaram
paralelamente aos niveis de porina, indicando que esta enzima é sintetizada durante a
biogénese de mitocondrias. A proteina Pgkl, uma enzima da via glicolitica, foi utilizada como

controle de carregamento das proteinas no gel.
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Figura 33. Expressao de Prx1 em diferentes fontes de carbono e fases de crescimento. As
células foram crescidas em diferentes periodos de tempo e ap0s atingir a Absgy desejada, extratos
proteicos totais foram preparados utilizando quantidades equivalentes de células. As proteinas foram
separadas em gel de SDS-PAGE seguido de western-blot utilizando os anticorpos indicados na figura.
a: fase inicial de crescimento exponencial (Abss = 1), b: fase intermediaria de crescimento
exponencial (Absgy = 2) e c: fase de crescimento estacionaria (Absgy > 2). Para o tratamento com
H,0,, culturas celulares com uma Absgy = 1foram cultivadas por 1 hora na presenga de 0,5 mM de
H,0,.

Na presenca de galactose, etanol/glicerol e ou lactato como fontes de carbono, Prx1
foi expressa em todas as fases de crescimento apresentado um leve aumento de expresséo na
fase estacionaria de crescimento. Nessas fontes de carbono, houve elevada expressao de
porina indicando um aumento da biogénese mitocondrial (canaletas 4 a 12).

A exposicdo das células com 0,5 mM de H,O, na fase fermentativa inicial de
crescimento resultou na indugédo da expressdo de Prx1 na presenca de glicose (canaleta 13).
Nas outras fontes de carbono ndo houve um aumento significativo da expressao de Prx1 ap6s
a exposicdo ao H,O,. Além disso, ndo houve um aumento da expressdo de Prx1 em células

desprovidas de DNA mitocondrial (rho®) na fase fermentativa inicial de crescimento em
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glicose (canaleta 17). Os resultados descritos acima indicam que Prx1 € expressa
paralelamente com a biogénese mitocondrial ou durante a exposi¢do das células ao H,O,. Em
outras palavras, a inducéo de Prx1 por H,O, se sobrepde a repressdo por glicose.

Apos verificar em quais condi¢cbes metabdlicas Prx1 é expressa, procurou-se avaliar o
envolvimento de Prx1 na resposta ao estresse oxidativo exdgeno. Para isto, células WT e
APRX] foram pré-cultivadas até a fase estacionaria de crescimento nos meios contendo
glicose ou etanol/glicerol como fontes de carbono. Em seguida, as células foram crescidas em
placas de meio sélido contendo glicose ou etanol/glicerol como fonte de carbono e
concentragBes crescentes de perdxido de hidrogénio (Figura 34). Contrario a trabalhos
anteriores (GREETHAM; GRANT, 2009; PEDRAJAS et al., 2000) que utilizaram meio rico
YPD para o crescimento das células, nesse trabalho utilizou-se 0 meio sintético completo
(SD). A ressalva frente ao meio rico YPD decorre de que este contem grandes quantidades de
peroxidos e glutationa (GSH) os quais poderiam interferir no fenétipo de sensibilidade ao
peroxido de hidrogénio.

A - glicose

H,0, 0 mM 0.5 mM 1 mM 2 mM

Figura 34. Sensibilidade dos mutantes nulos APRXI1, ATRR2 e ATRX3 ao estresse
oxidativo exdgeno causado pelo peroxido de hidrogénio. A tolerancia ao estrese oxidativo
exogeno foi verificada atraves da capacidade de crescimento em meio minimo suplementado com
diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio (H,O,). As células foram pré-cultivadas até a fase
de crescimento estacionaria em meio minimo contendo fonte de carbono fermentavel (glicose) ou
respiratoria (etanol/glicerol). Em seguida, as culturas foram diluidas em agua estéril para uma O.D. g
final = 1 e submetidas a posteriores diluicdes de 107, 10?, 102 e 10® Um volume de 3 pL das
diferentes diluicbes foi adicionado nas placas de meio sélido contendo concentragBes crescentes de
peréxido de hidrogénio. As células foram crescidas por 3 dias a 30 °C e posteriormente documentadas.
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Em meio fermentativo contendo glicose como fonte de carbono, o mutante 4PRX1
apresentou severo defeito de crescimento na presenca de 2 mM de H,0O, quando comparado
com a linhagem WT. J4 em meio respiratorio, a concentragdo de 1 mM de H,O; foi suficiente
para causar elevado defeito de crescimento. Dessa forma, conclui-se que o mutante APRX1
apresenta defeitos de crescimento somente quando desafiado com concentracdes elevadas de
H,O,, sendo esse fendtipo mais proeminente quando as células sdo crescidas em meio
respiratério (Figura 34).

Em relacdo as dele¢Bes individuais dos genes TRR2 e TRX3, o fendtipo de
sensibilidade ao H,0O, foi observado somente para a linhagem mutante ATRR2. Em meio
contendo glicose, o defeito de crescimento do mutante A7RR2 foi ligeiramente menor em
comparagdao com APRXI. Por outro lado, em meio respiratorio (etanol/glicerol) os dois
mutantes (APRX1 e ATRR?2) apresentaram um fenotipo muito semelhante. A delecdo de TRX3
néo causou nenhuma deficiéncia de crescimento.

