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ABREVIATURAS

Ahp1 - alquil hidroperéxido redutase 1 de Saccharomyces cerevisiae
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Cys-S,H — cisteina peroxiddsica
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DTT - 1,4-dithiothreitol
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GPx — glutationa peroxidase
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H,0, - perdxido de hidrogénio

HRP - horseradish peroxidase

IPTG - isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
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LNLS - Laboratério Nacional de Luz Sincrotron

Loa-OOH - hidroperéxido de dcido linoléico

NADH - Nicotinamida adenina dinucleotideo

NADPH - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NMR - ressonancia magnética nuclear

NO® - radical 6xido nitrico

0, - radical anion superéxido

ODygy — densidade 6ptica em 600nm

OH’ - radical hidroxila

Ohr — organic hydroperoxide resistance

PBS — phosphate-buffered saline

PCR - polymerase chain reaction

PDB - protein data bank

PEG - polietileno glicol

PhGPx — glutationa peroxidase de hidroperéxidos de fosfolipidios
Prx — peroxirredoxina

Prx1 ou mTPx — isoforma mitocondrial de peroxirredoxina de S. cerevisiae
SDS-PAGE - gel de eletroforese de poliacrilamida/SDS

Sod — superéxido dismutase

Srx — sulfirredoxina

t-BOOH - hidroperdxido de tert-butila

T-PBS — PBS com a adi¢do de TWEEN20

TPx — tiorredoxina peroxidase

Trr — tiorredoxina redutase

Trx — tiorredoxina

Tsal — thiol specific antioxidant 1 de S. cerevisiae

Tsal C47S — Tsal com a substitui¢@o da Cisteina 47 por Serina
Tsa2 — thiol specific antioxidant 2 de S. cerevisiae

X-Gal - 5-bromo 4-chloro 3-indolyl-beta-D-galactopyranoside
YBL064c — gene que codifica Prx1

YPD - Yeast extract-Peptone-Dextrose
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I - INTRODUCAO

1.1 — A vida em ambientes aerobicos

A maioria dos organismos existentes no planeta vive em um ambiente com alta tensdo
de oxigénio (cerca de 20% na atmosfera) e utiliza este elemento quimico como aceptor de
elétrons em uma série de reacdes oxidativas celulares. O oxigénio recebe elétrons de vérias
reacOes quimicas que envolvem a oxidac¢do de biomoléculas, como carboidratos, aminodcidos
e lipidios. Seu papel é destacado como aceptor final dos elétrons transportados pela cadeia
respiratoria mitocondrial, onde cada molécula recebe um total de quatro elétrons e se converte
em dgua. Sua participagdo também € relevante no processo de B-oxidagéo de dcidos graxos e
em reacoOes oxidativas peroxissomais.

A producdo de ATP nas mitocOndrias através do processo de fosforilagdo oxidativa
tem relacdo intima com o fluxo de elétrons via cadeia transportadora, pois depende do
bombeamento de prétons para o espago intermembranas, o que € realizado ao longo da cadeia.
Devido ao alto ganho energético atingido por meio da fosforilacdo oxidativa, em comparagdao
com a fermentacdo (36 contra duas moléculas de ATP formadas, a partir de uma molécula de
glicose oxidada), ao longo da evolug¢do houve uma pressao seletiva favordvel a organismos
com o metabolismo aerdbico, ainda que, em decorréncia disso, estes corram o risco de um
desbalanco redox, conforme se verd a seguir.

A cadeia de transporte de elétrons, ou cadeia respiratdria, localizada, em sua maior
parte, na membrana interna da mitocOndria, consiste em uma série de moléculas
espacialmente arranjadas de acordo com o seu potencial redutor. Assim, quanto mais
afastados do inicio da cadeia, os compostos apresentam maior eletronegatividade, ou seja, um
maior potencial de receber elétrons, sendo, consequentemente, reduzidos. O oxigénio recebe
quatro elétrons provenientes principalmente dos complexos I-IV e se reduz gerando 4gua

(Faxén et al., 2005) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Elétrons provenientes da rede de
reacdes oxidativas celulares entram na cadeia em diferentes pontos: via complexo I (ou complexo NADH
desidrogenase) e complexo II (ou complexo succinato desidrogenase), além daqueles oriundos do catabolismo de
dcidos graxos e de glicerol 3-fosfato sdo transferidos para ubiquinona (Q); a ubiquinona, por ser bastante
hidrofébica, desloca-se na membrana interna da mitocdndria e “entrega” os elétrons para o complexo III (ou
complexo citocromo bc;); o citocromo ¢ (C) é uma proteina solivel no espaco intermembranas e carrega 0s
elétrons para o complexo IV (ou complexo citocromo oxidase), onde ocorre a transferéncia para o aceptor final,

0 oxigénio, com a geracdo de dgua.

Entretanto, cerca de 0.1% a 4% do total de oxigénio consumido por uma mitocondria
ativa nao chega a ser completamente reduzido até 4gua. Quando isto acontece, sdo geradas as
chamadas Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), que nada mais sdo, portanto, que moléculas
intermedidrias, ou subprodutos, do processo de redu¢do completa do oxigénio (Winyard et al.,
2005) (Fig. 2).

Na cadeia respiratdria existem algumas etapas de possiveis vazamentos de elétrons, os
quais interagem com o oxigénio formando EROs. Por exemplo, o fluxo de elétrons do
complexo I para ubiquinona (através do intermedidrio semiquinona) e a passagem de elétrons
de ubiquinol (QH;) para o citocromo by, através do complexo III, sdo sitios potenciais de

formagdo de radical anion superdxido (Valko et al., 2007; Miiller et al., 2004; Turrens, 2003).
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Figura 2. Intermediarios da reducio incompleta de oxigénio. O oxigénio molecular pode receber
espontaneamente um elétron (por exemplo, do radical semiquinona — QH"), gerando o radical anion superéxido
(0,7). Por sua vez, o radical dnion superéxido pode receber, por diferentes meios (ver texto), mais um elétron,
convertendo-se em peréxido de hidrogénio (H,0,). Este, embora ndo muito reativo, também pode ser reduzido
em radical hidroxila (OH’), ao receber mais um elétron. O radical hidroxila, altamente reativo, é finalmente

reduzido a 4gua quando recebe o quarto elétron.

EROs consiste em uma denominacido genérica para substancias derivadas do oxigénio
e que possuem alta toxicidade, por poderem ser convertidas ao radical hidroxila (OH’), uma
das espécies quimicas com maior reatividade. Conforme dito, EROs sdo geradas a partir do
escape de elétrons da cadeia respiratoria, além de também serem formadas como subprodutos
de diversas reagdes oxidativas celulares. Muitas EROs sao radicais livres, ou seja, compostos
caracterizados por possuirem elétrons desemparelhados em alguns de seus orbitais
moleculares, o que os torna quimicamente instaveis. Alguns radicais livres, no entanto, nao
sdo muito reativos [como 6xido nitrico (NO") e radical anion superéxido (O,)] (Hallywell e
Gutteridge, 1989). Outras EROs estao substancias ndo-radicalares, como H,O, (peréxido de
hidrogénio) e 'O, (oxigénio singlete), os quais apresentam a potencialidade de gerarem
radicais livres de alta reatividade (OH") quando interagem com outros compostos, ou pela

acdo direta de luz UV.
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Como exemplos de reagdes quimicas envolvendo EROs, o radical anion superéxido
(027), naturalmente gerado pelo metabolismo aerdbico, sofre uma reagdo de dismutagio,
espontaneamente ou por meio de catdlise enzimética (via superéxido dismutase — Sod):

O, + 05" + 2H" 2 H,0, + O, (Reagdo de dismutagio de O,™)

O radical anion superéxido pode também reagir com uma molécula de HO,, em uma

reacdo catalisada por metais e que gera o radical hidroxila (reacdo de Haber-Weiss):
0," + H,0, 2 O+ OH" + OH™ (Reagdo de Haber-Weiss)

O radical hidroxila, uma vez formado, pode oxidar virtualmente todos os tipos de
biomoléculas, incluindo proteinas, DNA e lipidios, dependendo bastante do sitio original onde
elas foram formadas. Por exemplo, se um radical hidroxila for formado na membrana celular,
seus danos diretos ao DNA serdo nulos, uma vez que ele reagird quase que instantaneamente
com algum outro composto nas adjacéncias (Hallywell e Gutteridge, 1989).

Uma outra forma de geracdo de radical OH" € a rea¢do de Fenton, que envolve H,O,
(um composto nao-radicalar), metais de transicao (como Fe*? ou Cu+2) e oxigénio:

H,0, + Fe** > complexos intermedidrios > Fe™ + OH + OH' (Reagdo de

Fenton).

A reacdo de Fenton é importante fisiologicamente, pois envolve ferro, um &atomo
presente como co-fator em uma série de proteinas celulares e ao qual os organismos sao
constantemente expostos a partir de diferentes fontes, como a polui¢ao atmosférica.

Um outro exemplo possivel de geracdo de EROs, que envolve H,0,, é a fissdo
homolitica de uma molécula deste composto, o que, na presenca de luz UV, pode gerar radical
hidroxila (Hallywell e Gutteridge, 1989):

H,0; + (luz UV) = 20H’ (Reagdo de fissdo homolitica de H,O,)

Oxido nitrico (NO"), uma molécula radicalar gasosa, normalmente produzida por

células de organismos procariotos e eucariotos, € que estd presente no ar € no solo, pode

originar uma série de compostos reativos, chamados de Espécies Reativas de Nitrogénio
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(ERNs), através de uma quimica complexa. Por exemplo, a reacdo de NO" com o radical
anion superoxido, gera peroxinitrito (ONOQO’), um composto bastante instdvel e prontamente
reativo:
NO™ + O, 2 ONOO

Peroxinitrito é capaz de causar danos diretos a biomoléculas, como a iniciagdo de
peroxidacao lipidica, a oxidacdo de bases do DNA como a guanina (8-oxoguanina), ou ainda
ocasionando nitracdes em residuos de tirosina em proteinas, € no DNA, através de
subprodutos de sua decomposicdo, os radicais diéxido de nitrogénio (NO,"), carbonato (CO3")

e OH’ (Augusto et al., 2002; Radi, 2004; Niles et al., 2006).

1.2 — Estresse oxidativo e defesas anti-oxidantes

Um eventual actimulo anormal de EROs perturba o estado redox no meio intracelular,
gerando um quadro de estresse oxidativo. Tal situagdo pode ser decorrente, por exemplo, de
exposicdo a luz UV, compostos oxidantes e a altas tensdes de oxigénio, e estdo relacionadas
com quedas nos niveis do arsenal de defesas anti-oxidantes que as células dispdem para lidar
com esses problemas. Diversos processos celulares estdo relacionados com o desbalanco
redox causado por EROs, entre eles diferenciacdo, regulacdo génica, envelhecimento e
apoptose. Em humanos, diversas doencgas neuro-degenerativas, diabetes, distrofia muscular,
processos inflamatdrios e cancer ja foram relacionados com a acdo de EROs (Stadtman, 1990
e 1992; Melov et al., 2000; Toren e Holbrook, 2000).

Ao longo da evolugdo, as células aerdbicas desenvolveram uma grande variedade de
mecanismos anti-oxidantes envolvidas com a manutenc¢do da homeostase de seu estado redox,
que sdo preferencialmente utilizados em resposta a estimulos distintos. O sistema de defesa
anti-oxidante pode ser dividido em trés categorias:

1) Quelantes de metais de transi¢io como ferro e cobre, que previnem a formacdo de

EROs ao impedir a participacdo desses metais em reacOes oxidativas (como a de
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Fenton). Neste grupo estdo metalotioneina, ceruloplasmina, ferritina, transferrina e
deferoxiamina;

2) Compostos de baixo peso molecular e enzimas anti-oxidantes, que reagem com EROs
diretamente apds sua formacdo, antes que haja danos a biomoléculas. Nesta classe
destacam-se a glutationa; o ascorbato (vitamina C) e o o-tocoferol (vitamina E), cujas
auséncias na dieta sdo bastante sentidas e nocivas para seres humanos; a superéxido
dismutase (Sod), j4 mencionada; as catalases, quase sempre restritas ao ambiente
peroxissomal, onde ocorrem diversas reagcdes oxidativas; as glutationa peroxidases
(GPx) e as peroxirredoxinas (Prx), objeto desse estudo;

3) Sistemas de reparo a biomoléculas, como DNA (cujos sistemas de reparo sdo mais
bem conhecidos), lipidios (glutationa peroxidase de hidroperéxidos de fosfolipidios —

PhGPx) e também proteinas (metionina sulféxido redutase) (Sies, 1993; Netto, 2001).

Uma caracteristica importante dos sistemas de defesa, em especial no que diz respeito as
enzimas anti-oxidantes, é a aparente redundancia de funcdes entre os componentes. Por
exemplo, hd mais de uma enzima capaz de remover H,O,, como catalases, glutationa
peroxidases e Prxs. A expressdo dos genes que as codificam €, muitas vezes, ativada em
resposta aos mesmos estimulos, o que equivale a dizer que, quando na presenca de niveis
elevados de H,0,, as células aumentam a produc¢do de diferentes enzimas envolvidas com a
remogdo deste composto. Ainda que em muitas situacdes fisiolégicas as fungdes destas
proteinas possam ser efetivamente sobrepostas, a discriminagdo de eventuais papéis
especificos de cada uma delas é questdao desafiadora, embora de dificil execugao.

Nao obstante sua toxicidade, EROs como H,0, também sdo produzidas e utilizadas por
células de mamiferos como molécula mediadora de respostas diversas, como diferenciacdo e
proliferacdo. A atividade de uma série de enzimas pode ser regulada de maneira dependente

do estado redox de residuos de cisteina especificos, como serd abordado oportunamente.
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Esses aspectos da acdo de EROs vém sendo consolidados nos tultimos anos e geraram o
paradigma da sinalizacdo redox de processos celulares normais e de progressao de doengas,

como angiogénese, envelhecimento e cancer (Rhee, 2006).

L.2.1 - Glutationa

A glutationa, conhecida como GSH (em sua forma reduzida), € um tripeptideo (y-
glutamil cisteinil glicina), amplamente reconhecido como um dos mais relevantes compostos
tidlicos presentes nos sistemas bioldgicos. A glutationa estd presente em todas as células,
onde é mantida em concentragdes extraordindrias da ordem de milimolar (10'3 M) e constitui
o principal tampao redox existente nas células. Suas fungdes bioldgicas estdo centradas no
grupamento tidl (-SH) presente na cadeia lateral da cisteina, o qual passa por repetidos ciclos
de oxidacdo e redugdo. Dessa forma, a glutationa alterna-se entre estado reduzido (GSH), em
que o tiél se encontra na forma de sulfidrila livre (SH), e o estado oxidado (GSSG), em que os
tidis de duas moléculas de glutationa condensam-se na forma de uma ligacao dissulfeto (S-S).

Em razdo dos altos niveis presentes nas células, mudancas nas concentra¢des do par
GSH/GSSG em geral refletem alteracdes relevantes no ambiente redox intracelular.
Normalmente, os niveis de GSH sdo de 10 a 100 vezes superiores aos de GSSG (Filomeni et
al., 2002), o que esta de acordo com o fato de o ambiente intracelular ser redutor. Quando os
niveis de GSSG aumentam em relagdo aos de GSH, acredita-se que as células se encontrem
em um estado de desbalanco redox, ou estresse oxidativo. Diferentes estudos mostraram que
alteracdes na razdo GSH/GSSG estdo relacionadas com processos celulares diversos, como a
transdugdo de sinais, regulagdo da transcri¢do, regulacdo do ciclo celular e apoptose (Filomeni
et al., 2002). Além disso, condi¢cdes ambientais especificas, como a presenca de metais
pesados (Woods e Ellis, 1995), altas concentragdes de glicose no meio (Urata et al., 1996) ou

choque térmico (Kondo et al., 1993), sdo conhecidas por alterarem os niveis intracelulares de
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GSH, assim como a presenca de EROs, como H,O, ou NO’, que induzem a sintese de novo de
GSH (Rahman et al., 1996; Moellering et al., 1999).

Apesar de a maior parte de glutationa presente nas células estar na forma reduzida,
uma fracdo dela se encontra ligada em liga¢des dissulfeto com tidis de diferentes compostos,
como coenzima A, cisteina e residuos de cisteina de proteinas, em um processo conhecido por
glutationilagdo (Klatt e Lamas, 2000). As fun¢des de muitas proteinas cujas atividades
dependem de residuos de cisteina podem ser moduladas dessa forma (Demasi et al., 2003). A
glutationilacdo muitas vezes causa inativacdo de enzimas, podendo alterar suas estruturas
tridimensionais e perda de funcdo. Tal ligagcao € reversivel e pode ter um papel importante por
prevenir a super-oxidacdo de residuos de cisteina em situagdes de estresse oxidativo.