Em adicdo aos mutantes simples (4PRXI1, ATRR2 e ATRX3), foram construidos
mutantes duplos atravées da delecdo do gene PRX1 nos mutantes ATRR2 e ATRX3. A delecéo
do gene PRX1 foi verificada através de western-blot utilizando extratos proteicos dos
diferentes mutantes (Figura 35). Em seguida foram realizados novos ensaios de sensibilidade

ao peroxido de hidrogénio utilizando os mutantes simples e duplos (Figura 36).
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Figura 35. Confirmacgéo da construcédo dos duplos mutantes. Extratos proteicos totais foram
preparados utilizando quantidades equivalentes de células. As proteinas foram separadas em gel de
SDS-PAGE seguido de western-blot utilizando o anticorpo anti-Prx1.
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Figura 36. Sensibilidade dos duplos mutantes ao estresse oxidativo exdgeno causado pelo
peroxido de hidrogénio. A tolerdncia ao estrese oxidativo exdgeno dos duplos mutantes foi
verificada conforme descrito na Figura 34.
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Novamente, o0 mutante simples 4PRX1 demonstrou um severo defeito de crescimento
na presenca de 2 mM H,0O, em ambos os meios de cultivo. Nesse segundo experimento, 0
mutante ATRR2 apresentou um crescimento semelhante ao mutante APRX1 em meio contendo
glicose (no primeiro experimento, 4PRXI foi ligeiramente mais sensivel em relacdo a
ATRR2). J& em meio respiratorio, ambos os mutantes ATRR2 e APRXI tiveram um
crescimento muito parecido na presenca de 1 mM de H,O,. No entanto, em elevadas
concentracbes de H,O, (2 mM — ndo testado no experimento anterior) o mutante 47RR2
demonstrou uma menor viabilidade em relacdo ao mutante APRX1. Isto ficou mais evidente
apos deixar as placas crescendo por dois dias adicionais (Figura 36C).

Em ambos os meios de cultivo, o duplo mutante APRXIATRX3 apresentou um
fenotipo semelhante ao mutante simples 4PRXI, indicando que a auséncia de TRX3 ndo
intensifica o defeito de crescimento do mutante simples APRXI. Por outro lado, o duplo
mutante APRXIATRR2 se mostrou significativamente mais sensivel em relacdo aos mutantes
simples 4PRXI1 e ATRR2, indicando um efeito sinérgico das proteinas Trr2 e Prx1 na
tolerancia ao estresse oxidativo.

Em meio contendo glicose, o duplo mutante AOCTIAPRXI apresentou um
crescimento semelhante ao mutante simples AOCTI (AOCT1 é incapaz de crescer em meio
respiratorio devido a perda completa do DNA mitocondrial ( ISAYA et al., 1994). Isto indica
que a auséncia de Prx1 ndo intensificou o defeito de crescimento do mutante simples AOCT1.

Em resumo, é possivel concluir que as proteinas Trr2 e Prx1 desempenham um
importante papel na manutencdo da homeostase redox mitocondrial. Em condicdes de
crescimento respiratorio e elevadas concentracbes de H,O,, Trr2 se mostrou ainda mais
necessaria do que Prx1.

Como demonstrado anteriormente, a inativacdo de Prx1 ndo prejudica o crescimento
das células em condi¢bGes basais de crescimento. Portanto, a inativacdo isolada dessa
peroxidase, em principio, ndo causaria nenhum prejuizo para a fun¢do da mitocéndria. Por
outro lado, estudos tem reportado que esta enzima atua eficientemente na reducdo do H,O,
(GREETHAM; GRANT, 2009; PEDRAJAS et al., 2000; 2010; 2016). Sendo assim,
procurou-se determinar a producdo de H,O, em suspensdes de mitocondrias isoladas das
linhagens WT e APRX1.

A producéo de H,O, em suspensdes mitocondriais foi monitorada fluorometricamente
através da oxidacdo da sonda Amplex Red, ao qual, na presenca da proteina peroxidase de
raiz forte (HRP), reage com o H,O, em uma estequiometria de 1:1, produzindo um composto

altamente fluorescente, a resorufina. A respiracdo mitocondrial foi induzida através da adicdo
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de etanol 1%. O etanol é oxidado a acetaldeido através da enzima &lcool desidrogenase Adh,
localizada na matriz mitocondrial, gerando a coenzima reduzida NADH. O NADH transfere
os elétrons para a cadeia respiratoria mitocondrial através da NADH desidrogenase interna.

A taxa de liberacdo de H,O, nas suspensdes mitocondriais da linhagem mutante
APRX1I foi significativamente maior em relacdo a linhagem selvagem WT (Figura 37). Por
outro lado, apesar do mutante AOCT! ter liberado mais peroxido que a linhagem WT, sua
producdo foi menor em relagdo ao mutante APRXI. Conforme citado anteriormente, o
mutante AOCT1 possui um fenotipo de deficiéncia respiratoria devido a perda completa do
DNA mitocondrial. Portanto, a producgdo de H,O, nesse mutante parece ser independente da
cadeia respiratoria mitocondrial, uma vez que quatro subunidades da cadeia respiratoria
(Cox1, Cox2, Cox3 e Cob1l) sdo codificadas pelo mtDNA. Por outro lado, 0s genes nucleares
que codificam compontes da cadeia respiratoria contem cofatores com propriedades redox

(como flavinas e centros ferro-enxofre), portanto, capazes de gerar H,O..
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Figura 37. Liberagdo de H,O, em suspensfes mitocondrias. A determinagdo da liberacdo de
H,0, em suspensbes mitocondriais (20 pg/mL) das linhagens indicadas na figura foi feita através de
medigdes fluorométricas (Aex570 nm, Aem 585 NmM) da oxidagdo da sonda AmplexRed. A respiracéo
mitocondrial foi induzida através da adi¢do de etanol 1%. A parte de cima da figura representacdo
grafica da produgdo do H,0, ao longo do tempo.