Um outro aspecto das funcdes desempenhadas pela glutationa nas células € a sua
participacdo, por exemplo, dos ciclos cataliticos das reacdes catalisadas pelas glutationa
peroxidases, que estdo envolvidas com a remocao de hidroperéxidos:

H,0, + 2GSH = GS-SG + 2H,0
GPx

LO-OH + 2GSH - GS-SG + L-OH + H,0 (onde L representa um fosfolipidio)
PhGPx

Glutarredoxinas (Grx), que sdao oxido-redutases mono ou ditidlicas de baixo peso
molecular, também dependem de glutationa para manutencdo de seus ciclos cataliticos, pois,
ao longo deles, sdo oxidadas (Fernandes e Holmgren, 2004). Grx catalisam a reducdo de
ligacoes dissulfeto e a deglutatiolacdo (reducdo de dissulfetos mistos) de uma série de
proteinas, como RNase e Prxs (Rouhier et al., 2001), de maneira dependente de glutationa:

RS-SG + GSH - GS-SG + RSH
Grx

O papel de glutationa nessas reagdes € o de doador de elétrons para a reducdo do
hidroperdxido (reagdo de GPx) ou do dissulfeto misto com glutationa (reagdo de Grx). Ao

fazer isso, a glutationa é oxidada na forma GS-SG e pode ser reduzida novamente por ac¢ao da
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enzima glutationa redutase (Grr), as custas de NADPH. Essa rea¢do é importante por estar
envolvida com a manutengdo da razdo GSH/GSSG em niveis controlados, embora a sintese de
novo de GSH seja predominante em muitos casos:

GS-SG + NADPH + H" = 2GSH + NADP”*
Grr

Finalmente, a glutationa também reage diretamente com EROs, como OH e
peroxinitrito, cooperando com enzimas anti-oxidantes na remocao de compostos danosos
(Hallywell e Gutteridge, 1989). Além disso, GSH participa de processos de detoxificacdo de
pesticidas, drogas e compostos xenobidticos, em conjunto com a enzima glutationa
transferase. Essas enzimas catalisam a conjugacdo de compostos nao-polares que contém
atomos eletrofilicos de carbono, nitrogénio ou enxofre, a glutationa reduzida:

RX + GSH - X-SG + RH, onde RX representa o composto xenobidtico.
Gst

Em conjunto, esses exemplos ilustram a variedade dos processos celulares e reagcdes
bioquimicas nos quais a glutationa participa. Como o tiél ndo-protéico mais abundante das
células, possui uma acdo versitil em conjunto com outras defesas anti-oxidantes na

manutencdo da homeostase redox celular.

1.2.2 — O sistema Tiorredoxina

Tiorredoxina (Trx) é uma pequena proteina (~ 11kDa) termo-estdvel amplamente
distribuida entre procariotos e eucariotos, € que, assim como a glutationa, desempenha
variadas funcdes celulares. A levedura S. cerevisiae possui duas isoformas citosdlicas (Trx1 e
Trx2) e uma isoforma exclusivamente mitocondrial (Trx3). Trxs caracterizam-se por
possuirem dois residuos vicinais de cisteina, cujos grupos tidlicos se alternam entre as formas
reduzida (SH) e oxidada (S-S), e possuem um papel determinante na manutencdo do estado
redox de tidis de diversas proteinas. Enquanto a glutationa estd presente em concentragdes

milimolares nas células, Trxs sao encontradas em concentracdes cerca de mil vezes menores.
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Elas sao enzimas que catalisam reacdes de oxido-reducdo de ditidis-dissulfetos, protegendo
proteinas contra a formacao de pontes dissulfeto intra ou intermoleculares nao-desejadas, que
podem gerar inativagdo ou agregacgao protéica. Assim, um aspecto da acdo de Trx nas células
¢ semelhante ao de uma chaperona (Powis et al., 1997):

Prot; S-S Prot; + Trx (SH), = Prot; SH + Prot, SH + Trx S-S

Prot S-S + Trx (SH), = Prot (SH); + Trx S-S

Em ambos os exemplos, Trx reduz pontes dissulfeto em substratos, tendo, porém, seus

proprios grupos tidis oxidados na forma de dissulfeto. Para poder doar elétrons a um novo
substrato, a forma reduzida de Trx, i.e., com as sulfidrilas livres, precisa ser regenerada, o que
¢ catalisado pela enzima Tiorredoxina Redutase (Trr), uma flavo-enzima, as custas de elétrons
doados por NADPH. Em conjunto, Trx, Trr e NADPH compdem o que se chama de sistema
Tiorredoxina (sistema Trx):

Trx S-S + NADPH + H" = Trx (SH), + NADP*
Trr

A importancia do sistema Trx para as células € enfatizada por sua participagdo em
processos diversos. Por exemplo, Trx funciona como doador de elétrons para a enzima
ribonucleotideo redutase, responsdvel por converter ribonucleotideos em desoxi-
ribonucleotideos, tendo, assim, importancia fundamental no processo de sintese de DNA
(Holmgren, 1989). Trx também € doadora de elétrons da enzima metionina sulféxido
redutase, que € responsavel por reduzir sulféxidos em residuos oxidados de metionina, sendo
portanto relevante no processo de reparo de proteinas. Em outro aspecto, Trx participa da
regulacdo da expressao génica, por modular a atividade e localizac@o intracelular de fatores de
transcricao sensiveis ao estado redox de cisteinas, como os conhecidos NF-xB , p53 e AP-1
de células de mamiferos (revisdo em Arner e Holmgren, 2000). O sistema Trx também tem
um papel de relevancia ao participar do ciclo catalitico de peroxidases da familia das Prx,

conforme se verd a seguir.
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Todas as Trxs conhecidas possuem uma organizagdo espacial semelhante, uma
estrutura tridimensional que se convencionou chamar de enovelamento Trx (do inglés, Trx
fold). Esse enovelamento caracteristico consiste em uma seqiiéncia de folhas B flanqueadas

por a-hélices espacialmente arranjadas (Fig. 3):

Enovelamento Trx

Tiorredoxina

Figura 3. Modelos estruturais do enovelamento Trx e de Tiorredoxina. Em primeiro plano € apresentada a
representacdo do arranjo de folhas B (amarelo) e o-hélices (azul) que constitui o enovelamento Trx minimo.
Abaixo, € mostrado um modelo tridimensional de Trx de humanos. Em vermelho (2 esquerda) sao destacados os

residuos de cisteina componentes do sitio ativo (C32 e C35). Figura extraida de Qi e Grishin (2005).

O enovelamento Trx estd presente em uma série de proteinas com funcdes bioquimicas
diversificadas (Martin, 1995; Copley et al., 2004). Tal grupo de proteinas, que contém um ou
mais enovelamentos Trx por molécula, constitui a superfamilia Trx. Esta inclui as préprias
Trxs, PDI (proteina dissulfeto isomerase), DsbA (proteinas tipo PDI de bactérias) e
glutarredoxinas, todas enzimas envolvidas com reagdes de troca tidl-dissulfeto; glutationa
transferases; calsequestrinas, que sdo proteinas ligantes de cdlcio; glutationa peroxidases e
Prxs, que removem hidroperoxidos. Trx, Grx, PDI e DsbA possuem um motivo CxxC
conservado em seus sitios ativos, e dependem dos residuos de cisteina para suas atividades

bioquimicas. Curiosamente, ndo obstante tal semelhanca, em geral ndo se observa grande
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similaridade quando se compara as seqiiéncias de aminodcidos das proteinas da superfamilia

Trx (Martin, 1995; Copley et al., 2004).

1.3 — Peroxirredoxinas e Tiorredoxina Peroxidases

A familia das Peroxirredoxinas (Prx) constitui um dos componentes do sistema de
defesas anti-oxidantes descritas, sendo amplamente distribuidas entre procariotos e
eucariotos. Prx sdo peroxidases dependentes de tidis envolvidas com a remocdo de diferentes
tipos de hidroperdxidos presentes nas células. Recentemente foi demonstrado que algumas
Prxs tém atividade de peroxinitrito redutase (Bryk et al, 2000; Dubuisson et al., 2004),
estando também envolvidas, assim, com a remoc¢do deste composto. Na levedura
Saccharomyces cerevisiae, existem cinco isoformas de Prx, distribuidas em diferentes
compartimentos celulares: Tsal (ou cTPxI), Tsa2 (ou cTPxII) e Ahpl (ou cTPxIII) (citosol);
Prxl (ou mTPx) (mitocondria) e nTPx (ndcleo) (Park et al., 2000). Em mamiferos, sao
conhecidas seis isoformas de TPx, também localizadas em diferentes organelas (PrxI - VI)

(Wood et al., 2003a). Exemplos de moléculas que sdo alvos da acdo de Prx s@o apresentados

na Figura 4:
o H 0 =0H
N
H o
Peréxido de hidrogénio Cumeno hidroperéxido
O=N—0—-0O
CH
\ 3 CH e ; Peroxinitrito
C - 3 \ /U 0
1 Vo\
CH,
8 O—OH Ry
tert-butil hidroperéxido Hidroperéxido de lipidio

Figura 4. Exemplos de substratos de Prx in vivo e in vitro. H,O, e peroxinitrito sdo substratos inorganicos;
cumeno hidroperéxido (Cu-OOH) e #-butil hidroperéxido (--BOOH) sdo hidroperéxidos organicos comumente
utilizados em ensaios enzimadticos in vitro; um hidroperéxido de lipidio genérico € mostrado como exemplo de

substrato organico existente in vivo.
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A primeira proteina dessa familia a ser identificada foi inicialmente chamada de
“proteina protetora”, por apresentar a capacidade de proteger a enzima glutamina sintetase
(GS) de inativacdo causada por sistemas de oxidacdo catalisada por metais (sistema
tiol/Fe+3/02 ou MFO), na presenga de tidis, mas nio na de doadores de elétrons nao-tilicos,
como ascorbato (Kim et al., 1988). Por essa razdo, a proteina protetora isolada de extratos
protéicos de leveduras, que nao apresentava atividade de superéxido dismutase nem de
catalase, foi nomeada Tsal (Thiol-Specific Antioxidant), também chamada de cTPxI. O
sequenciamento do gene que codifica Tsal mostrou auséncia de similaridade com outros
genes anti-oxidantes conhecidos na época (Chae ef al., 1993), enquanto que a seqiiéncia de
aminoécidos (195 residuos) revelou a presenga de duas cisteinas (Cys47 e Cys170). Quando
estas cisteinas foram mutadas independentemente por serinas, verificou-se que apenas a
mutacdo C47S abolia completamente a atividade peroxidédsica dessa enzima (Chae et al.,
1994b). Todas as Prx identificadas até hoje possuem pelo menos um residuo de cisteina
diretamente envolvido com a reducdo do substrato, o qual estd sempre localizado na por¢ao
N-terminal de suas cadeias, chamado de cisteina peroxidasica (Cys-SpH).

Sabe-se hoje que as Prx previnem também danos a outras biomoléculas (além de
glutamina sintetase), degradando hidroperdxidos quase sempre a custa de um agente redutor
que contenha tidis. A reacdo genérica a seguir exemplifica a atividade peroxidédsica mediada
pelas Prx:

2R;SH + R,O0H = R;S-SR; + R,OH + H,0,
Prx

onde R;SH representa o agente redutor que contém tiéis (SH) (por exemplo, DTT), enquanto
que R,OOH representa o hidroperéxido. A reacdo gera a forma oxidada do agente redutor
(R;S-SR}), o élcool correspondente a R, (R,OH) e H,O. No caso de R,OOH ser H,0,, ocorre

formacgado de duas moléculas de dgua (Netto et al., 1996).
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A especificidade das Prx para com tidis se deve ao fato de que os grupamentos tidis
dos residuos de cisteina presentes no sitio ativo se oxidam (S-S ou SOH - 4cido sulfénico)
quando do ataque ao hidroperéxido, ndo podendo entrar em um segundo ciclo catalitico. O
retorno ao estado de sulfidrilas livres € fundamental para um segundo ciclo catalitico, e
apenas agentes redutores que contém tidis (como DTT ou B-mercaptoetanol) sdo capazes de
regenerd-las (Netto et al., 1996). Como excecdo a exclusividade por agentes redutores
tidlicos, recentemente foi demonstrado que proteinas do grupo de Prx conhecido como 1-Cys
Prx (ver adiante) também podem utilizar ascorbato como doador de elétrons para o retorno ao
estado ativo (Monteiro et al., 2007). Essa observacao, de certa forma, modificou o paradigma
que cunhou o nome TSA, uma vez que o uso de ascorbato como agente redutor € conservado
de bactérias a mamiferos. No entanto, conforme dito, isso é vdlido apenas para um conjunto
restrito de Prx e ndo de modo geral para a familia Prx. As Prx fazem parte, portanto, do grupo
de proteinas cujas atividades enzimdticas dependem do estado redox dos tidis de residuos de
cisteinas presentes na regido dos sitios ativos.

Estudos pioneiros realizados com Tsal de leveduras mostraram que, na presenca de
Trx, sdo necessdrias menores concentragdes de Tsal para atingir o mesmo efeito protetor da
atividade de glutamina sintetase observado na presenca de DTT, ou outro agente redutor
(Kwon et al., 1994; Chae et al., 1994a). Nesses ensaios, também foram utilizados NADPH e
Trr no sistema protetor. Esses trabalhos indicaram que Trx € o doador de elétrons fisiologico
de Tsal, sendo responsavel pela regeneracdo de suas sulfidrilas livres. Por isso, as Prx que
apresentam essa mesma caracteristica (utilizar Trx como doador de elétrons) constituem uma
subfamilia, sendo também chamadas de Tiorredoxina Peroxidases (TPx). A substituicdo da
cisteina 170 de Tsal por serina inibe o efeito estimulatério de Trx, mas ndo a atividade
enzimadtica na presenca de DTT, o que sugere que Cys170 seja responsdvel pela interacao de
Tsal com Trx (Netto et al., 1996). Fig. 5 apresenta um modelo do ciclo catalitico das TPx

aceito atualmente, enfatizando o papel fundamental de Trx para regeneracdo de TPx reduzida.
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3 S TRR SH
TRX/| + NADPH I:> — + NADP*
s s

Figura 5: Modelo do ciclo catalitico das TPx - Sistema Tiorredoxina/Tiorredoxina Redutase. 1) Reacdo
peroxidasica de TPx, gerando o alcool correspondente ao radical do hidroperéxido (R) e dgua. Nessa etapa, as
sulfidrilas de TPx sdo oxidadas formando dissulfetos [forma TPx (S-S)]. 2) Regeneragdo das sulfidrilas livres de
TPx através da oxidacdo de Trx (SH), (tiorredoxina reduzida), gerando Trx (S-S). TPx retorna a forma TPx
(SH),, que pode retornar a etapa 1. 3- Regeneracdo enzimdtica das sulfidrilas de Trx, retornando esta a forma
reduzida, através da enzima TRR (tiorredoxina redutase) e & custa de elétrons cedidos por NADPH. Trx (SH),

pode entdo retornar & etapa 2.

As reagOes enzimadticas de todas as Prx conhecidas envolvem a oxidagdo por peréxidos
do residuo Cys-S,H, localizado nas regides N-terminais das protefnas (revisdo em Wood et
al., 2003a). As formas de sulfidrilas livres dos grupamentos tidis de cisteinas livres ndo sdao
reativas, pois, devido ao seu pK, ser de cerca de 8.5, em pH fisiolégico elas se encontram
normalmente protonadas (Cys-SH). No entanto, as Prx apresentam caracteristicas estruturais
que geram, nas regides de seus sitios ativos, micro-ambientes peculiares em que a forma
reativa de tiolato (S°) € estabilizada, estando, assim, disponivel para o ataque ao hidroperéxido
(Wood et al., 2003b; Netto et al., 2006 — Anexo 1). Entre tais caracteristicas, € digno de nota o
fato de que todas as Prx possuem um residuo de arginina e outro de treonina (em alguns casos
de serina) conservado no sitio ativo, formando uma triade (Thr-Cys-Arg) que estabiliza a

forma tiolato da Cys-S,H (Flohé et al., 2002).
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Ap6s o primeiro ataque a Cys-Sp;H por hidroperéxidos, esta se torna oxidada na forma
de acido sulfénico (Cys-S,0OH). A segunda etapa das reacOes consiste na reducdo do dcido
sulfénico formado e distingue os membros da familia em pelo menos trés subclasses. O
mecanismo de resolucdo utilizado pela subclasse a que pertence Tsal, as 2-Cys tipicas (ver
Tabela 1), envolve o segundo residuo de cisteina presente em sua cadeia, localizado na regiao
C-terminal. Esse residuo € chamado de cisteina de resolu¢do (Cys-S;H) e reage com Cys-
S,OH de uma molécula adjacente, formando uma ponte dissulfeto intermolecular estavel.
Tsal €, portanto, um homodimero obrigatdério, com dois sitios ativos idénticos. Logo, a Cys-
SpH de uma molécula reage com a Cys-S;H de outra e vice-versa. As pontes dissulfeto
formadas sdo entdo reduzidas por acdo da Trx (no caso das TPx), reciclando a Prx para um
novo ciclo catalitico (Wood et al., 2003a).

A segunda subclasse de Prx € a das 2-Cys atipicas, que apresentam um mecanismo de
reacdo parecido com o apresentado acima, com a exce¢do de que ndao formam pontes
dissulfeto intermoleculares, mas sim intramoleculares. Nessas enzimas, tanto a Cys-S,H como
a Cys-S;H pertencem a mesma cadeia de polipeptideos.

A terceira subclasse de Prx constitui as 1-Cys, que possuem apenas o residuo de Cys-
SpH. O 4cido sulfénico formado pelo ataque ao peroxido, como ja mencionado, pode ser
reduzido por ascorbato (Monteiro et al., 2007) e também por agentes redutores que
contenham ti6is. No entanto, apenas no caso da Prx de mitocondrias de S. cerevisiae (Prx1)
tal redutor fisiolégico foi identificado como sendo uma isoforma exclusivamente mitocondrial
de tiorredoxina (Trx3) (Pedrajas et al., 1999). Mais recentemente, foi sugerido que PrxVI de
humanos forme um heterodimero in vivo com GST, e que tal dimero seja capaz de reduzir
peréxidos utilizando glutationa como agente redutor (Manevich e Fisher, 2005). Um esquema

dos ciclos cataliticos de Prxs das trés subclasses descritas acima é apresentado na Fig. 6.
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Figura 6. Esquema dos ciclos cataliticos de Prxs 2-Cys tipicas, 2-Cys atipicas e 1-Cys. Apds o ataque da
cistefna peroxiddsica (SpH) ao hidroperéxido (ROOH), o 4cido sulfénico (S,OH) formado neste residuo €
resolvido com a formacdo de uma ligacdo dissulfeto intermolecular com o residuo da cisteina de resolugdo (S.H)
de uma molécula adjacente. O dissulfeto é posteriormente reduzido por agdo de uma dissulfeto redutase,
representada aqui como Trx (tiorredoxina). No caso das Prxs do tipo 2-Cys atipicas (como PrxV de humanos),
antes do ataque ao hidroperéxido os dois residuos de cisteina sdo potencialmente capazes de funcionar como
cisteinas peroxidasicas. O 4cido sulfénico gerado em um deles é resolvido com a formac¢do de uma ligacao
dissulfeto intramolecular com o outro residuo de cisteina da mesma molécula. No caso das Prxs do tipo 1-Cys, o

acido sulfénico gerado no residuo de cisteina apds o ataque ao hidroperoxido € resolvido diretamente por

intermédio do agente redutor, representado aqui como Trx (caso de leveduras).
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Uma outra forma de classificar Prxs € pela similaridade de suas seqiiéncias, conforme
proposto por Trivelli e col. (2003). Residuos conservados nas regides dos sitios ativos das
proteinas permitem classificd-las em cinco subclasses (A-E) (Tabela 1). As Prx do tipo A
apresentam um segundo residuo de cisteina conservado nos ultimos 30 aminodcidos C-
terminais, sempre em um motivo do tipo VCP. Todas as Prx dessa subclasse sdo do tipo 2-
Cys tipicas. As Prx do tipo B sdo as 1-Cys, que ndo possuem esse segundo residuo de cisteina.
Prx do tipo C incluem as BCP (Bacterioferritin Comigratory Proteins) e as PrxQ (como nTPx
de leveduras) (Kong et al., 2000). Essas proteinas formam pontes dissulfeto intramoleculares
dentro do motivo N-terminal degenerado CxxxxC. As Prx do tipo D apresentam uma grande
heterogeneidade e constituem cerca de 60 proteinas homoélogas a cTPxIIl ou Ahpl de
leveduras. As Prx do tipo E contém um segundo residuo conservado de cisteina, localizado
cerca de 40 residuos apds a Cys-SyH. Essas proteinas sdo do tipo 2-Cys atipicas, formando
um dissulfeto intramolecular para resolu¢do do acido sulfénico. As Prx do tipo D diferem das
outras subclasses por apresentarem grandes diferencas funcionais entre as proteinas. Por
exemplo, elas podem reduzir o dcido sulfénico da mesma forma que as 2-Cys atipicas (como
PrxV de mamiferos), as 1-Cys (como Prx de bactérias ou plantas) ou como as 2-Cys tipicas
(como Ahpl ou cTPxIIl de leveduras). Assim, a classificacio das Prx por meio de
similaridade de seqiiéncia primdria parece mais completa do que por meio de caracteristicas

funcionais.
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Tabela 1: Subclasses de Prxs (adaptado de Trivelli ef al., 2003)

Subclasse | Resoluc¢ao do acido sulfénico | Exemplos Forma Oxidada
Tipo A 2-Cys tipicas Tsal, Tsa2 (leveduras) | S-S (intermolecular)
Prx I-IV (humanos)
Tipo B 1-Cys mTPx (leveduras) SOH
PrxVI (humanos)
Tipo C 2-Cys atipicas nTPx (leveduras) S-S (intramolecular)
PrxQ (plantas)
BCP (bactérias)

Tipo D 2-Cys tipicas Ahpl (leveduras) S-S (intermolecular)
2-Cys atipicas PrxV (humanos) S-S (intramolecular)
1-Cys Prx (plantas) SOH

Tipo E 2-Cys atipicas TPx (bactérias) S-S (intramolecular)

I.3.1 — Caracteristicas estruturais de Prxs

Prxs das diferentes subclasses descritas acima tiveram suas estruturas tridimensionais
resolvidas nos ultimos anos. Uma caracteristica estrutural comum a todas as Prxs € a presenca
do enovelamento Trx. Conforme ja& mencionado, tal motivo ndo € exclusivo das Prx, sendo
também encontrado em uma série de proteinas com funcdes bioquimicas diversificadas.

Todas as Prxs que tiveram suas estruturas tridimensionais resolvidas foram
caracterizadas como homodimeros. No caso de Prxs da subclasse A, também foram descritos
complexos oligoméricos de maior peso molecular (decameros, por exemplo) (Wood et al.,
2002). No entanto, Prxs da subclasse C, como as BCPs (ver Tabela 1) aparentam se organizar
como monomeros, conforme sugerido por ensaios bioquimicos in vitro (Jeong et al., 2000).
Até o momento, nao ha estruturas tridimensionais disponiveis de Prxs dessa subclasse.

Baseados em comparacdes de estruturas quaterndrias, residuos dos sitios ativos e
motivos estruturais, Copley e col. (2004) propuseram um novo sistema de classificacdo das

Prxs (Copley et al., 2004). Esse sistema € basicamente norteado pela forma através da qual
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sdo organizados espacialmente os dimeros, isto €, como se dao as interacdes fisicas entre os
monomeros, além de caracteristicas especificas dos sitios ativos. Quatro subclasses (Prx 1-4)
foram discriminadas (Copley et al., 2004), conforme serd exposto a seguir.

As Prxs da subclasse 1 apresentam um motivo conservado em seus sitios ativos e sao
caracterizadas por serem mondmeros em solucdo (Jeong et al., 2000). Grande parte das
proteinas dessa subclasse foram originalmente classificadas como BCPs e, relacionando com
a classificacdo apresentada na Tab. 1, constituem a subclasse de Prxs do tipo C (Trivelli et al.,
2003). A subclasse Prx2 € constituida por uma série de proteinas relacionadas as da subclasse
1, com duas diferencas: (1) apresentam um residuo de serina (S) ou glutamina (Q) ao invés de
um residuo de glutamato (E) no sitio ativo; (2) formam dimeros através de interagdes
chamadas de face-to-edge, ou, traduzindo livremente, interacdes do tipo face-extremidade.
Membros dessa subclasse sao, por exemplo, Prxs de E. coli e de Streptococcus pneumoniae.
Proteinas da subclasse Prx3 também nao apresentam o residuo de glutamato (E) nos sitios
ativos, mas possuem um residuo de histidina (H) conservado downstream a eles. Prxs 3
também formam dimeros por interacdes ‘“‘face-extremidade” entre os mondmeros, porém
essas diferem daquelas das Prxs 2 tanto estruturalmente quanto em relacdo aos residuos
envolvidos com a interface dimérica. PrxV de Homo sapiens e Ahpl de S. cerevisiae sao Prxs
da subclasse 3 (ver adiante). Finalmente, Prxs da subclasse 4 formam dimeros através de
interacdes denominadas edge-to-edge, ou “‘extremidade-extremidade”, que se dao entre folhas
B presentes no Trx fold e resultam em uma estrutura de 12 a 14 folhas B em seqiiéncia.
Algumas proteinas dessa subclasse formam grandes complexos decaméricos quando
oxidadas, como é o caso de AhpC de Salmonella typhimurium (Wood et al., 2002). Além
disso, Prxs 4 se caracterizam por possuirem uma grande extensao C-terminal que se projeta
em direcdo do sitio ativo do outro mondmero (Copley et al., 2004). Exemplos de Prxs de

diferentes subclasses e suas estruturas diméricas sio apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Estruturas quaternarias de trés Prxs. a) Prx da subclasse 2 — tidl peroxidase de S. pneumoniae; b)
Prx da subclasse 3 — Prx V de H. sapiens; c) Prx da subclasse 4 — tiorredoxina peroxidase de eritrocitos de H.
sapiens. Estruturas em azul e vermelho representam cada um dos mondmeros. Figura extraida de Copley e al.,

2004.

Recentemente foi resolvida por meios cristalograficos a estrutura tridimensional de
uma Prx do tipo D (ou da subclasse Prx3 — ver acima) da planta Populus trichocarpa, que
apresenta uma identidade de 38% na estrutura primdria com Ahpl de S. cerevisiae (Echalier
et al., 2005). Ahpl, por sua vez, foi objeto de estudos de ressondncia magnética nuclear
(NMR), que originaram um modelo preliminar de sua estrutura tridimensional em solucao
(Trivelli et al., 2003). Conforme mencionado anteriormente, Prx de P. trichocarpa, assim
como PrxV de H. sapiens, formam dimeros através de interacdes do tipo face-to-edge,
perpendiculares ao plano das folhas B centrais. No caso de Prx de P. trichocarpa, os residuos
de aminodcidos que participam da interface dimérica e do sitio ativo, que sdo bastante
conservados entre as Prxs de classe D, foram discriminados e suas topologias determinadas.
Esses dados estruturais sd@o importantes, uma vez que, apesar de ter sido determinada a
condic@o dimérica de Ahpl de modo independente do estado redox, nao foi obtida a resolucao

da interface dimérica de Ahp1 (Trivelli et al., 2003).
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1.3.2 - Inativacio das Prx - superoxidacio de Cys-S,H

E sabido que as Prxs sdo parcialmente inativadas in vitro na presenca de em altas
concentracdes de substrato (Chae et al., 1994a; Netto et al., 1996; Prouzet-Mauléon et al.,
2002). Acredita-se que tal inativagdo se deva a super-oxidacdo da Cys-S,H. Apés o ataque ao
substrato, o dcido sulfénico formado nesse residuo seria prontamente atacado por outra
molécula de peréxido, e ndo pela Cys-S;H, levando a formagdo de &cido sulfinico (Cys-
SpO.H) ou 4cido sulfonico (Cys-S,03H). A formagdo de um desses dois dcidos poderia
impedir a atividade enzimadtica, uma vez que essas espécies nao sdo reduzidas por DTT ou

Trx (Figura 8).

Sistema TRX
=]
o
o
I

SH SH
/\ROOH
SH s, SH S,0.H SH S,0H
— —f—] ROOH
> e
SH S SH SH S,H SH

Figura 8. Modelo de inativacdo de Prxs do tipo 2-Cys tipicas por altas doses de peroxido. A cisteina
peroxidasica (S,H) de Prx ataca o hidroperéxido (ROOH) e € oxidada a 4cido sulfénico (S,OH). S,OH € entdo
atacado pela cisteina de resolucdo (S;H), formando um dissulfeto intermolecular. Por meio do sistema
Tiorredoxina, o dissulfeto é reduzido, regenerando as sulfidrilas livres (SH) (lado esquerdo do esquema). Se a
S,OH for atacada por outra molécula de hidroperéxido antes de sua resolugdo por SH, seriam formados os
dcidos sulffnico (S,0,H) ou sulfonico (S,OsH) e a enzima seria inativada (lado direito do esquema). Nesse

esquema, estd representada a formagdo de apenas uma ponte dissulfeto intermolecular.
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Wood e col. (2003b) sugeriram uma distin¢do funcional entre as Prxs do tipo A
(segundo classificacdo de Trivelli e col. — ver tabela I): as sensiveis a inativagdao por
hidroperdxidos e as robustas ou resistentes (Wood et al., 2003b). Essa dicotomia se deve a
observacao que algumas Prx sdo particularmente sensiveis a inativacdo por doses moderadas
de hidroperéxidos (como Tsal de leveduras), enquanto que outras, principalmente aquelas
presentes em bactérias [como AhpC de Salmonella typhimurium (Wood et al., 2003b)], sdo
bastante resistentes, requerendo altas doses de hidroperéxidos para serem inativadas in vitro.
De acordo com Wood e col., as Prxs sensiveis a inativacdo possuem caracteristicas
estruturais/cataliticas comuns, que envolvem a organizac¢do da extensdo C-terminal e de dois
motivos conservados, chamados de motivos GGLG e YF (Figura 9). Em contrapartida, as

Prxs robustas ndo apresentam essas caracteristicas (Wood et al., 2003b; Jonsson et al., 2005).

Figura 9. Modelo tridimensional da regido do sitio ativo de Prx2 de H. sapiens. Os motivos GGLG e YF e a
proximidade espacial destes para com as cisteinas peroxiddsica (Cys51) e de resolug@o (Cys172) sdo destacados.
Também € destacado o residuo de Argl27, cujo grupo guanidina interage com Cys51-SO,H. Figura extraida de

Jonsson et al., 2005.

Até pouco tempo atrds, acreditava-se que, uma vez superoxidadas, as Prx tornariam-se
irreversivelmente inativas. Entretanto, trabalhos recentes demonstraram que isso ndo € de
todo correto, a0 menos nao para todas as Prx. Woo e col. (2003) e Chevallet e col. (2003)

mostraram por meio de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas que as cisteinas
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peroxiddsicas superoxidadas a 4cido sulfinico de algumas Prx de mamiferos podem ser
regeneradas a forma cataliticamente ativa de sulfidrila livre. Posteriormente, foi determinado
que, em mamiferos, apenas Prx do tipo 2-Cys tipicas (PrxI-IV) podem ser regeneradas da
superoxidacao (Woo et al., 2005). Curiosamente, essas quatro enzimas apresentam em suas
estruturas primdrias os motivos GGLG e YF, caracteristicos de Prx sensiveis a inativacao por
hidroperéxidos (Wood et al., 2003b).

Biteau e col. (2003) identificaram uma nova proteina de S. cerevisiae envolvida com a
regeneracao de Tsal e Tsa2 (2-Cys tipicas), mas nao de Ahpl (2-Cys atipica), de maneira
dependente de ATP. Essa proteina, chamada de sulfirredoxina (Srx), € conservada entre
eucariotos e parece se ligar a duas moléculas de Tsal superoxidadas, reduzindo o &4cido
sulfinico formado. A presenca de cicloheximida torna esse processo mais lento, indicando que
€ necessdria sintese protéica de novo para a sua realizagdo. Nesse trabalho, foi mostrado que
apés 2 minutos de exposi¢io a H,O,, cerca de 90% de Tsal se encontra na forma
superoxidada; apés 30 minutos, ocorre a reversao desse processo, de maneira dependente de
Srx, ATP, um cation bivalente (MgJr2 ou Mn+2) e um ditiol (DTT), de modo que Tsal retorna
a niveis normais de proteina ndo-tratada (Biteau et al., 2003). Em células mutantes para o
gene SRX1, Tsal se encontra majoritariamente superoxidada ap6s 90min de tratamento com
0.5mM H,0, (Biteau et al., 2003).