Alternativamente, a flavoenzima dihidrolipoil desidrogenase poderia ser responsavel
pela geracdo de quantidades significativas de EROs mitocondriais (TAHARA et al., 2007). A
auséncia de Prx1 no duplo mutante AOCT14PRX1 desencadeou um aumento na producéo de

H.0O, comparado ao mutante simples AOCT1. Por outro lado, o fato da geracdo de H,O; no
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duplo mutante AOCTIAPRX]I ser menor do que no mutante simples 4PRX1 pode ser devido a
algum efeito compensatorio ainda ndo compreendido. De qualquer forma, os resultados
apresentados acima indicam que Prx1 é responsavel pela reducdo de grandes quantidades do

H,O, mitocondrial.
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5. DISCUSSAO

A mitocondria desempenha um papel central na manutencdo da homeostase celular,
possuindo funcBes bioenergéticas, biossintéticas e sinalizadoras (CHANDEL, 2014; 2015).
Por outro lado, o metabolismo energético mitocondrial € considerado a principal fonte
intracelular de EROs das células eucaridticas (BALABAN et al., 2005; FIGUEIRA et al.,
2013; FISCHER et al., 2012; HOLMSTROM; FINKEL, 2014; KOWALTOWSKI et al.,
2009; MURPHY, 2009). A oxidagdo de biomoléculas devido a acdo das EROs tem sido
apontado como uma das principais causas da disfungdo mitocondrial. A perda da atividade
mitocondrial, por sua vez, estd diretamente relacionada com a progressdo de inumeros
quadros patologicos, incluindo doengas neurodegenerativas e o proprio envelhecimento
(NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012).

Apesar dos efeitos “maléficos” das EROs existe uma crescente apreciacdo de que estas
moléculas, especificamente 0 H,O,, possuem fungdes “benéficas”, atuando como mediadores
da sinalizacdo intracelular (HOLMSTROM; FINKEL, 2014). De fato, existem complexos
proteicos celulares que catalisam a sintese do O,", conhecidos como NADPH oxidases ou
simplesmente NOX (AGUIRRE; LAMBETH, 2010). NOX1, por exemplo, é ativada como
parte de diversas vias de sinalizacdo, incluindo citocinas como o fator de crescimento
epidermal (EGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (BAE et al., 1997;
SUNDARESAN et al., 1995). O H,0, derivado da dismutacdo do O," produzido por NOX1,
atua diretamente na regulacdo da atividade de componentes da via de sinalizacdo do EGF e
PDGF (MENG et al., 2002).

Dessa forma, O,” e H,0, produzido pelas NADPH oxidases desempenham um
importante papel na sinalizacdo celular. Por outro lado, existem evidéncias de que as EROs
geradas na mitocondria (MtEROsS) ndo sdo apenas deletérias, podendo também atuar na
sinalizacdo celular (HAMANAKA; CHANDEL, 2010; MURPHY et al., 2011;
SENA;CHANDEL, 2012). Especificamente a producdo do O, pelo complexo respiratorio 111
parece atuar na sinalizacdo da resposta a adaptacdo a hipdxia (BELL et al., 2007; CHANDEL
et al., 1998, CHANDEL et al., 2000; EMERLING et al., 2009; GUZY; SCHUMACKER,
2006; WAYPA et al., 2006). Portanto, a regulacdo dos niveis de mtEROs ¢é de fundamental
importancia para o funcionamento adequado da mitocéndria assim como sua capacidade de
atuar na sinalizacdo celular. Em principio, os niveis de mtEROs podem ser regulados de trés
maneiras: 1) regulacdo da producéo; 2) regulacdo da eliminacéo e 3) regulacéo da localizacéo
(SENA; CHANDEL, 2012).
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A eliminagdo das mtEROs € catalisada por elaborados sistemas enziméticos presentes
nos diferentes compartimentos mitocondriais (HERRERO et al., 2008; MORANO et al.,
2012; MURPHY, 2012; TOLEDANO et al., 2013). Nos altimos anos, enzimas antioxidantes
mitocondriais de diversos organismos foram extensivamente estudas e caracterizadas in vitro.
No entanto, h& um limitado conhecimento sobre os mecanismos de importacdo e regulagédo
das atividades enziméticas in vivo.

Este trabalho apresenta uma caracterizacdo detalhada dos mecanismos de importacédo
mitocondrial das enzimas Trr2, Trr3 e Prx1 da levedura Saccharomyces cerevisiae. Os
ensaios de solubilidade das proteinas mitocondriais demonstram que essas enzimas se
associam fracamente com as membranas mitocondriais, sendo extraidas com solucao alcalina
de carbonato de sddio (Figura 18). Por outro lado, os experimentos de sub-fracionamento
mitocondrial indicam um perfil de distribui¢cdo submitocondrial especifico para cada uma das
trés enzimas. Ambas as enzimas apresentaram marcagdo nas quatro fracdes do pellet obtido
durante o protocolo de sub-fracionamento (Figuras 19, 20 e 21). Isto é condizente com o
perfil de marcacdo de uma proteina de matriz mitocondrial. No entanto, a enzima Prx1
também apresentou marcacgédo nas fracdes 3 e 4 do sobrenadante (Figura 21). A marcacdo na
fracdo 3 do sobrenadante é consistente para proteinas solUveis localizadas no espaco
intermembrana, como é o caso do citocromo b2 (Cyt. b2). Tal marcacdo deveria desaparecer
na fracdo 4 devido a acdo da proteinase K. Porém, de maneira inesperada, a proteina Prx1
apresentou marcacdo na fracdo 4 do sobrenadante, indicando que a mesma é resistente a agdo
da proteinase K.