Esse trabalho alterou a forma como se pensava a dinamica catalitica das Prxs. O fato
de que Prxs podem ser reversivelmente inativadas acrescentou um novo nivel de regulagcao de
suas atividades, por meio da modificacdo pds-traducional de seus residuos de cisteina.
Rapidamente, também foi relatada a possibilidade de regeneracdo de cisteinas oxidadas a
acido sulfinico de proteinas de mamiferos. Proteinas da familia das sestrinas (de H. sapiens),
que sdo reguladas por p53 e possuem um dominio conservado similar ao encontrado em
AhpD da bactéria Mycobacterium tuberculosis, sio também capazes de reverter a oxidacao

em sulfinato (Budanov et al., 2004). Em seguida, foi descoberta uma proteina homologa a Srx
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em humanos, também capaz de reverter a superoxidacio de residuos de cisteina oxidados em
acido sulfinico (Chang et al., 2004).

Conforme ja mencionado, apenas Prx do tipo 2-Cys tipicas sdo alvo de agdo das Srxs,
podendo retornar a forma cataliticamente ativa apds serem superoxidadas (Woo et al., 2005).
Dois trabalhos com as enzimas PrxI e PrxIl de humanos forneceram explica¢des para essa
distin¢do, apresentando bases bioquimicas e estruturais para tal especificidade (Jonsson et al.,
2005; Jeong et al., 2006). Os dois dominios conservados nas proteinas sensiveis a inativagao,
GGLG e YF, parecem se organizar espacialmente de modo a afastar o residuo de Cys-S;H do
residuo de Cys-SpH, em uma distncia maior que 13A em hPrxII (Schroder et al., 2000) (ver
Fig. 9). A separacdo espacial entre os dois residuos de cisteina de hPrxII torna mais provével
que o 4cido sulfénico formado na Cys-S,H apds o ataque ao substrato reaja com outra
molécula de hidroperéxido (gerando acido sulfinico) antes de ser contactada pela Cys-S;H. O
residuo conservado de Argl27 de hPrxII interage com a Cys51 (Cys-Sy,H), de modo a
estabilizar o estado oxidado em acido sulfinico (Jonsson et al., 2005). A auséncia dos motivos
GGLG e YF nas Prxs resistentes a inativacdo por hidroperéxidos e a conseqiiente maior
proximidade entre os dois residuos de cisteina dessas proteinas faz com que seja mais dificil o
ataque repetido de hidroperéxidos a Cys-S H, e essa € uma explicacdo provavel sobre a

resisténcia de Prx 2-Cys atipicas e 1-Cys a inativagao.

1.3.3 — Sinalizacao celular e atividade de chaperona de Prxs

Apesar de Prxs como Tsal de leveduras e PrxI e I de mamiferos serem abundantes no
citoplasma das células, podendo constituir até 1% do total de proteinas soluveis, seu papel
como peroxidases no ambiente celular é controverso em virtude de duas observagdes: (1)
algumas Prxs sdo facilmente inativadas por hidroperéxidos ao longo dos ciclos cataliticos
(Chae et al., 1994a; Netto et al., 1996; Yang et al., 2002); e (2) Prxs pareciam apresentar

eficiéncias cataliticas para hidroperéxidos relativamente baixas, quando comparadas com
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catalases e glutationa peroxidases — cerca de 10 a 1000 vezes menores (Rhee et al., 2005a).
Essa segunda observagdo foi recentemente revisada, quando se mostrou por meio de ensaios
de cinética competitiva que as eficiéncias cataliticas (Kq./Ky) de Tsal e Tsa2 de S. cerevisiae
sdo da ordem de 10’ M'l.s'l, ou seja, equivalentes as de catalases e GPxs (Ogusucu et al.,
2007). Outros estudos realizados independentemente por diferentes grupos também
mostraram que a reatividade de Prxs com per6xidos € similar a de catalase e glutationa
peroxidase (Akerman e Miiller, 2005; Parsonage et al., 2005).

Nos ultimos anos vem sendo dada atencdo especial a um possivel papel das Prxs como
sensores dos niveis intracelulares de H,O,. Esse composto funciona como um sinal que afeta
diversas vias de sinalizacdo celular. Por exemplo, proteinas da familia das fosfatases de
tirosina (PTPs), que estdo envolvidas com a transducdo de sinais a partir de diferentes
moléculas (como insulina), tém suas atividades reguladas por H,O, (Meng et al., 2004; Rhee
et al., 2005b). Foi sugerido que as Prxs poderiam funcionar como uma espécie de tampao para
a manutencao de niveis de H>O, produzidos pelas células em situagdes especificas, onde tal
condicdo seria relevante. Isso seria possivel em razdo da suposta moderada efici€éncia
catalitica das Prxs, aliada com a sua inativacdo por H,O,, a qual € reversivel tanto por Srxs,
como por sestrinas (revisdo em Rhee et al., 2005a).

Recentemente, alguns trabalhos revelaram caracteristicas novas das Prxs. Em
leveduras, foi relatado que Tsal e Tsa2 se organizam em grandes complexos oligoméricos de
até 1000 kDa, mediante estresse térmico ou quando tratadas in vitrro com H,O, na presencga do
sistema Trx, ou quando extraidas de células tratadas com H,O, (Jang et al., 2004). Tais
complexos foram elegantemente observados por meio de cromatografia de exclusdo
molecular, eletroforese em géis nativos e microscopia eletronica. A formagdo de estruturas
oligoméricas de Tsal estd diretamente relacionada com a oxidac¢do da Cys-S,H (Cys47) em
acido sulfinico ou apds exposi¢do a choque térmico. Esse processo € reversivel e dependente

de Srx. Dessa forma, Tsal se alterna entre estruturas de baixos e altos pesos moleculares de
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maneira dependente do estado redox de sua Cys-S,H (Jang et al., 2004). Analogamente, foi
demonstrado que PrxI e PrxII de células de mamiferos também se organizam em grandes
complexos oligoméricos em células tratadas com H,O, (Moon et al., 2005) ou quando s@o
fosforiladas por quinases dependentes de ciclinas (Chang et al., 2002; Jang et al., 2006), o que
indica que tal caracteristica tenha sido especificamente selecionada ao longo da evolucdo. No
ultimo caso, entretanto, aparentemente nao ha relacdo entre a oligomerizacao e a oxidag¢ao do
residuo de Cys-S,H de PrxI humana.

De maneira surpreendente, quando as Prxs se organizam em na forma de complexos
oligoméricos de alto peso molecular, elas adquirem uma nova funcdo bioquimica, a de
chaperonas moleculares. Por meio desta atividade, Tsal, Tsa2, PrxI e PrxII sdo capazes de
prevenir com alta eficiéncia a agregacao das enzimas citrato sintase ou malato desidrogenase,
que sao comumente utilizadas em ensaios de atividade de chaperonas in vitro (Jang et al.,
2004 e 2006). No caso de Tsal e Tsa2, a aquisi¢ao dessa atividade € dependente do estado
redox das cisteinas peroxiddsicas e estd diretamente relacionada com a organizagdo dos
complexos de alto peso molecular. Em outras palavras, quando Tsal ou Tsa2 se organizam
em grandes oligdmeros, elas apresentam apenas atividade de chaperonas moleculares, e nao
mais de tidl peroxidases (Jang et al., 2004). Assim, a dupla func@o dessas proteinas esta
ligada com suas habilidades de formar diferentes estruturas quaterndrias. Os oligdbmeros de
Tsal e Tsa2 sdo arranjados e desarranjados dependendo da condi¢do fisiol6gica em que as
células se encontram, de maneira dependente de Srx e do sistema Trx. Em suma, essas
proteinas desempenham papéis de peroxidases, chaperonas e também de sensores de niveis
intracelulares de H>O,. Pelo menos nos casos supracitados, a superoxidacdo de Cys-S,H
parece trazer beneficios para as células, constituindo um exemplo importante de regulacdo da

atividade enzimatica por EROs.

35



L4 - Ahpl de S. cerevisiae - Caracteristicas genéticas e bioquimicas

Ahpl (ou cTPxIIl) de S. cerevisiae foi inicialmente identificada em géis
bidimensionais como uma proteina cuja expressao foi aumentada em cerca de trés vezes
quando leveduras foram expostas a 0.4mM de H,O, por 15min (Godon et al., 1998). Em
seguida, Ahpl foi caracterizada independentemente por trés grupos (Verdoucq et al., 1999;
Jeong et al., 1999; Lee et al., 1999b), como uma tiorredoxina peroxidase que niao apresenta
similaridade significativa com Tsal. As seqiiéncias de aminodcidos de Ahpl e Tsal sdo

apresentadas na Figura 10.

Ahpl SDL FB-————- AGBYKED Yl s@spAD-—————- SEEEKMPOTVEWSKEISENK 47
Tsal VAQ TFKKTAVVDGVEBEMSEDEYKGKYVVLAF IPLEFT TEIIABSEARK 60
Ahpl vII1TEAPAAFEPEEEv s ErcE Ny LDELvKEKERB OV TVBNPEENBAWAKSLGVK 107
Tsal FEEQGAQVLEASEDSEYSLLAWTNIPRKEGGLGPENI PEBADTNES YGVLIEEEG 120
ahpl  DETHIKEASPBCEAETRSIGF DGR YWEGRWAMVVENG—- IVEYAAKETNBEEDVT 165
Tsal LEGLEIIDPKG ITINBHPVERNVDESLRLVEAF@WTDKNGEVLPENWTPCHATI 180

Ahpl VS.SVLA. ————— 176

Tsal KP DSKEYFEAANK 196

Figura 10. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos de Ahpl e Tsal. Em realce verde estdo
representados aminodcidos idénticos; em roxo, substitui¢des de aminodcidos conservativas; em vermelho estio
representados os residuos de cisteina de cada proteina (3 em Ahpl e 2 em Tsal); e em amarelo estdo
representados os dominios GGLG e YF, que serdo mencionados no decorrer do texto. Cys62 e Cys47 sdo as
Cys-S,H de Ahpl e Tsal, respectivamente; Cys120 e Cys170 sdo as Cys-S;H de Ahpl e Tsal, respectivamente.
O alinhamento foi feito com o programa ClustalW. O alinhamento com o programa Blast2Seq indicou auséncia

de similaridade significativa entre as proteinas.

Ahpl € codificada pelo locus YLR109W e o gene foi nomeado de AHPI, para alquil
hidroperéxido redutase (Lee et al, 1999b). Sua delecdo acarreta as leveduras maior
sensibilidade a diferentes compostos, como -BOOH, diamida (um agente oxidante especifico
para tidis), metais pesados (como mercurio) e, em menor nivel, H,O, (Lee et al., 1999b;
Farcanasu et al., 1999; Nguyén-nhu e Knoops, 2002). Células A-ahp1 apresentam defeitos na

regulacdo dos niveis citosélicos de Mn* e no transporte intracelular desse fon (Farcanasu et
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al., 1999). Uma outra observacdo importante € que mutantes A-ahpl apresentam niveis
maiores de peroxidagdo lipidica apds tratamento com ~-BOOH e H,0,, em comparagdo com o
tipo selvagem (Nguyén-nhu e Knoops, 2002). Além disso, células mutadas para AHPI
apresentam maior sensibilidade a dietil maleato, um composto oxidante que gera deplecdo dos
niveis de glutationa reduzida (GSH), sugerindo que Ahpl contribua na defesa celular em
situagdes de desbalango redox.

Ahpl apresenta trés residuos de cisteinas (Cys31, Cys62 e Cys120), sendo que a
mutacdo C31S (Cys—Ser) ndo causa problemas na atividade de tiorredoxina peroxidase de
Ahpl, enquanto que as mutagdes C62S e C120S a inibem completamente (Jeong et al., 1999).
No entanto, a versao mutante C120S € capaz de proteger glutamina sintetase contra a
inativacdo em sistemas de oxidagdo por metais (DTT/ Fe**/O,), enquanto que a versio C62S
ndo o €. Dessa forma, definiu-se que a Cys62 € a Cys-S,H de Ahpl, enquanto que a Cys120 é
a Cys-S;H, envolvida com a intera¢cdo com Trx. Também foi demonstrado que Ahp1 utiliza de
modo similar as duas isoformas citosélicas de Trxs presentes em leveduras (Trx1 e Trx2).
Conforme ja mencionado, Ahpl apresenta mecanismo catalitico do tipo das 2-Cys tipicas, ou
seja, que envolve a formagao de uma ponte dissulfeto intermolecular entre Cys62 e Cys120, a
qual é reduzida preferencialmente por Trx (Jeong et al., 1999).

Diferentes estudos bioquimicos mostraram in vitro que Ahpl apresenta uma maior
especificidade por substratos organicos, como -BOOH e Cu-OOH, em comparacdo com
H,0, (Jeong et al., 1999; Prouzet-Mauléon et al., 2002). Entretanto, Park e col. (2000)
mostraram que Ahpl apresenta atividades similares para com esses trés peroxidos, embora a
atividade enzimdtica tenha sido determinada em tnico ponto de concentracdo dos
hidroperéxidos (ImM) (Park et al., 2000). De maneira similar, foi relatada a mesma situac@o
com a TPx nuclear de S. cerevisiae (nTPx), isto €, uma “preferéncia” dessa enzima por

substratos organicos (Cha et al., 2003).
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A expressao do gene AHPI € fortemente induzida por diferentes hidroperéxidos, tanto
organicos como inorganicos (Lee et al., 1999b; Park et al., 2000). Assim como TSAI, AHPI
também € induzido em situagao de aerobiose e ndo € reprimido por glicose (Park et al., 2000).
Além disso, a expressao de AHPI é elevada em células que se encontram em fase
estaciondria, condi¢do em que hd uma diminuicdo do pH celular, aumento de peroxidacao
lipidica e um acimulo de EROs intracelular (Park er al., 2000). A mesma situacdo foi
novamente observada com o gene que codifica nTPx (Cha et al., 2003). Um outro ponto
interessante € que as expressoes de AHPI e Ahpl sdo aumentadas quando o gene TSAI é
mutado, mesmo sem estimulo com hidroperéxidos (Park et al., 2000; Demasi et al., 2006).

No que diz respeito a proteinas envolvidas com a regulacdo da expressao de AHPI, foi
sugerido que os fatores de transcricdo Yapl e Skn7 desempenhem papéis importantes nesse
aspecto (Lee et al., 1999 a,b), uma vez que linhagens de S. cerevisiae mutantes A-yapl e A-
skn7 apresentam niveis de expressio de AHPI reduzidos apds tratamento com H,0, e ¢-
BOOH em comparacdo com a respectiva linhagem selvagem (Lee ef al., 1999b). Além disso,
mutacdes no promotor AHPI em regides envolvidas com a ligacdo desses fatores de
transcricdo acarretaram em menores niveis de inducdo da transcricio do gene reporter
utilizado (B-galactosidase), o que sugere que essas proteinas estejam de fato envolvidas com a
regulacdo normal de AHP1, ainda que de maneira nao exclusiva (He e Fassler, 2005).

Yapl e Skn7 sdo dois fatores de transcri¢do normalmente relacionados com a resposta
de leveduras ao estresse oxidativo (Jamieson, 1998; Lee et al., 1999a; Netto, 2001). A delecao
independente dos genes que codificam essas proteinas torna S. cerevisiae hipersensivel a
H,0; (Kuge e Jones, 1994; Krems et al., 1996). Yapl pertence a familia de proteinas c-jun,
que é parte da classe AP-1 de fatores de transcricdo de eucariotos superiores. E uma proteina
que possui um dominio de ziper de leucina (bZIP) adjacente ao seu dominio de ligacdo ao
DNA. Esse fator de transcri¢do liga-se a regides promotoras em cis-elementos chamados de

YREs (Yapl Response Elements), compostos da seguinte seqiiéncia de nucleotideos:
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T(T/G)ACTAA (Kuge e Jones, 1994). Um conjunto de genes antioxidantes € regulado por
Yapl, entre eles GSHI (y-glutamilcisteina sintetase) (Wu e Moye-Rowley, 1994), GLRI
(glutationa redutase) (Kuge e Jones, 1994), TRX2 (Grant et al., 1996) e TRRI1 (Morgan et al.,
1997). A atividade de Yapl como ativador depende do estado redox de duas cisteinas
presentes em sua estrutura (Coleman et al., 1999; Delaunay et al., 2000), o que determina se
sua localizacdo celular € citosélica ou nuclear (Kuge et al., 1997; Wood et al., 2004). No
entanto, Yapl ndo estd envolvido com a resposta a todos os estimulos oxidativos, isto &,
estimulos distintos podem desencadear respostas de outros fatores de transcri¢do. Por
exemplo, o gene YBL0O64C de leveduras, que codifica mTPx, tem sua expressdao regulada
pelos fatores Msn2/4 e Hapl (Monteiro ef al., 2002).