Com base nos experimentos citados acima podemos concluir:

a) Trx3 e Trr2 estdo localizadas na matriz mitocondrial associadas fracamente com a
membrana mitocondrial interna.

b) Prx1 apresenta dupla localizagdo. A enzima se associa fracamente com a membrana
mitocondrial interna com face voltada para a matriz mitocondrial e também esta presente no
espaco intermembrana, como uma proteina soltvel.

A resisténcia a degradacao frente a proteinase K da enzima Prx1 (Figura 21) ndo esta
totalmente entendida. Uma possivel explicacdo é a possibilidade de Prx1 assumir uma
estrutura quaternaria hexamérica. Recentemente, Pedrajas et al. (2016) propuseram que a
cisteina catalitica de um dos mon6émeros de um dimero de Prx1 forma uma ligacéo dissulfeto
com outra cisteina catalitica de um mondémero de um segundo dimero. As liga¢fes dissulfetos
poderiam ser formadas entre trés dimeros de Prx1, originando uma estrutura hexamérica

(Figura 14). Tal estrutura poderia representar uma barreira estrutural contra a acdo da
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proteinase K. Porém até o momento nenhuma abordagem estrutural como espectrometria de
massas ou cristalografia de raio X produziu evidencias da formacdo de uma ponte dissulfeto
entre duas Cp em 1-Cys Prx que sem encontram enterradas na cadeia polipeptidica (CHOI et
al., 1998).

A associacdo das enzimas Prx1, Trr2 e Trx3 com a membrana mitocondrial interna
poderia garantir a eficiente reducdo do H,O, produzido pela cadeia respiratéria mitocondrial
(Figura 10). Nesse sentido, o H,O, gerado nas proximidades da membrana interna seria
rapidamente reduzido por Prx1, evitando assim a geracdo do radical hidroxila e,
consequentemente, os danos & membrana interna.

Ukai et al. (2011) demonstraram que a glutationa peroxidase 2 (Gpx2) apresenta dupla
localizacdo, sendo encontrada no citoplasma e na mitocdndria. Na mitocondria a enzima
encontra-se associada com a membrana externa (com face voltada para o citoplasma) e
interna (com face voltada para a matriz). Porém os autores nao investigaram o papel
fisiologico de Gpx2 na manutencdo da homeostase redox mitocondrial.

Prx1, Gpx2 e Ccpl parecem desempenhar um importante papel na manutencdo dos
niveis de EROs mitocondriais. No compartimento da matriz, a agdo das enzimas Prx1 e Gpx2
poderia garantir a eficiente reducéo de hidroperoxidos gerados proximos a membrana interna,
evitando assim a oxidacdo de lipideos. A cardiolipina é um fosfolipidio especifico da
membrana mitocondrial interna que possui uma fungdo central na organizacao estrutural dos
componentes proteicos inseridos ha membrana (REN et al., 2014). A oxidacao desse lipideo
tem sido apontada como uma das principais causas da disfuncdo mitocondrial (LUEVANO-
MARTINEZ et al., 2015; SHI, 2010; YIN; ZHU, 2012).

No espago intermembrana, Ccpl e Prx1 poderiam reduzir o H,O, gerado nesse
compartimento. Recentemente, Ccpl foi demonstrada ser essencial para o crescimento de
uma linhagem 48 de S. cerevisiae, ao qual ndo possui as cinco peroxirredoxinas e as trés
glutationa peroxidases (KAYA et al., 2015). A auséncia das oito peroxidases (incluindo Prx1)
desencadeou uma aneuploidia (segunda cépia) do cromossomo Xl e consequente
superexpressdo do gene CCP1 presente nesse cromossomo. A superexpressdo de Ccpl
suportou a atividade removedora de peroxido permitindo o crescimento da linhagem 48
(KAYA et al., 2015). Prx1 e Ccpl poderiam desempenhar um importante papel na reducéo do
H,O, gerado pela atividade da cadeia respiratoria e pela acdo de Erol (componente da via de
importacdo acoplado a processo oxidativo) (Figuras 9 e 10).

A co-localizacdo das proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 em associacdo com a membrana

mitocondrial interna indica uma possivel interacdo entre elas in vivo durante o processo de
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reducdo do H,0O,, conforme evidenciado em estudos anteriores (GREETHAM; GRANT,
2009; GREETHAM et al., 2013; PEDRAJAS et al., 2000).