Snk7 também possui habilidade para se ligar ao DNA, embora sua seqiiéncia alvo ndo
seja evidente como a de Yapl. Morgan e col. (1997) demonstraram a ligacdo de Skn7 a uma
regido do promotor do gene TRX2, que foi delimitada entre as posi¢des -142 e -164 (23bp)
(Morgan et al., 1997). Lee e col. (1999a) demonstraram a ligacio de Skn7 a uma regido
proximal do promotor de TSAI, comprovando a participagdo direta desse fator na regulacdo
desse gene (Lee et al., 1999a). Mais recentemente, também foi mostrada a ligacdo de Skn7 ao
promotor do gene GPX2, que codifica uma glutationa peroxidase de fosfolipidios de S.
cerevisiae (Tsuzi et al., 2004). Nesse trabalho foi definida a seqiiéncia alvo de Skn7 nos
promotores como sendo GGCCGGC, que € similar a identificada por Morgan e col. (1997) no
promotor de TRX2, e foi chamada de GCRE (GC-rich element). Andlises proteOmicas de
genes induzidos por HO, mostraram que grande parte dos genes regulados por Skn7 também
o sdo por Yapl (Godon et al., 1998; Lee et al., 1999a). Nao obstante as evidéncias ja
apresentadas sobre a participagdo de Yapl e Skn7 na regulacio do gene AHPI, até o

momento ndo foi demonstrada a ligacao direta de nenhum desses fatores ao promotor AHPI.
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II - OBJETIVOS

O objetivo principal desse estudo era identificar papéis desempenhados por Ahpl no sistema

de defesa anti-oxidante da levedura S. cerevisiae. Nesse sentido, trés objetivos especificos

foram perseguidos:

Caracterizac¢ao bioquimica da peroxirredoxina Alquil Hidroper6xido Redutase (Ahpl)
de Saccharomyces cerevisiae, no que diz respeito principalmente a utilizacdo de

diferentes substratos e sensibilidade a inativag@o por hidroperéxidos;

Caracterizacdo estrutural de Ahpl e Tsal, as duas peroxirredoxinas mais abundantes
de leveduras, com o intuito de relacionar suas propriedades bioquimicas (i.e., as

fungdes das proteinas) com suas estruturas tridimensionais, de modo comparativo;

Estudo das relagdes de Ahpl com outras proteinas do sistema de defesas anti-

oxidantes de leveduras, com o intuito de definir condi¢des fisiolégicas que

efetivamente demandem a presenca desta proteina nas células.
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II1 - MATERIAIS E METODOLOGIA

II1.1 - Material Biologico

II1.1.1 - Linhagens de S. cerevisiae

e BY4741 (WT): (MATa his3Al leu2A0 met15A0 ura3A0) (esta e as derivadas foram
adquiridas do projeto EUROSCAREF (http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf)

o A-tsal: (BY4741 YMLO28W :: kanMX4)

e A-ahpl: (BY4741 YLRIOOW :: kanMX4)

e A-tsa2: (BY4741 YDR453C :: kanMX4)

e A-mTPx1: (BY4741 YBLO64C :: kanMX4)

e YPH250 (WT): (MATa trp-Al his3-A200 lys2-801 leu2-Al ade2-101 ura3-52) (esta e as
derivadas foram obtidas de Izawa e col. 1996)

e YIT2 (A-ctal): (YPH250 ctal :: trpl)

e YTT7 (A-cttl): (YPH250 cttl :: ura3)

e YWTI (A-ctal/cttl): (YPH250 ctal :: trpl cttl :: ura3)

III.1.2 - Linhagens de E. coli

e DHS5o: [endAl, hsdR17 (ri, my"), supE44, thi-1, recAl, gyrA (Na 1"), relAl, A (lacZYA-
argF)yi69 (m80lacZAM15)] (Novagen)

e BL21 (DE3): [F, amp T, hsdSy, (rg, my ), gal, dcm] (Novagen)

II1.2 - Meios de cultura

I11.2.1 - Leveduras

e YPD: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose
e YPYE: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% etanol; 2% glicerol
e YNB (meio minimo): 0,67% YNB-AA (Yeast Nitrogen Base without aminoacids)

(Difco); 0.12% drop-out (Ausubel et al., 1998); aminoicidos especificos de selecdo de
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cada linhagem; fonte de carbono [2% glicose; 2% glicerol + 2% etanol; 0.1% dacido oléico
(Sigma) + 0.1% TWEEN 40 (Sigma)].
e Meios sdlidos: preparados com a adi¢ao de 2% de agar.

1I1.2.2 - Bactérias

e LB: 1% triptona; 1% NaCl; 0.5% extrato de levedura . Meios sélidos foram preparados
com a adicdo de 2% de 4gar e 100pug/mL de ampicilina.

I11.3 - Plasmidios

e pETI15b - vetor de expressao comercial (Novagen), utilizado para a expressao de Ahpl e
de outras proteinas heter6logas em E. coli.

e pGEM-T (Promega) e Topo (Invitrogen) - vetores comerciais usados para a manipulacao
de fragmentos de DNA provenientes de PCRs.

II1.4 - Construcao do vetor de expressao de Ahpl

II1.4.1 - Amplificacdo do gsene AHPI e clonagem no vetor pET15b

O gene AHPI foi amplificado por PCR a partir de DNA genomico da linhagem
BY4741, preparado usando bolinhas de vidro (glass beads) (Sigma) de acordo com Ausubel e
col., 1998. Os oligonucleotideos utilizados, com temperatura de anelamento de 55°C, foram:
AhplIR - 5’CGCGGATCCCTACAAATGAGCCAAGACAC3’;

AhplF - 5> CGATCCATATGTCTGACTTAGTTAGTTAACAAG 3°.

O fragmento resultante de 550bp correspondente ao gene AHPI inteiro foi re-
amplificado por PCR utilizando os mesmos oligonucleotideos. Apds purificacdo em gel de
agarose 0.7% usando o kit Concert (Life Technologies), o fragmento de DNA obtido foi
digerido simultaneamente com as enzimas Ndel (30U) e BamHI (20U) (New England
Biolabs) por 2h a 37°C, utilizando o tampao sugerido para BamHI com a adi¢dao de 100ug/mL
[final] de BSA. A reagdo foi paralisada por temperatura (80°C por 20min) e imediatamente
aplicada em novo gel de agarose para purificacdo. O produto de digestdo purificado foi entdo

utilizado para ligacdo no vetor pET15b (com T4 DNA ligase - Promega), previamente
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digerido simultaneamente com Ndel e BamHI. Todos os géis de agarose foram corados com
solucdo 50ug/mL de brometo de etideo ap6s o término da eletroforese.

1I1.4.2 - Transformacdo de E. coli e andlise dos transformantes por PCR

Os produtos das reacdes de ligacdo descritos acima foram utilizados para
transformac¢do da linhagem DHSa de E. coli por eletroporacdo em aparelho Gene Pulser 11
(BioRad), seguindo instrucdes do fabricante. Dez transformantes crescidos em meio LB
contendo X-GAL (Fermentas) (0.05ug/mL) foram selecionados para minipreps (com o kit
Perfect Prep - Eppendorf) e posteriores amplificacdes por PCR (com os oligonucleotideos
especificos) para triagem quanto a presenga do inserto.

Os plasmidios obtidos contendo o gene AHPI foram utilizados para transformacgdo da
linhagem BL21 de E. coli por choque térmico (Ausubel et al., 1998). Trés transformantes
foram selecionados para expressdo de Ahpl. Os plasmidios contidos nesses transformantes
foram isolados e utilizados para novas amplificacbes por PCRs de triagem e para
sequenciamento para confirmacdo das construgdes. As reacdes de sequenciamento foram
realizadas com o kit Big Dye Terminator Il (Applied Biosystems) usando os oligonucleotideos
M13 Universal e M13 Reverse, e analisadas em seqiienciador capilar ABI Prism 3500
(Applied Biosystems) (Departamento de Genética e Biologia Evolutiva - IB/USP). As
seqiiéncias obtidas confirmaram o quadro de leitura correto das construgdes (orientado pelo
sitio de restricdo de Ndel) e a integridade da seqiiéncia de AHPI nos trés vetores. A partir
desses resultados, partiu-se para a expressao de Ahpl em bactéria.

I11L.5 - Expressao e purificacao de proteinas recombinantes
IL5.1 — Ahpl

Os trés transformantes isolados foram crescidos em meio LB ao longo da noite. Pela
manha, as culturas foram diluidas para ODgyp = 0.2 e, ao atingirem novamente ODggp = 0.8,
foi adicionado o actcar IPTG (Fermentas) (concentracdo final de 1.0mM) para inducdo do

promotor viral T7, que ativa a expressdo génica no vetor construido. Apds trés horas nessa
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condicdo, as células foram coletadas por centrifugacdo, lavadas 1 vez com dgua gelada e os
pellets foram congelados a -20°C até o momento de purificacao das proteinas.

Os protocolos de purificagdo de proteinas variam de proteina para proteina,
dependendo principalmente de sua composicdo de aminodcidos e de sua estabilidade em
solucdes (forgas idnicas dos tampdes utilizados). Partiu-se inicialmente de um protocolo
padrao empregado no laboratério. Os pellets de células induzidas foram ressuspendidos em
25mL de tampao A [20mM tampao fosfato de sédio (USB) + 500mM NaCl + 50mM imidazol
(Sigma)], ao que se seguiu a quebra das células por sonicacdo a poténcia 25% (3X 20s
intercalados com 3 descansos de 20s cada + 1X 10s com a macroponta). Apds isso, o lisado
foi incubado em gelo com 2.5mL de estreptomicina 10% por 20min (com agitag¢do), para
degradacdo de DNA presente nas amostras. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
(40min - 15000rpm - 4°C) e os sobrenadantes resultantes foram filtrados em membrana de
0.45um (Millipore).

Para purificacdo de Ahpl por cromatografia de afinidade com niquel, utilizou-se o
seguinte procedimento para carregar a coluna de SmL (HiTrap Chelating — Amersham
Pharmacia), em bomba peristéltica (Amersham Pharmacia): passou-se SO0mL H,O Milli-Q +
2.5mL NiSOy4 (0.1IM) + 50mL H,O Milli-Q + 50mL tampdao A + 25mL amostra + SmL
tampdo B (idem ao tampdo A, mas com 100mM imidazol) + SmL tampao C (idem ao tampao
A, mas com 150mM imidazol) + SmL tampao D (idem ao tampdo A, mas com 200mM
imidazol) + 15mL tampao E (igual ao idem ao tampdo A, mas com 500mM imidazol). As
amostras eluidas foram avaliadas quanto a presenca de proteinas com o reagente de Bradford
preparado no laboratdrio (Bollag et al., 1996). No eluido do tampdo D ndo foram encontrados
vestigios protéicos.

As aliquotas de Ahpl purificadas foram entdo passadas em coluna de exclusio
molecular (PD10 — Amersham Pharmacia) para retirada de sal e imidazol, e, quando

oportuno, troca do tampao fosfato para Tris-HCl (USB) SmM pH 7.5. As amostras nessas
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condi¢cdes mantiveram-se estaveis a 4°C por até dois meses. A partir de um volume de 500mL
de cultura, foi possivel obter até 70mg de proteina pura.

A homogeneidade das amostras de Ahp1 foi confirmada por SDS-PAGE (Secao II1.8).
Além disso, também foi feita uma medida de espectrometria de massas (ESI-QTof) com uma
amostra intacta, isto €, sem digestdo prévia com tripsina (Sec¢ao III.14). Além de comprovar a
homogeneidade das amostras, tal andlise também foi ttil para a confirmagdo precisa do peso
molecular da proteina como 21.14 kDa. Medidas adicionais de espalhamento dindmico de luz
(DLS — Dynamic Light Scattering) realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS) também confirmaram a homogeneidade das amostras purificadas de Ahpl.
I1.5.2 — Tsal

O vetor de expressao de Tsal foi construido e inserido em células da linhagem BL21
de E. coli de modo similar ao apresentado na sec¢do IIl.4 (procedimentos realizados
anteriormente em nosso laboratério por Camila O. dos Santos). Tsal foi purificada por meio
do procedimento de cromatografia de afinidade com cobalto, de modo semelhante ao
empregado para Ahpl (resina cromatografica: Talon Cobalt Affinity Resin — BD Biosciences),
porém sem o uso de bomba peristaltica, i.e., por gravidade. Todos os tampdes continham
100mM de NaCl. A eluicdo foi realizada com o tampao D (os tampdes C e E nao foram
utilizados). As aliquotas obtidas foram passadas em coluna de exclusdo molecular (PD10 —
Amersham Pharmacia) para retirada de sal e imidazol e, quando oportuno, troca do tampao
fosfato para Tris-HCl 5SmM pH7.5. As amostras nessas condi¢des mantiveram-se estaveis a
4°C por até duas semanas.
1.5.3 — Trrl

O vetor de expressao de Trrl foi construido e inserido em células da linhagem BL21
de E. coli de modo similar ao apresentado na sec¢do IIl.4 (procedimentos realizados
anteriormente em nosso laboratério pela técnica Simone V. Alves). Trrl foi purificada por

meio de cromatografia de afinidade com niquel, de modo semelhante ao empregado para
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Ahpl. A solu¢do A continha, ao invés de 5S0mM, 30mM de imidazol. As lavagens foram
feitas com os tampdes B, C e D, e a eluicdo com o tampao E. As aliquotas obtidas foram
passadas em coluna de exclusao molecular (PD10 — Amersham Pharmacia) para retirada de
sal e imidazol. As amostras nessas condi¢des mantiveram-se estaveis a 4°C por até um més.

I1.5.4 — Trx1 e Trx2

Os respectivos vetores de expressao (pET17b) foram gentilmente cedidos ao
laboratédrio pelo Dr. S.G. Rhee (NIH — EUA). A purificacdo de ambas as proteinas aproveita o
fato de estas serem termo-estdveis: os extratos protéicos foram fervidos por 15min na
presenca de DTT (USB — 100mM), ao que se seguiu a centrifugacdo (15min - 15000rpm -
4°C) e coleta dos sobrenadantes (Chae er al., 1994a). As amostras nessas condicoes
mantiveram-se estaveis a 4°C por até dois meses.

I1L.6 - Parametros protéicos preditos in silico

Diversos parametros protéicos podem ser estimados por meio de ferramentas
computacionais a  partir da  seqiiéncia de  aminodcidos das  proteinas
(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html). Foram adotados os seguintes parametros para os
célculos de concentracdo de proteinas:

e Ahpl — peso molecular (MW) = 21.14kDa; coeficiente de extincdo molar a 280nm

(8280) = 30440 M em™;

e Tsal - MW = 23.62kDa; 150 = 23590 M cm;

e Trrl - MW = 36.98kDa ; gy50 = 25700 M em™.

I11.7 - Determinacao de concentraciao de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada espectrofotometricamente com leituras a
280nm, de acordo com as féormulas:
C (mg/mL) = A x Dil (50X) x 10° x M.W. / &350 ou

C (uM) = A x Dil (50X) x 10° / £2g9
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Alternativamente, a concentragdo de proteinas (Trx1, Trx2, extratos protéicos) foi
determinada pelo método cldssico (reagente de Bradford: BioRad) (Bradford, 1976), com
leituras a 595nm.

I11.8 - SDS-PAGE

Proteinas purificadas foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12% e corridas em
sistema BioRad (Mini Protean II). O tampao de corrida foi MES-SDS [MES 50mM (USB) +
SDS 3.5mM (USB) + 2-(N-morpholino) ethane sulphonic acid Tris Base 50mM (USB) +
EDTA 1mM (USB), pH7.3]. Adicionou-se ou ndo DTT (USB) (10mM concentragdo final —
condicdo redutora) as aliquotas protéicas. Os géis foram corados depois da eletroforese com
0.1% de Coomassie Blue (Ausubel et al., 1998) por 5 minutos a temperatura ambiente. Os
métodos de andlise de proteinas foram derivados de Bollag e col. (1996).