O mecanismo de reducdo do acido sulfénico de Prx1 permanece pouco entendido.
Diversos mecanismos tém sido propostos baseados em estudos in vitro utilizando preparagdes
proteicas puras obtidas de culturas bacterianas (Figura 14 ilustra 0 mecanismo proposto
recentemente). No entanto, tem sido postulado que as reac¢Oes redox in vitro possuem certas
“promiscuidades” gerando informag¢des que muitas vezes ndo demonstram o que ocorre in
vivo (PEDRAJAS et al., 2010). Desta forma ha a necessidade de por um lado de se aprofundar
0s estudos in vivo, procurando entender as interagfes proteicas que ocorrem no interior da
mitocondria. Por outro lado, uma caracteriza¢do cinética rigorosa e quantitativa das reagdes
postuladas faz-se necessaria.

Até o momento, ha apenas um Unico estudo demonstrando uma interacéo proteica in
vivo entre as proteinas Trx3 e Prx1 (GREETHAM et al., 2013). Essa interacdo so foi
detectada apds a mutagdo da cisteina de resolucéo da tiorredoxina (Cys 58 no motivo CxxC).
De fato, interacBes entre a tiorredoxina e seus parceiros ocorrem através de ligacdes
dissulfetos, que sdo transitorias e que podem ser detectadas mais facilmente através da
mutagdo da cisteina de resolucéo de Trx.

Uma maneira de estudar o envolvimento de proteinas em um processo bioquimico
comum € a construgdo de duplos mutantes seguido da observacdo dos fendtipos resultantes.
Nesse sentido, neste trabalho foram construidos duplos mutantes entre PRX1 e 0s genes TRR2
e TRX3 (Figura 35). Experimentos de sensibilidade ao H,O, exdgeno indicaram que a delecao
individual de TRX3 nédo causou nenhum defeito de crescimento em meios suplementados com
concentragcOes crescentes de H,O, (Figura 34). Este resultado corrobora estudos anteriores
(PEDRAJAS et al., 1999; TROTTER; GRANT, 2005) sugerindo que Trx3 parece ndo atuar
na protecdo contra as EROs geradas pelo metabolismo respiratorio mitocondrial, ja que o
defeito de crescimento do duplo mutante APRX1ATRX3 foi semelhante ao mutante simples
APRX1 (Figura 36).

Tem sido demonstrado que a delecdo de ambas as tiorredoxinas citosolicas (Trx1 e
Trx2) causam uma profunda sensibilidade a hidropedxidos em decorréncia da nao reducédo de
importantes enzimas antioxidantes citoplasmaticas, como por exemplo, as peroxirredoxinas
Tsal, Tsa2 e Ahpl (GARRIDO; GRANT, 2002; KUGE; JONES, 1994). Por outro lado, a
auséncia de um fendtipo de sensibilidade ao H,O, do mutante ATRX3 indica que a reducédo de

Prx1 ndo se da exclusivamente por meio de Trx3, visto que o mutante APRX1 se mostrou
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sensivel ao tratamento com peroxido. De fato, a isoforma mitocondrial da glutarredoxina 2
Grx2 (PEDRAJAS et al., 2010) e até mesmo a tiorredoxina redutase 2 Trr2 (GREETHAM,;
GRANT, 2009) poderiam atuar nesse processo, independentemente de Trx3.

A auséncia de um fenotipo de sensibilidade ao H,O, exdgeno do mutante ATRX3 néo
exclui o envolvimento dessa enzima na regulagdo da homeostase redox mitocondrial.
Greethan e Grant et al. (2013) reportaram que o estado de oxidacdo de Trx3 é um sinalizador
da morte celular programada na levedura. Na sua forma oxidada, Trx3 induz a morte celular
programada de maneira dependente da metacaspase Ycal. Neste modelo, Prx1 e Trr2 teriam
um papel central na regulacdo do estado de oxidacdo de Trx3, por mecanismos OpOstos.
Enquanto Prx1 oxida Trx3, Trr2 reduz essa oxidorredutase.

Em condicBes de crescimento normal, Prx1 oxidada poderia ser regenerada através de
um mecanismo envolvendo Trr2 e GSH (GREETHAN e GRANT, 2009). Por outro lado, a
producdo aumentada de H,O, desencadearia um acumulo de Prx1 oxidada no interior da
mitocondria. Esta poderia reagir com Trx3 resultando na geracdo de Trx3 oxidada, ao qual
induziria a morte celular programada através de Ycal. Neste cenario, Prx1 poderia funcionar
como uma molécula sinalizadora que oxida Trx3 induzindo a morte celular por apoptose. De
acordo com o modelo descrito acima, a delecdo de Trx3 poderia diminuir a taxa de morte
celular causado pelo estresse oxidativo exdgeno. De fato, Greethan e Grant, (2013)
observaram que a elevada taxa de morte celular do duplo mutante AGLR1 ATRR2 foi atenuada
apos a delecdo de Trx3 e ou Prx1. De qualquer forma, ndo podemos descartar a possibilidade
de que efeitos compensatorios podem ocorrer na linhagem ATRX3 com a inducdo de alguma
outra oxido-redutase, resultando em uma capacidade aumentada de detoxificagdo do H,0.