II1.9 - Determinacao de atividade enzimatica de Ahp1l

II1.9.1 - Ensaio DTT

Para determinar se as proteinas purificadas apresentam atividade peroxidésica, foi
empregado um ensaio rapido que utiliza DTT como agente redutor da enzima. O método é
baseado no fato de que DTT oxidado absorve mais a 310nm do que proteinas. O tampao de
reacdo utilizado foi Hepes (Sigma) (10mM - pH 7.4) + azida (ImM) + DTPA (0.1mM). Sao

preparadas 4 reagcdes separadamente:

Controle

1- pré-mix (tampao) + 10mM DTT + H,O (para 1mL)

2- pré-mix (tampao) + 10mM DTT + H,O (para 1mL)

Zera-se o espectrofotometro e deixa-se correr até estabilizacao (oxidacdo espontanea de
DTT). Apos isso, adiciona-se 1mM H,O, (final) no tubo 2 e realiza-se o time scan de

15min a 30°C a 310nm.
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Enzima

3- pré-mix (tampao) + 10mM DTT + 10uM Ahpl + H,O (para 1mL)

4- pré-mix (tampao) + 10mM DTT + 10uM Ahpl + H,O (para 1mL)

Zera-se o espectrofotometro e deixa-se correr até estabilizacao (oxidacdo espontianea de

DTT). Apos isso, adiciona-se 1mM H,O, (final) no tubo 4 e realiza-se o time scan de

15min a 30°C a 310nm.

A atividade enzimdtica pode ser entdo determinada através da subtragdo da curva

obtida em Enzima pela curva obtida em Controle, em termos de UM de DTT por unidade de
tempo.

111.9.2 - Ensaio enzimdatico com o sistema tiorredoxina

Para determinacdo de parametros enzimaticos, foi empregado um ensaio que utiliza o
sistema redutor completo, isto €, incluindo as proteinas Trrl (tiorredoxina redutase 1) e Trx1
ou Trx2 (tiorredoxina) e o agente redutor fisiolégico, NADPH, de acordo com Jeong e col.
(1999). O tampao de reacdo foi Hepes (10mM - pH 7.4) + azida (ImM) + DTPA (0.1mM) e
sdo preparadas 2 reagdes, que sdo corridas simultaneamente, com duracdo de Smin a 30°C
(leitura a 340nm):

Controle - pré-mix (tampdo) + 0.45uM TRX + 0.18uM TRRI1 + 2.1uM Ahpl + H,O
(para 1mL)

Reacio - pré-mix (tampao) + 0.45uM TRX + 0.18uM TRR1 + 2.1uM Ahpl + 0.25mM
NADPH + peréxido + H>O (para 1mL).

As reacdes sdo iniciadas com a adicdo de peroxido. A velocidade da reagdo é
determinada pelo decréscimo na absorbancia de NADPH a 340nm, cujo coeficiente de
extingdo molar nesse comprimento de onda de 6290 M cm™. Nesse ensaio, a atividade

enzimatica € expressa em termos de UM de NADPH oxidado por unidade de tempo.
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Para determinagdo de parametros enzimaticos foram produzidas curvas de V x [S]
(peréxido) com pelo menos trés preparagdes de Ahpl diferentes.

I11.9.3 — Ensaio de Xvylenol Orange (FOX)

Um outro tipo de ensaio enzimético utilizado foi o de xylenol orange, ou FOX, para
Ferrous Oxidation Xylenol Orange. Embora este ensaio seja menos preciso do que aquele
com o sistema Trx, uma vez que as medidas de atividade enzimdtica sdo pontuais € muitos
controles sdo requeridos, em muitos casos ele foi empregado por razdes especificas.
Basicamente, os volumes das reagdes sao menores (100uL), o que implica em menos enzima
e menos substrato em cada reagdo. Além disso, ndo € necessdrio que sistema Trx (Trrl, Trx1-
2, NADPH) seja adicionado. O sistema é composto por um mix de Hepes, DTPA, enzima e
perdxido, ao qual € adicionado DTT para iniciar a reacdo. DTT promove a reciclagem da Prx,
através da regeneracao de suas sulfidrilas livres, o que permite a continuidade das reagcdes. As
reacdes sdo paralisadas com HCIl em diferentes tempos e misturadas com 900uL de uma
solucdo contendo xylenol orange (Sigma) e FeSO,4. Per6xidos presentes nessa mistura reagem
com os fons Fe** gerando Fe™. Esses fons, por sua vez, se complexam com o corante xylenol
orange, que muda de cor (de laranja para puarpura) (Jiang et al. 1992). Assim, pode-se medir a
atividade enzimadtica: quanto mais ativa a enzima, menos peréxido haverd na mistura final e
menos purpura ficard a solucdo final. A determinacdo da concentracio de alguns
hidroperdxidos de dcidos graxos também foi realizada com o uso deste corante. As leituras
espectrofotométricas foram feitas a 560nm.

I11.10 - Producao de anticorpo policlonal contra Ahp1l

Essa etapa do trabalho foi realizada no biotério do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biologia da Unicamp, em colaboragdo com a doutoranda Odalys
Cabrera (IB/Unicamp). Foram comprados dois coelhos da raca Nova Zelandia (Granja Grota

Azul - Paulinia - SP) para producao de anticorpo policlonal contra Ahpl.
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Preparou-se 1mL de uma solu¢do 0.7mg/mL de Ahpl com o tampao PBS1X (137mM
NaCl + 2.7mM KCIl + 10mM tampao fosfato pH 7.3) (Ausubel et al., 1998), a qual foi
adicionado um igual volume de Adjuvante de Freund completo (Sigma). Essa mistura foi
homogeneizada manualmente em seringa conjugada por 45min e inoculada em ambos os
coelhos (1mL por coelho). Repetiu-se esse procedimento por quatro vezes (1 vez por semana:
portanto, ao todo foram feitas cinco imuniza¢des), com a diferenca que o Adjuvante de
Freund utilizado nessas oportunidades foi incompleto (Sigma). Ap6s a segunda imunizagao
um dos coelhos morreu. Na quinta imunizacao, foi coletada uma aliquota de sangue para teste
imunolégico. O coelho foi sacrificado ao término da quinta semana.

As amostras de sangue coletadas foram incubadas a 37°C por lh com posterior
incubacdo a 4°C por 2h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000rpm (4°C) por
10min para separagdo de restos celulares. O sobrenadante (soro) contendo os anticorpos foi
transferido para novo frasco e armazenado a -20 ou 4°C.

II1.11 - Western Blot

Os procedimentos adotados foram descritos por Bollag e col. (1996). Amostras
protéicas corridas em gel de poliacrilamida foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Invitrogen) de acordo com orientacdo do fabricante das cubas de eletroforese
(BioRad). As transferéncias foram confirmadas corando as membranas com o corante
Poinceau Red (Sigma). As membranas foram entao lavadas com dgua para retirada do corante
e incubadas ao longo da noite, a 4°C, com leite em p6 Molico (Nestle), diluido na proporc¢ao
de 5% em tampao PBS1X (137mM NaCl + 2.7mM KCI + 10mM tampao fosfato pH 7.3) com
0.5 a 1% de TWEEN 20 (Sigma) (tampao T-PBS). Ap6s isso, as membranas foram incubadas
(com agitagdao) na mesma solucdo por 1h a temperatura ambiente. Em seguida, prosseguiu-se
com as lavagens das membranas: 2 vezes com T-PBS e mais 2 vezes com T-PBS por 15min
com agitacdo. A incubag¢do com o anticorpo primario (contra Ahpl) se deu na propor¢ao de

1:1000 em tampao T-PBS, a temperatura ambiente, por 1h com agitacdo. As membranas
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foram entdo lavadas novamente, ao que se seguiu com a incubagdo com o anticorpo
secunddrio.

Foram utilizados anticorpos secundérios conjugados com duas diferentes enzimas:
fosfatase alcalina (AP) (Kirkegaard & Perry) e HRP (horseradish peroxidase) (Amersham
Pharmacia), que empregam métodos de revelacdo diferentes. No caso do anticorpo conjugado
com AP, a revelacdo se dd na propria membrana, apds incubagdo com os reagentes NBT e
BCIP. Com o anticorpo conjugado com HRP, utilizou-se o kit ECL (Amersham Pharmacia),
que necessita de revelacdo por autoradiografia.

Extratos protéicos de S. cerevisiae foram preparados de acordo com Ausubel et al.,
1998.

II1.12 — Sub-fracionamento celular de S. cerevisiae

Essa etapa do trabalho foi desenvolvida em colaboragao com o Prof. Dr. Mario H.
Barros, do Departamento de Microbiologia, ICB/USP. Células da linhagem selvagem
BY4741 de S. cerevisiae foram crescidas em diferentes meios para determinagdo da
localizagdo intracelular de Ahpl em situacdes fisioldgicas distintas. Apds crescimento em
condic¢des apropriadas, as células foram lavadas 1 vez com 1.2M sorbitol e prosseguiu-se com
a preparacao de esferoblastos, isto €, a digestdo das paredes celulares, de acordo com Ausubel
et al., 1998. Para cada 10g de células (peso liquido), foram usados 30mL de tampdo de
digestdo para ressuspensdo, contendo 2mg de zimoliase 100T (ICN Imunochemicals) para
cada grama de células {tampao: 1.2M sorbitol + 50mM tampao fosfato de potassio, pH 7.5 +
ImM EDTA + 1% [v/v] B-mercaptoetanol (Sigma)}. A suspensdo de células foi incubada a
37°C, com leve agitacdo, por 2h, ao final das quais se completou o volume da digestdo para
40mL, com 1.2M sorbitol gelado. Os esferoblastos foram coletados por centrifugacdo a
6000rpm, por 10min a 4°C e lavados novamente com 1.2M sorbitol gelado. Posteriormente,
os pellets de esferoblastos foram ressuspendidos em tampao de lise [0.6M sorbitol + 10mM

MES - K*, pH 6.0 + ImM EDTA + inibidores de protease (PMSF: 0.5mM; leupeptina:
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2ug/mL; pepstatina: 0.4pug/mL)] e homogeneizados por meio de 10 strokes em um
homogeneizador (potter) automdtico (Prof. Dra. Alicia Kowaltowski, IQ/USP). Os
homogenatos foram entdo centrifugados a 2000g por 10min a 4°C, para retirada de nucleos e
debris celulares, e geracdo do Sobrenadante Pés-Nuclear (PNS). Os sobrenadantes obtidos
dessa forma foram re-centrifugados, ainda para a retirada de restos celulares remanescentes, e
posteriormente submetidos a centrifugagao a 20000g por 30min a 4°C, o que gerou duas
fracdes: o chamado 20kgS (sobrenadante), basicamente citosolico, e o 20kgP (pellet -
organelar), que contém basicamente mitocOndrias e peroxissomos. A amostra 20kgS foi
estocada a -80°C para posterior andlise de Western Blot; a amostra 20kgP foi ressuspendida
em 200uL de tampao de lise e a concentragdo de proteinas foi estimada pelo método de
Bradford. Um volume contendo aproximadamente 2mg de proteina foi adicionado ao topo de
um gradiente descontinuo de sacarose (USB), gerado com uma bomba peristdltica
adicionando-se seguidamente: 0.88mL de 60% sacarose, 2.31mL de 50% sacarose, 2.31mL de
46% sacarose, 2.31mL de 43% sacarose, 2.31mL de 40% sacarose e 0.88mL de 35%
sacarose. Os tubos contendo as amostras sobre os gradientes foram centrifugados a 100000g
por 90min a 4°C, em uma ultra-centrifuga Sorvall (Prof. Dr. Carlos F. Menck, ICB/USP), e as
diferentes fracdes de 500uL foram coletadas a partir das partes inferiores dos frascos e
rapidamente congeladas a -80°C para as anédlises de Western Blot. Os procedimentos adotados

foram baseados em Vizeacoumar e col. (2003) e em Smith e col. (2002).

II1.13 - Cristalografia

II1.13.1 — Cristalizacio de Ahpl

Essa etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Cristalografia de Proteinas do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron - LNLS (Campinas - SP), em colaboracdo com o p6s-

doutorando Marcos Oliveira (LNLS) e com a doutoranda Karen Discola (IB/USP e LNLS).
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Amostras de Ahpl ativas foram diluidas em tampao tris-HClI 5mM pH7.5 em uma
concentracdo de 10mg/mL. Quando necessdrio, as amostras foram concentradas em
concentrador Centripep 10 (Centricon) ou MWCO 10 (Amicon/Millipore), de acordo com as
orientagdes do fabricante. As tentativas de cristalizacdo foram feitas através do método de
difusdo de vapor efetuado por hanging drop (gota pendurada), em sala com temperatura
constante de 20°C.

Foram realizadas triagens com os kits de cristalizacdo Crystal Screen 1 e 2 (Hampton
Research), Jena 1-10 (Jena Biosciences) e Wizard 1 e 2 (Jena Biosciences), cada um deles
contendo 24 solugdes diferentes. O volume de cada poco (well) foi fixado em 300uL. O
volume de cada gota consistia em 1 a 1.5uL. da solucdo de cristalizacdo + 1 a 1.5uL de
proteina (sempre 1:1), sem tratamento algum, ou com 10mM DTT, 1 ou 10mM ¢-BOOH
(Sigma), ou ImM H,0, (Sigma), ou diamida (Sigma) 4:1 proteina. Esses tratamentos foram
realizados por 1h a temperatura ambiente, apés os quais as aliquotas de proteina foram
armazenadas em gelo até o término dos experimentos.

Ap6s o aparecimento de cristais protéicos, foram feitos refinamentos das condi¢des de
cristalizacdo a partir dos resultados das placas de triagem (ver Resultados). Nesses casos, até
SuL de Ahpl foram utilizados nas gotas.

1I1.13.2 — Cristalizacdo de Tsal

Essa etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Cristalografia de Proteinas do
LNLS (Campinas - SP), em colaboragdo com o pds-doutorando Marcos Oliveira (LNLS) e
com a doutoranda Karen Discola (IB/USP e LNLS).

Amostras de Tsal ativas foram diluidas em tampao tris-HCl SmM pH7.5 em uma
concentracdo de 10mg/mL. Quando necessdrio, as amostras foram concentradas em
concentrador Centripep 10 (Centricon) ou MWCO 10 (Amicon/Millipore), de acordo com as

orientacOes do fabricante. As tentativas de cristalizacdo foram feitas através do método de
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difusdo de vapor efetuado por hanging drop (gota pendurada), em sala com temperatura
constante de 20°C.

Foram realizadas triagens com os kits de cristalizacdo Crystal Screen 1 e 2 (Hampton
Research) e Wizard 1 e 2 (Jena Biosciences), cada um deles contendo 24 solucdes diferentes.

O volume de cada poco (well) foi fixado em 300uL. O volume de cada gota consistiaem 1 a
1.5uL. da solugdo de cristalizacdo + 1 a 1.5uL de proteina (sempre 1:1), sem tratamento
algum, ou com 10mM DTT, 1mM -BOOH ou 1mM H,0,, ou diamida 4:1 proteina. Esses
tratamentos foram realizados por 1h a temperatura ambiente, apds os quais as aliquotas de
proteina foram armazenadas em gelo até o término dos experimentos.

Em razdo da dificuldade de obtermos cristais nativos passiveis de experimentos de
difracdo de raios X, iniciamos os testes de cristalizacdo com a versao mutante de Tsal C47S,
a qual € insensivel a oligomerizacdo dependente do estado redox, mas sensivel a
oligomerizacdo por choque térmico (Jang et al., 2004). Apds o aparecimento de cristais
protéicos, foram feitos refinamentos das condicdes de cristalizacao a partir dos resultados das
placas de triagem (ver Resultados). Nesses casos, até SUL de Tsal C47S foram utilizados nas
gotas.

111.13.3 — Coleta de dados de difracio

Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboracdo com o pds-doutorando Marcos
Oliveira (LNLS), sob supervisiao da Dra. Beatriz Gomes Guimaraes (LNLS). Os experimentos
de difracdo de raios X foram realizados na linha MX-1 do LNLS, que é uma linha
monocromética com fluxo maximo de fétons de 30A. Todas as medidas foram feitas em
temperatura criogénica (110 K), através de fluxo de gds nitrogé€nio sobre a amostra. As
amostras foram sempre crio-protegidas com solucdes idénticas as presentes nos pocos, porém
suplementadas com 25% glicerol. O comprimento de onda dos raios X incidentes foi de
1.421A e os dados de difracdo de raios X foram coletados em um detector MARCCD com

oscilagdo de A@= 1.0° perfazendo intervalos de rotagdo de 240 a 360°. O conjunto desses
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dados foi processado usando os programas MOSFLM (Leslie, 1992) e SCALA (Kabsch,

1988; Evans, 1993) (Collaborative Computational Project — CCP4, Number 4, 1994).