Ambos o0s mutantes simples APRX1 e ATRR2 apresentaram um fenétipo de
sensibilidade ao H,O, exdgeno comparado a linhagem WT (Figura 34). Curiosamente, em
meio respiratorio contendo elevadas concentragdes de perdxido, 0 mutante ATRR2 apresentou
um defeito de crescimento mais acentuado que o mutante APRX1, sugerindo que além de
participar na reducdo de Prx1, Trr2 poderia ter funcBes mitocondriais adicionais.
Alternativamente, a delecdo do gene para Trr2 aumentaria a geracdo de Trx3 oxidada,
levando a ativacdo de Ycal e de morte celular programada como descrito acima. Porém, essa
hipdtese ndo é consistente com o fato do duplo mutante APRX1ATRR2 ter apresentado um
severo defeito de crescimento (Figura 36), maior que os mutantes simples. Nesse duplo
mutante, a auséncia do gene para Prx1 deveria gerar menos Trx3 oxidada do que o0 no mutante
simples ATRR2.
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A co-localizacdo das proteinas Trr2, Trx3 e Prx1 em associacdo com a membrana
mitocondrial interna também indica que elas sdo importadas através do mecanismo de
pressequencia (Figuras 5 e 6). Apos alcancarem a matriz mitocondrial a grande maioria das
pressequencias sdo removidas através da acdo da peptidase de processamento mitocondrial,
MPP (CHACINSKA et al., 2009).

Utilizando programas de predicdo, Pedrajas et al. (2000) propuseram que Prx1p seria
clivada por MPP entre os aminoacidos 16 e 17. Posteriormente, Vogtle et al. (2009)
determinaram experimentalmente a regido N-terminal de grande parte das proteinas
mitocondriais maduras e, dessa forma, propuseram que Prx1 totalmente processada inicia no
aminoéacido de lisina 39 (Figura 22A).

Analisando a pressequencia de Prx1 a clivagem entre os aminoacidos 38 e 39 nao
representa um bom sitio de clivagem para MPP. A peptidase MPP cliva apos um residuo de
arginina altamente conservado presente na posicdo -2 em relacdo ao N-terminal
(MOSSMANN et al., 2012) (Figura 7A). Este fato, levou Végtle et al. (2009) a proporem que
Prx1 poderia ser processada em duas etapas. Inicialmente, Prx1 seria clivada entre os
aminoacidos 30 e 31 pela peptidase MPP sendo em seguida clivada entre os aminoacidos 38 e
39 pela protease Octl (VOGTLE et al., 2009; VOGTLE et al., 2011) (Figura 38).

A clivagem entre os aminoacidos 38 e 39 indica que Prx1 madura ndo possui o residuo
de cisteina C38. Isto contradiz trabalhos anteriores demonstrando que a Cys38 € necessaria
para a formacdo de um dimero unido por uma ligacdo dissulfeto intermolecular in vitro
(PEDRAJAS et al., 2000) e in vivo (GREETHAM; GRANT, 2009).

Os ensaios de western-blot realizados neste trabalho confirmam que Prx1 é clivada por
Octl in vivo, pois houve uma diferenca de tamanho da proteina Prx1 na linhagem 4O0CT1]
comparado com a linhagem WT (Figura 22B). Por outro lado, as proteinas Trr2 e Trx3 nédo
sdo substratos de Octl (Figura 24). O fato de Octl ser uma protease soluvel da matriz
mitocondrial (KALOUSEK et al., 1992; ISAYA et al.,, 1994) corrobora os resultados
demonstrando que Prx1 esta presente na matriz mitocondrial associada perifericamente com a
membrana mitocondrial interna. Nesse modelo, Prx1 seria incialmente translocada para o
interior da matriz mitocondrial onde em seguida MPP catalisa a clivagem da pressequencia.
Octl entdo remove o octapeptideo convertendo Prx1 na sua forma madura, ao qual finalmente
se associa com a membrana mitocondrial interna (Figura 38).

Além de estar presente na matriz mitocondrial, foi demonstrado que Prx1 também se
localiza no espaco intermembrana. A via de importacdo para este compartimento ndo envolve

a clivagem por Octl e sim o processamento pelo complexo IMP. Proteinas que utilizam esta
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via de importacdo possuem um segmento hidrofébico localizado ap6s a pressequencia. Este
segmento bloqueia a translocacdo atraveés do complexo TIM23 induzindo a liberacdo da
proteina precursora para o interior da bicamada lipidica da membrana interna. Algumas
dessas proteinas sdo posteriormente clivadas pelo complexo IMP liberando as mesmas no
espaco intermembrana (GLICK et al., 1992; JAN et al., 2000; GAKH et al., 2002).

MPP Imp2 Oct
pressequéncia K T F A T A fs ILCKOQFKOQ prxi! madura

131 | 39
precursor de L !

1

Prx1 octapeptideo
citosol
ME
Prx1 L
madura
Ml
@ matriz

Prx1
madura

instavel

octapeptideo

Figura 38. Mecanismo proposto de importacdo mitocondrial da peroxirredoxina Prx1 de S.
cerevisiae. A forma precurosa de Prx1 é sintetizada no citoplasma e posteriormente translocada para
0 interior da mitocondria. Prx1 apresenta dupla localizacdo sendo direcionada para a matriz
mitocondrial e o espaco intermembrana. A maturacdo de Prx1 na matriz mitocondrial envolve duas
clivagens proteoliticas catalisadas pelas proteases MPP e Octl. MPP remove a pressequéncia enquanto
Octl catalisa a clivagem de oito (octapeptideo) aminoacidos da regido N-terminal processada por
MPP. A clivagem do octapeptideo aumenta a estabilidade de Prx1 na matriz mitocondrial. Prx1
madura se associa perifericamente na membrana interna onde catalisa a redu¢do do H,O, geradado
pela atividade da cadeia respiratéria mitocondrial (ndo demonstrado). Durante sua translocacdo pelo
complexo TIM23, Prx1 pode ser liberada lateralmente para o interior da bicamada lipidica da
membrana interna. Apds a remocdo da pressequencia pela protease MPP, a subunidade IMP2 do
complexo IMP catalisa a clivagem da regido hidrofébica presente apés a pressequéncia liberando Prx1
madura no espaco intermembrana. Os aminodcidos F, A, T, A, P, | e L presentes no interior do
octapepideo compoem a regido hidrofébica responsavel pela liberacdo de algumas moléculas de Prx1
para a membran interna.
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Até 0o momento seis proteinas foram caracterizadas como substratos do complexo
IMP. Cox2, Mcrl, Gut2, Cyb2 e Ptc5 sdo clivadas pela subunidade Impl enquanto Cycl é
clivada por Imp2. Em termos de especificade dos sitios de clivagem, Impl requer um residuo
acidico na posicdo -1 (D ou E) e um residuo hidrofébico ndo aromético na posi¢do -3 em
relacdo ao local da clivagem. Por outro lado, Imp2 requer um residuo de alanina nas posi¢oes
-1 e -3 (GASSER et al., 1982; HARTL et al., 1987; NUNNARI et al., 1993; ESSER et al.,
2004; LUO et al., 2006). A anailise da sequéncia de enderecamento mitocondrial de Prx1
revela a presenca dos aminoacidos de alanina nas posicdes -1 e -3 assumindo que a clivagem
por Imp2 ocorra entre os residuos de alanina 34 e prolina 35 (Figura 38). Os aminoacidos F,
A T, A T, P, I e L presentes no interior do octapeptideo parecem compor a regido
hidrofdobica responsavel pela liberacdo de algumas moléculas de Prx1 para o interior da
membrana interna. De fato, na auséncia da protease Imp2, Prx1 deixa de ser direcionada para
0 espaco intermembrana mitocondrial, confirmando que Prx1 € clivada por Imp2 (Figura 23).

Octl é uma protease que catalisa a remocdo de oito (octapeptideo) residuos de
aminoéacidos dos intermediarios gerados por MPP (BRANDA; ISAYA, 1995; BRANDA et
al., 1999; MOSSMANN et al., 2012; VOGTLE et al., 2009, VOGTLE et al., 2011) (Figura 6).
O papel funcional dessa segunda clivagem nédo estd completamente entendido. No entanto,
Vagtle et al. (2011) propuseram um mecanismo comum para a clivagem de todas as proteinas
substratos de Octl. Baseado na regra N-terminal (N-end role) da degradacdo de proteinas
citosolicas (Figura 8), os autores propuseram que a clivagem de Octl promove um aumento
da estabilidade proteica para proteinas da matriz mitocondrial frente a proteases ainda nédo
identificadas.

Os resultados apresentados nesse trabalho suportam o modelo de Vogtle et al. (2011),
pois a estabilidade de Prx1 foi significativamente menor na auséncia da protease Octl (Figura
27). Por outro lado, a auséncia dessa segunda clivagem néo alterou a importacdo de Prx1 para
a matriz mitocondrial nem sua atividade peroxidasica in vitro (Figura 24 e Tabela 1,
respectivamente). Portanto, a clivagem de Prx1 representa um mecanismo de controle de
qualidade proteico pos-traducional envolvido na regulacdo do tempo de meia vida (turnover)
da proteina.

Permanecem desconhecidos os sistemas proteoliticos responsaveis pela degradacéo
dos intermediarios instaveis gerados por MPP que ndo sdo processados por Octl. A
degradacdo poderia ser feita por uma protease especifica (ex: LON protease) ou até mesmo
pelo sistema ubiquitina proteassomo (TEIXEIRA; GLASER, 2013). Apesar de algumas
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proteinas mitocondriais serem ubiquitinadas e degradas pelo proteassomo, ha grande
controvérsia se tal processo ocorre na matriz mitocondrial.

Outra interessante questdo € o destino celular do octapeptideo removido por Octl. Os
octapeptideos produzidos foram demonstrados inibirem a atividade de Octl e, portanto,
precisam ser removidos (ISAYA et al., 1992). Esses peptideos poderiam ser exportados da
mitocondria e atuarem como moléculas sinalizadoras da fungdo mitocondrial (TEIXEIRA e
GLASER, 2013).

Apesar das proteinas Trx3 e Trr2 ndo serem clivadas por Octl (Figura 24), houve uma
elevada instabilidades dessas proteinas no mutante AOCT1 (Figura 27). Uma hipétese para
explicar esse fenbmeno é que a instabilidade de Trx3 e Trr2 seria consequéncia da degradagéo
de uma proteina alvo de Octl. Por exemplo, a degradacdo de Prx1 poderia predispor a
mitocondria a situacOes de estresse oxidativo que levariam secundariamente a degradacao de
Trx3 e Trr2. A instabilidade também poderia ser decorrente do fenétipo de perda do mtDNA
causado pela delecdo de OCT1. Mais estudos sdo necessarios para entender esse fenémeno.

As proteinas substratos de Octl (Quadro 8) se localizam na matriz mitocondrial e na
membrana interna e possuem uma variedade de fun¢Ges metabdlicas, tais como, componentes
da cadeia respiratoria, o ciclo do &cido citrico, manutengdo do genoma mitocondrial, ciclo da
ureia e respostas a condicOes de estresse (VOGTLE et al., 2011). A auséncia de uma
correlacdo funcional entre essas proteinas representa um desafio no entendimento da fungéo
de Octl.