I11.14 — Espectrometria de Massas (MS)

Essa etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Espectrometria de Massas,
também instalado no LNLS (Campinas), sob supervisdo do Prof. Dr. Fiabio Gozzo. Amostras
de proteina foram preparadas de acordo com a se¢do IIL.5.1, previamente reduzidas com DTT
e entdo tratadas com diferentes compostos por 48h. Apds didlise para retirada do excesso
desses compostos, as amostras (0.4mg) foram denaturadas (60°C por 40 minutos) e entdo
digeridas ou ndao com tripsina (1:50) (Promega) a 37°C ao longo da noite. Aliquotas
comerciais liofilizadas de tripsina foram ressuspendidas em tampao bicarbonato de amdnio
25mM, pH 8.0.

O espectrometro utilizado foi um Electrospray Quadrupole (ES1-QTof) (Micromass).
A este aparelho estd associado um cromatdgrafo capilar (CapLC), através do qual as amostras
chegam a fonte de ionizacdo apds as corridas cromatogréficas adequadas (elui¢do com um
gradiente de acetonitrila). Os espectros gerados foram processados com o programa Protein

Lynx e analisados com os programas Mascot € Mass Lynx.

I11.15 - Ensaios de viabilidade

Células de diferentes linhagens foram pré-inoculadas em meio rico (YPD) e crescidas
ao longo da noite. Apds isso, as culturas foram diluidas em meio minimo (YNB) contendo
diferentes fontes de carbono em ODgyy = 0.2. Ao atingirem ODgg = 0.6, as células foram re-
diluidas para ODgpp = 0.2 em meio YNB sem fonte de carbono. A partir desse ponto, foram
feitas quatro dilui¢cdes seriais (20%) de cada cultura no mesmo meio (YNB sem fonte de

carbono): de N (ODgpo = 0.2) a N/625. 12ul de cada diluicdo foram pingados em placas
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contendo os meios de cultura pertinentes. As placas foram incubadas por até 5 dias e
fotografadas.

Um outro procedimento adotado foi acompanhar espectrofotometricamente o
crescimento de culturas celulares em meios e condicdes desejadas. Para tal, os crescimentos
de células das linhagens selvagem e A-ahpl em meios liquidos foram monitorados por até
quatro dias. As células foram inicialmente inoculadas em meio YPD, onde cresceram ao
longo de uma noite. Em seguida, elas foram transferidas para meio contendo dcido oléico
como fonte de carbono, onde passaram por adaptacdo de 6h, antes de serem tratadas ou nao

com diferentes peréxidos.

II1.16 - Extracao e eletroforese de RNA; Northern Blot; marcacao de sondas radioativas

Células de diferentes linhagens foram crescidas para extracdo de RNA e avaliacdo de
niveis de expressao génica. Para andlises em meio de cultura contendo glicose como fonte de
carbono, células foram pré-inoculadas em meio YPD e diluidas para ODgy = 0.2 em meio
YNB + glicose. Ao atingirem ODgg = 0.8, foram feitos os tratamentos com hidroperéxidos
(ver Resultados), sempre com a duragdo de 30min. Para as andlises em meios de cultura
contendo glicerol - etanol ou dcido oléico, foram realizados os mesmos procedimentos, em
seguida dos quais as células foram incubadas por 6h nos meios de cultura correspondentes
para adaptacdo (YNB + 4cido oléico ou YNB + glicerol - etanol). Apés 6h, foram feitos os
tratamentos com os hidroperéxidos.

Amostras de RNA provenientes de células submetidas a diferentes tratamentos foram
extraidas pelo método de fenol acido (Ausubel et al., 1998). As amostras foram quantificadas
por medicdo de Ajq em espectrofotdmetro. Quantidades equivalentes foram entdao aplicadas
em gel de agarose 1.2% contendo formaldeido (1.12%) em tampao MOPS [200mM MOPS
(Sigma) + 80mM acetato de sédio + 10mM EDTA, pH 7.0]. Formamida (Sigma) foi

adicionada as amostras (50%) para prevenir agcdo de RNase. As amostras foram transferidas
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para membrana de nylon (Hybond-N" - Amersham Pharmacia) ao longo de uma noite, onde
foram fixadas por incubacdo a 80°C por 2h. As membranas foram pré-hibridadas por 6h na
presenca de DNA de esperma de salmdo (1mg) e hibridadas com sondas radioativas por 12h a
42°C. Posteriormente, as membranas foram lavadas e autoradiografadas.

As sondas especificas para cada gene estudado foram resultados de PCRs utilizando
DNA gendmico de leveduras como molde, e oligonucleotideos especificos, desenhados a
partir das seqiiéncias de nucleotideos conhecidas dos genes. No caso da sonda para o gene
TSA2, foi realizada uma digestdo do plasmidio pProEX1-TSA2 (Munhoz e Netto, 2004) com
as enzimas Ndel e BamHI (37°C por 2h) para liberagdo do inserto. Todas as sondas foram
marcadas por random primer extension (utilizando oligonucleotideos ramdomicos de seis
bases como iniciadores) a 37°C por 30min, utilizando o fragmento Klenow polymerase
(Invitrogen) e a-dATP*%.

Muitos experimentos que empregaram os métodos descritos nesta secao € na anterior
foram realizados pela graduanda Caroline V. Cogueto (IB/USP), em cujo treinamento eu

participei, como parte de seu projeto de Iniciacdo Cientifica financiado pela Pré-Reitoria de

Graduagdo da USP.
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IV — RESULTADOS

IV.1 - Caracterizacao bioquimica de Ahp1l

IV.1.1 - Atividade peroxidasica de Ahp1 recombinante

Ap6s estabelecermos as condigdes ideais para a obtengao de Ahpl pura e em grandes
quantidades (~70mg de proteina por 0.5L de cultura de bactérias), e verificarmos, por
diferentes abordagens experimentais, que a proteina obtida estava integra (secdo II1.5.1),
passamos a analisi-la funcionalmente.

A atividade peroxidasica de Ahpl recombinante foi inicialmente confirmada através
do ensaio de DTT oxidado. Neste sistema, DTT € utilizado como agente redutor de Ahpl, isto
€, ap6s um primeiro ciclo catalitico, DTT regenera as formas reduzidas das cisteinas, as quais
podem entdo encontrar uma nova molécula de peroxido e serem oxidadas, gerando um novo
dissulfeto intermolecular. Nesse ensaio, utiliza-se DTT em excesso para manutencao do ciclo
catalitico pelo intervalo de tempo desejado (Figura 11). Este teste confirmou a atividade

peroxidasica da proteina purificada.

Adicao de substrato:
2mM -BOOH
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Figura 11. Teste de atividade de Ahpl usando 2mM de t~-BOOH como substrato. Ahpl estava diluida em
20mM de tampao fosfato de sédio pH 7.5. Foram utilizados 10mM DTT e 10uM Ahpl na reac¢do (30°C). A
velocidade da reag@o foi obtida pela inclinagdo médxima. A subtra¢do da velocidade de reacdo referente ao
sistema completo, pela velocidade referente ao controle, sem Ahpl (no apresentada), elimina a oxidagdo direta
de DTT pelo peréxido. A velocidade da reagdo com 2mM de ~-BOOH foi de aproximadamente 0.6uM DTT

oxidado por segundo. A leitura foi realizada em 310nm.
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Em seguida, buscou-se verificar se a enzima purificada possuia atividade de
tiorredoxina peroxidase, isto €, se era capaz de degradar peréxidos utilizando o sistema Trx
para manuten¢do do ciclo catalitico. Para isso, as reagdes continham, além de Ahpl e
peréxido: (1) tiorredoxina (Trx1 ou Trx2), como agente redutor de Ahpl; (2) tiorredoxina
redutase (Trrl), como enzima regeneradora de Trx reduzida; (3) NADPH, como doador de
elétrons para Trx oxidada (ver Fig. 5). Nesses ensaios, as velocidades das reagdes sdo
expressas em termos do consumo de NADPH por unidade de tempo.

Foram feitos diversos ensaios com este sistema redutor. Fig. 11A mostra uma reacao
controle com 200uM -BOOH, a qual ndo foi adicionada Ahpl. Conforme esperado, ndo é
observado um consumo de NADPH, uma vez que ndo ha Trx oxidada disponivel. Reacdes
controle similares sem Trrl, Trx1 ou Trx2 (separadamente) também originaram o mesmo
resultado.

Controle sem cTPxlll

T

0.000 B T
sec ) 200 400 600

TRX1 TRX2
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\ ABS ‘ \
: . W Yo 4
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Figura 11. Ensaios de atividade de Ahp1 com o sistema Tiorredoxina. A) Oxidagdo espontdnea de NADPH
na reacdo em que ndo foi adicionada Ahpl (340nm); B) Comparacdo da atividade de Ahpl com as diferentes
isoformas de Trx (1 e 2). Em cada uma, foram adicionados 200uM -BOOH. As velocidades das reacdes nesse
ponto foram equivalentes 1uM NADPH/s, assim como com 100 e 300uM -BOOH. Em todas as reagdes (30°C),
as protefnas foram utilizadas nas seguintes concentragdes: 0.45uM de Trx1 ou 2; 0.18uM de Trrl e 2.1uM de
Ahpl (Jeong et al., 1999).
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Quanto a utilizacdo de Trx1 ou Trx2, foi feita uma comparacdo da velocidade da
reacdo catalisada por Ahpl, variando-se apenas a isoforma de Trx. Em trés pontos de
concentracdo de substrato (100, 200, 300uM -BOOH), as velocidades das reagdes foram
bastante semelhantes (por volta de 1uM NADPH/s), indicando que ndo ha preferéncia de
Ahpl por tipo de isoforma de Trx, conforme observado por Jeong e col. (1999). Fig. 11B
mostra a comparagao descrita acima, no ponto de 200uM -BOOH.

No intuito de caracterizar a atividade peroxidasica de Ahpl e sua eficiéncia catalitica
para diferentes substratos, foram feitas reacdoes com diversas concentracdes de hidroperoxidos
e o sistema Trx. Dez pontos de concentracio de substratos foram empregados (10, 20, 30, 40,
50, 75, 100, 200, 500 e 1000uM) para determinar parametros enzimdticos de Ahpl e
compard-los com os dados da literatura. Os parametros para ~-BOOH e H,0, foram
calculados por meio do gréafico do duplo-reciproco (Lineweaver-Burk) e sdo apresentados na
Tabela 2. Os resultados sdo a média de trés experimentos independentes e os nimeros entre

parénteses correspondem aos valores de desvio-padrao.

Tabela 2. Parametros enzimaticos de Ahp1 para t-BOOH e H,O,.

Hidroperoéxido Ko (UM) et (5 ke Ky M s™)
-BOOH 14 (3.8) 0.39 (0.03) 3.0x10" (0.9x10%)
H,0, 25.5(3.0) 0.45 (0.01) 1.8x10* (0.7x10%

Concentragdes utilizadas: 0.45uM de Trx1, 0.18uM de Trrl, 2.1uM de Ahpl e 0.25mM NADPH
Reacoes realizadas a 30°C

E importante salientar que tais medicdes foram feitas com o sistema Trx, que envolve,
além de Ahpl, outras duas enzimas (Trx e Trr). As concentrag¢des utilizadas de cada enzima
foram idénticas aquelas apresentadas na Fig. 11 e que foram adaptadas de Jeong e col. (1999)
e Chae e col. (1994b). Esses resultados confirmaram que Ahpl é capaz de degradar ~-BOOH,

um hidroper6xido organico, com eficiéncia cerca de duas vezes superior a H,O,, de acordo
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com a literatura (Jeong et al., 1999) e com o fendtipo de hipersensibilidade a ~-BOOH de
mutantes A-ahpl (Lee ef al., 1999b).

Baseado na maior eficiéncia catalitica de Ahpl para hidroper6xidos organicos
sintéticos, como -BOOH, sua habilidade para degradar hidroper6xidos derivados de acidos
graxos, presentes naturalmente em células de leveduras, também foi analisada. As amostras
de hidroperdxidos derivados de acido linoléico, oléico e colesterol, sintetizadas por métodos
quimicos, foram obtidas em colaboracdo com o grupo dos Drs. Paolo Di Mascio e Sayuri
Miyamoto do Departamento de Bioquimica, IQ/USP. O principio dessa sintese envolve a
reacdo de oxigénio singlete com acidos graxos insaturados (Hillas et al., 2000). As amostras
de hidroperéxidos de acidos graxos, devido a alta hidrofobicidade, sdo armazenadas em
solventes organicos, como metanol, etanol ou cloroférmio. Para utilizacio nos ensaios
enzimaticos, aliquotas foram secas em corrente de gas nitrogénio e ressuspendidas em tampao
fosfato de potdssio 100mM pH 7.4, com a adicdo de 0.12% de Triton X-100 para auxiliar na
solubilizacdo. Além da dificuldade de solubilizacdo das aliquotas, sua turbidez também
comprometeu a qualidade das leituras espectrofotométricas e, em conjunto com suas
concentracdes de estoque originais (soliveis em tampdo), determinou o tipo de ensaio
enzimatico empregado (sistema Trx ou FOX).

Inicialmente foi testada uma amostra pura de hidroperéxido de 4cido linoléico (Loa-
OOH), o qual possui 18 dtomos de carbono e duas insaturagdes (18:2). Esse hidroperéxido
(Loa-OOH) ¢é extremamente téxico em leveduras (concentragdes da ordem de 0.2mM geram
90% de letalidade) e foi observado que sua presenca acarreta uma diminui¢do nos niveis totais
de glutationa (Evans et al., 1998). Assim como apresentado na Tabela 2, foi feita uma curva
de velocidade da reacdo por concentracdo de hidroperéxido, a qual foi comparada com uma

curva de t-BOOH (Fig. 12).
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Curvas de atividade com Loa-OOH e t-BOOH
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Figura 12. Curvas de atividade de Ahp1 tendo como substratos Loa-OOH ou --BOOH. As reagdes foram
realizadas com o sistema Trx de acordo com a Fig. 11 e iniciadas com a adi¢do de diferentes concentra¢des dos
hidroper6xidos. Apenas uma curva V x [s] foi feita com Loa-OOH. As amostras de Loa-OOH foram diluidas em

tampao fosfato de potdssio 100mM pH 7.4, contendo 0.12% Triton X-100.

Os dados obtidos mostraram que Ahpl € capaz de remover hidroperéxido de acido
linoléico de maneira tdo ou mais eficiente que ~-BOOH. Embora bastante promissores, esses
resultados se mostraram de dificil reproducdo. Isto se deveu, provavelmente, a problemas na
manipulacdo das amostras de hidroperéxidos. Desse modo, nao houve confirmacdo e
aprofundamento da atividade de Ahp1 sobre esse peréxido.

Um outro possivel substrato de Ahpl estudado foi o hidroperéxido derivado de acido
oléico (18:1). Nesse caso, foram realizados alguns ensaios de Xylenol Orange (FOX), que
emprega volumes menores, devido a baixa concentracdo estoque de hidroperéxido. Essas
amostras eram, na verdade, misturas de hidroperéxidos derivados de acido oléico, isto €, a
posicdo da ligacdo OOH era varidvel dentro da mesma aliquota. O objetivo bésico era
determinar se Ahpl era capaz de remover esses hidroperéxidos de modo mais eficiente que

H,0; ou perdxidos organicos sintéticos (como ~-BOOH ou Cu-OOH) (Figura 13).
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Figura 13. Comparacio da atividade de Ahpl sobre 200uM de diferentes hidroperéxidos. Os ensaios
realizados foram de Xylenol Orange (FOX). As reacdes foram feitas a 37°C, e duraram 0, 1, 2 ou 5 min. Todas
foram iniciadas com a adi¢do de DTT e paralisadas com a adi¢do de HCI. Os diferentes substratos sdo indicados
no grafico. As amostras de hidroperéxidos de acido oléico foram diluidas em tampao fosfato de potassio 100mM

pH 7.4, contendo 0.12% Triton X-100.