A delecdo do gene OCT1 em levedura causa um fenotipo pleiotropico que resulta na
perda total do genoma mitocondrial (ISAYA et al., 1994). No entanto, apesar da delecdo de
OCT1 causar a inativagdo da fosforilagdo oxidativa em decorréncia da perda do mtDNA, ela
ndo afeta a viabilidade celular (ISAYA et al., 1994).

Branda et al. (1999) demonstraram uma interacdo funcional entre os locus OCT1 e
YFH1 em levedura. YFH1 é homologo do gene humano FRDA, que codifica a proteina
denominada frataxina (CAMPUZANO et al., 1996). Pacientes com deficiéncias nessa
proteina desenvolvem a doenca denominada ataxia de Friedreich’s, uma doenga autossomica
recessiva caracterizada pela perda progressiva dos movimentos dos membros, cardiomiopatia
e diabetes (HARDING, 1981). Os mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento
da doenca incluem acumulo de ferro mitocondrial, acompanhado por elevados niveis de
estresse oxidativo causado pela constante geragdo de radicais hidroxila devido a reacéo de
Fenton. Curiosamnete, 0 mutante AOCT! apresentou uma reducdo de 60% nos niveis de ferro

mitocondrial comparado com a linhagem selvagem (BRANDA et al., 1999). Devido Octl ser
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necessdria para a maturagdo da principal enzima utilizadora de ferro (ferroquelatase
codificada pelo gene HEM15), além de outras enzimas que possuem ferro, foi proposto que a
atividade de Octl aumenta a demanda de ferro mitocondrial e, portanto, estimula a absorcédo
de ferro pela organela. Apesar de ndo haver indicios do envolvimento de Octl com a
patologia da ataxia de Friedreich’s, sera interessante investigar o papel dessa protease na
manutenc¢édo do severo estresse oxidativo detectado nos pacientes com a doenga.

Os estudos do papel funcional de Octl na manutencdo da atividade mitocondrial
poderdo contribuir para o entendimento da funcdo dessa protease em mamiferos, visto que
essas enzimas apresentam 31% de identidade e 54% de similaridade entre si. De fato, o gene
humano homdlogo de OCT1 foi capaz de complementar o fendtipo de deficiéncia respiratéria
do mutante AOCT1 de levedura (CHEW et al., 2000). Além disso, este estudo demonstrou
que Octl de levedura foi capaz de processar a peroxirredoxina mitocondrial 3 humana in vivo
(Figuras 30 e 31), indicando o elevado grau de conservagéo desse mecanismo de controle de
qualidade pés-traducional existente no interior da mitocéndria.

Os resultados apresentados nessa tese apontam como desdobramento natural a
investigacdo de aspectos funcionais relacionados a importacdo de Prxs mitocondriais de

mamiferos, bem como da clivagem dessas peroxidases pela protease Octl da matriz.
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6. CONCLUSOES

e A peroxirredoxina Prx1, assim como o sistema tiorredoxina mitocondrial composto
pelas enzimas Trx3 e Trr2, se localizam no compartimento da matriz mitocondrial.
Ambas as enzimas se associam fracamente com a membrana mitocondrial interna com

face voltada para a matriz mitocondrial.

e Prx1 apresenta dupla localizacdo estando presente também no espaco intermembrana

mitocondrial possivelmente na forma soltvel.

e Durante a importagcdo para a matriz mitocondrial, Prx1 € inicialmente clivada pela
peptidase de processamento mitocondrial (MPP), ao qual remove a sequéncia de
enderecamento mitocondrial ou pressequencia. Apds este primeiro evento de
clivagem, a protease octapeptidil aminopeptidase Octl remove oito aminoacidos
adicionais (octapeptideo) da regido N-terminal de Prx1.

e A importacdo de Prx1 para o espaco intermembrana envolve a liberacdo da proteina
precursora na bicamada lipidica da membrana interna devido a presenca de uma regiao
hidrofdbica localizada no interior do octapeptideo clivado por Octl. Em seguida, Prx1
é clivada pela subunidade Imp2 do complexo IMP liberando a proteina madura no

espaco intermembrana mitocondrial.

e A clivagem de Prx1 por Octl ndo interfere na importacdo de Prx1 para o
compartimento da matriz mitocondrial nem a atividade peroxidasica de Prx1 in vitro.

Por outro lado, a clivagem aumenta a estabilidade de Prx1 no interior da mitocondria.

e Apsear de Trr2 e Trx3 ndo serem clivadas por Octl, houve uma diminuigéo
significaiva na estabilidade dessas proteinas na auséncia da protease. Os mecanismos

envolvidos nessa instabilidade permanecem desconhecidos.

e A clivagem de peroxirredoxinas por Octl parece ser um mecanismo conservado, Visto
que Octl de S. cerevisiae é capaz de clivar a peroxirredoxina mitocondrial humana
Prx3 in vivo. No entanto, a clivagem de Prx3 humana por Octl de levedura nédo

interfere na estabilidade de Prx3.



115

As enzimas Prx1 e Trr2 desempenham um papel proeminente na protecdo das células
de S. cerevisiae contra 0 estresse oxidativo exdgeno. A linhagem mutante APRX1
libera quantidades significativamente maiores de H,O, mitocondrial comparado a
linhagem selvagem WT, indicando que Prx1 é responsavel pela reducdo de
quantidades significativas de H,O, gerado no interior da mitocondria.
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