Ao contrario dos experimentos realizados com amostras de Loa-OOH, os resultados
obtidos com hidroper6xidos derivados de dcido oléico foram reprodutiveis e mostraram que
Ahpl apresenta de fato atividade sobre a amostra bruta de hidroperéxidos de 4cido oléico.
Entretanto, ndo foi observada uma maior eficiéncia na atividade de Ahpl sobre esse
hidroperéxido, quando a comparamos com outros substratos (-BOOH, Cu-OOH, H,0,), na
mesma concentragdo de 200uM (Fig. 13). Este resultado também foi obtido quando outras
concentracdes de hidroperdxidos foram utilizadas. Nao obstante, estes dados constituem a
primeira observacdo da remoc¢do de hidroper6xidos de 4cidos graxos por Ahpl, uma

caracteristica que pode ter relevancia fisioldgica em leveduras.

IV.1.2 — Dinamica de inativacao de Ahp1 por hidroperoéxidos

Conforme exposto na secao 1.3.2, Prx sdo enzimas sujeitas, de maneira varidvel, a
inativacao por seus substratos. Entretanto, pouco se sabe sobre a inativagao de Prxs do tipo D
(Tabela 1), embora alguns trabalhos tenham sugerido a formagdo de acido sulfénico na Cys-

SpH de Ahpl, quando a enzima foi submetida a um tratamento com altas doses de per6xidos
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(Trivelli et al., 2003), ou quando Ahpl foi purificada de células submetidas a estresse
oxidativo (Prouzet-Mauléon et al., 2002).

Para abordar esse tema, inicialmente foram feitos dois ensaios preliminares de
inativacdo de Ahpl. O primeiro consistiu na verificagdo da inibi¢ao da atividade enzimatica
por altas concentracdes de peréxidos, o que provoca a inativagdo de Prxs do tipo A (Chae et
al., 1994a). Foi realizada uma série de reacdes enzimadticas com o sistema Trx, utilizando
concentracoes crescentes de --BOOH como substrato. A atividade peroxidésica de Ahpl nao
foi alterada até o ponto de 10mM de r-BOOH (Fig. 14A). Em doses muito menores, Prxs do
tipo A sensivel sdo inativadas por peréxidos (Wood et al., 2003b). Apds esse ponto, em
concentracdes de 20, 35 e 50mM houve inibicdo crescente da atividade enzimdtica (em
20mM, a enzima perde cerca de 20% de atividade). Fig. 14B mostra a reagcdo com 35mM de ¢-

BOOH.

10mM -BOOH 35mM -BOOH
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Figura 14. Efeito de doses altas de --BOOH sobre a atividade de Ahpl. A) Foram adicionados a reacéo
(30°C) 0.25mM NADPH, 10mM ~-BOOH e 2.1uM Ahpl. A velocidade da reacdo foi bastante elevada (~1.2uM
NADPH/s) e Ahpl ndo foi inibida pelo substrato. B) Foram adicionados 0.25mM NADPH, 35mM #-BOOH e

2.1uM Ahpl1 a reagdo (30°C). Ahpl perdeu a atividade de maneira dependente da concentracdo do substrato.

No segundo ensaio, Ahp1 foi previamente incubada com 10 ou 20mM de -BOOH, na
presenca apenas de tampdo, ao longo de uma noite. O objetivo era verificar se esses
tratamentos levavam a perda de atividade enzimatica. Apds os tratamentos, todas as solucdes
(proteina + perdxido) foram passadas em coluna de exclus@do molecular para retirada de

excesso de +-BOOH e, em seguida, as aliquotas de proteina foram empregadas em ensaios
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enzimaticos com o sistema Trx. Os resultados mostraram que Ahpl previamente tratada com
20mM de +-BOOH apresenta uma atividade reduzida em cerca de 20% em comparacao com
amostras que ndo sofreram tratamento prévio (Figura 15). Esse resultado estd de acordo com
aquele apresentado na Fig. 14 e, ao contrério do que foi observado por Prouzet-Mauléon e col.
(2002), mostra que Ahp1 pode ser parcialmente inativada apds incubacao com perdxidos, sem
a presenca do sistema Trx. Coerentemente, Trivelli e col. (2003) obtiveram amostras de Ahpl
super-oxidada (que nao podem ser reduzidas por DTT ou Trx) mediante tratamento com

37mM -BOOH por 48h, na presencga apenas de tampao fosfato (Trivelli et al., 2003).

0 30 60 90 120
% atividade Ahpl

Figura 15. Ensaio de inativacao de Ahpl ir vitro. As amostras foram tratadas por 1h (temperatura ambiente)
com as concentragdes indicadas no eixo y. Apds lavagem em coluna de exclusdo molecular, as amostras foram
utilizadas em ensaios enzimdticos com o sistema Trx conforme Fig. 11. A velocidade da reagdo com a proteina
que ndo sofreu tratamento (O0mM) foi considerada como 100%. As reacdes foram iniciadas com a adig¢do de

500uM de -BOOH.

Em conjunto, os dois ensaios preliminares comprovaram que Ahpl pode realmente ser
inativada in vitro por +-BOOH, ainda que com doses elevadas do mesmo e por periodos
prolongados de exposicao. Com a finalidade de aprofundar essas observacdes e comparar os
efeitos de +-BOOH e de H,O, sobre a atividade de Ahpl, foi realizado um novo ensaio
enzimatico, simulando as mesmas condicdes empregadas por Trivelli e col. (2003), isto é, o
pré-tratamento com peréxidos da enzima apenas em tampao.

Aliquotas recém-purificadas de Ahpl foram inicialmente reduzidas com um excesso

de DTT (100X) por 3 horas a 37°C. Ap6s lavagem em coluna de exclusao molecular e diélise,
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as amostras de Ahpl (0.6mM) foram tratadas com: 1X -BOOH (0.6mM), 60X ~-BOOH
(36mM) ou 60X H,O, (36mM) por 48h a 4°C. Em seguida, as amostras foram dialisadas em
tampao Tris SmM pH 7.5, para retirada de hidroper6xidos remanescentes nas aliquotas. Essas
amostras foram entdo empregadas em experimentos de atividade enzimética, utilizando o
sistema de Xylenol Orange para acompanhar o consumo de ~-BOOH ao longo do tempo. Os

resultados sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Inativacao de Ahp1 por hidroperoéxidos. Os ensaios foram de Xylenol Orange e o consumo de ¢-
BOOH foi monitorado espectrofotometricamente a 560nm. Todas as reacdes foram iniciadas com a adicdo de
DTT (10mM) e paralisadas com a adicdo de HCI (166 mM). As reac¢des foram realizadas a 37°C e duraram 0, 2,
3,4 ou 5 minutos. Ahpl foi adicionada as misturas de reagdo em uma concentracio final de SuM. Os diferentes
pré-tratamentos de Ahpl sdo indicados no grafico. Os resultados sdo a média de dois experimentos

independentes.

Esses dados confirmam que Ahpl €, de fato, parcialmente inativada na presenca de ¢-
BOOH. Observamos que, mesmo apos tratamento com 60X de H,O,, Ahpl € capaz de
consumir totalmente o substrato, --BOOH, ainda que de maneira mais lenta do que a amostra
tratada apenas com DTT (amostra Sem tratamento indicada na Figura 16). J4 as duas amostras
tratadas com -BOOH nao foram capazes de consumir totalmente o substrato em cinco
minutos de incubagdo, apresentando velocidades de reagdo menores do que aquelas tratadas

apenas com DTT ou com H,0O, (amostras tratadas com -BOOH apresentaram velocidades
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cerca de 70% menores do que o controle, nos dois primeiros minutos de reacdo). Por outro
lado, testes realizados com Tsal mostraram que a enzima € consideravelmente mais sensivel a
inativacdo (tratamentos com 1X H,O, inativaram completamente Tsal — dados ndo
apresentados), o que estd de pleno acordo com a literatura (Biteau et al., 2003).

Com o intuito de relacionar a perda de atividade enzimadtica observada in vitro com a
formagdo de espécies superoxidadas no residuo de Cys-S,H de Ahpl, foram realizados
experimentos de espectrometria de massas com amostras submetidas aos mesmos tratamentos
apresentados na Figura 16. Apds denaturacdo térmica e digestdo com tripsina, as amostras
foram injetadas em um equipamento de HPLC capilar acoplado ao espectrometro ESI-
Quadrupolo, onde passaram por uma coluna C18 para dessalinizagdo e foram eluidas por
meio de um gradiente de 0-60% de acetonitrila em 70 minutos. Os espectros para os
experimentos de MS/MS foram adquiridos por andlise direta dos peptideos dupla ou
triplamente carregados mais intensos no analisador de m/z (massa sobre carga) do aparelho, o
quadrupolo.

Ap6s o processamento dos dados, foram iniciadas as buscas pelos peptideos de
interesse através do programa Mascot. Esse programa procura encontrar os valores de m/z
detectados no experimento em bancos de dados tedricos de valores de m/z. Nas buscas, foram
incluidas as seguintes modificacdes que poderiam ter ocorrido nos residuos de aminodcidos
em razao dos tratamentos realizados com as proteinas: Cys-SOH (4cido sulfénico nas
cisteinas), Cys-SO, (4acido sulfinico), Cys-SO;3 (4cido sulfonico), Met-SO (sulféxido de
metionina) ou Met-SO, (sulfona de metionina). O valor maximo de erro de massa (A mass)
tolerado nas buscas foi de 1.0 Da.

Naio foi possivel a detec¢do de peptideos contendo a Cys-S,H na amostra de Ahpl
tratada apenas com DTT, que teve uma cobertura de seqiiéncia de 51%. Apenas a Cys-S;H

(Cys120) foi detectada, na forma reduzida. No caso da amostra tratada com 60X de H,0O,,
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foram encontrados peptideos contendo a Cys120 e também outros contendo a Cys-S,H

Cys62, em uma cobertura de 81% da seqiiéncia (Figura 17).

100+
1 MSDLVNKKFP AGDYKFQYIA ISQSDADSES CKMPQTVEWS KLISENKKVI
51 ITGAPAAFSP TCTVSHIPGY INYLDELVKE KEVDQVIVVT VDHPFAHQAW
101 AKSLGVEDTT HIKFASDPGC AFTKSIGFEL AVGDGVYWSG RWAMVVEHGI
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Figura 17. Resultado de busca no programa Mascot para Ahpl tratada com 60X de H,0,. A parte superior
da figura mostra a seqiiéncia de Ahpl e, em vermelho, os aminodcidos que foram encontrados em peptideos
detectados por MS/MS. Os destaques em verde indicam os residuos de interesse para o experimento: Cys62,
Cys120 e Metl44. Abaixo sdo apresentados os detalhes dos peptideos que contém esses residuos e as
modificacdes varidveis detectadas (no caso, oxidacdo da Metl44). Os valores indicados correspondem a:
Observed — valor de m/z detectado; Mr (expt) — massa monoisotopica tedrica; Mr (calc) — massa monoisotopica
detectada; Delta — diferenca entre Mr (expt) e Mr (calc); Miss - n° de sitios de clivagem de tripsina ndo
digeridos; Sequence — seqiiéncia do peptideo. A direita estd apresentado o espectro de massa do peptideo
triplamente carregado que contém a cisteina peroxidasica (Cys62), que se encontra reduzida apds o tratamento

com 60X de H,0,.

Os resultados mostram que o tratamento com 60X de H;O, ndo leva a
formacdo de espécies superoxidadas no residuo de Cys-S,H de Ahpl, indicando pouca
acessibilidade desse composto a regido do sitio ativo da enzima. Por outro lado, o mesmo
tratamento acarretou oxidac¢do no residuo Met144 (sulféxido de metionina), o que sugere que
esse aminodcido esteja localizado em uma regido mais exposta ao solvente.

Em contraste, foram detectadas espécies superoxidadas nos residuos de Cys-S;H nas
amostras tratadas com 1X ou 60X de ~-BOOH (Figuras 18 e 19, respectivamente). No
tratamento com 1X de r-BOOH, foi detectada a formagao de acido sulfinico (Cyse-SO;), mas
ndo foi possivel detectar oxidagdes em residuos de metionina (cobertura de 82% da
seqiiéncia). A fragmentacdo do peptideo que contém o residuo da Cys62 por MS/MS (Fig.

18C), confirma a sua seqiiéncia e a modificacdo de 4cido sulfinico no residuo de cisteina.
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Esses dados correspondem as séries de ions b e y caracteristicas de fragmentacao das ligacdes
peptidicas: pode-se determinar a seqiiéncia de um peptideo analisando as diferencas de massa
de um ion da série para o préximo, deduzindo-se qual aminodcido possui a massa que
corresponde a essa diferenca. As duas séries s@o formadas a partir da primeira fragmentacao
do peptideo, e podem ser medidos no espectrometro os fons derivados do lado (N — terminal -
série b, ou C — terminal - série y) onde ficaram as cargas apds a fragmentacdo. Dessa forma,

realiza-se o sequenciamento a partir das duas extremidades dos peptideos.

A
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Figura 18. Resultado de busca no programa Mascot para Ahpl1 tratada com 1X de --BOOH. A — Seqiiéncia
de Ahpl mostrando, em vermelho, os aminodcidos que foram encontrados em peptideos detectados por MS/MS.
Os destaques em verde indicam os residuos de interesse para o experimento: Cys62, Met33 e Met144. Abaixo
sdo apresentados os detalhes dos peptideos que cont€m esses residuos e as modificacdes varidveis detectadas
(ver também legenda da Fig. 17). B — Espectro de massa do peptideo que triplamente carregado que contém a
cistefna peroxidasica Cys62, que se encontra oxidada em 4cido sulfinico (Cys-SO,) apds tratamento com 1X #-
BOOH. C - Espectro de MS/MS mostrando as séries de fons b e y de fragmentagdo de ligagdes peptidicas do

peptideo mostrado em B.
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A amostra tratada com 60X de r-BOOH apresentou quatro modificacdes oxidativas
(cobertura de 75% da seqiiéncia da proteina): acidos sulfinico e sulfonico na Cys62, e
sulféxidos nos residuos Met33 e Met 144 (Figura 19). A presenca de mais residuos oxidados
nesse tratamento reflete a pertinéncia do método para esse tipo de andlise de modificacdes em
proteinas. Esse resultado estd de acordo com o modelo de inativacdo proposto para Ahpl e
com os dados da Fig. 16. No entanto, esse processo oxidativo deve ocorrer em apenas uma
fracdo do total de proteina, uma vez que a enzima ainda retém atividade apds esses

tratamentos.

1 MSDLVNKKFP AGDYEFQYIA ISQSDADSES CEMPQTVEWS KLISENKKVI
51 ITGAPAAFSP TCTVSHIPGY INYLDELVEE KEVD(QVIVVT VDHPFANQAW
101 AKSLGVEDTT HIEFASDPGC AFTESIGFEL AVGDGVYWSG FWAMVVEHGI
151 VIYAAKETHP GTDVTVSSVE SVLAHL
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Figura 19. Resultado de busca no programa Mascot para Ahpl tratada com 60X de ~-BOOH. A parte
superior da figura mostra a seqiiéncia de Ahpl e, em vermelho, os aminodcidos que foram encontrados em
peptideos detectados por MS/MS. Os destaques em verde indicam os residuos de interesse para o experimento:
Cys62, Met33 e Metl144. Sob a seqiiéncia sdo apresentados os detalhes dos peptideos que contém esses residuos
e as modificagdes varidveis detectadas (ver também legenda da Fig. 17). Indicados por setas, os espectros de
massa dos peptideos triplamente carregados que contém a cisteina peroxidasica (Cys62) sdo apresentados
abaixo. O residuo Cys62 foi detectado oxidado em é&cido sulffnico (Cys- SO2; peptideo a esquerda - m/z =

1107.7518) ou 4cido sulfonico — cysteic acid (Cys-SO3; peptideo a direita - m/z = 1113.0471).
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IV.2 — Caracterizacao estrutural de Ahp1l e Tsal

IV.2.1 - Ahpl

Uma das metas propostas do presente estudo era a resolucdo da estrutura
tridimensional de Ahpl, dentro do programa Smolbnet (Structural Molecular Biology
Network) da Fapesp, em colaboragao com o grupo da Dra. Beatriz Guimaraes do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Os resultados provenientes dessa linha de trabalho
seriam potencialmente valiosos para o entendimento de mecanismos de agdo e inativacao
desta enzima, de caracteristicas estruturais e bioquimicas de seus substratos preferenciais,
bem como para comparacdes estruturais com outras Prxs, particularmente com Tsal.

Todos os estudos de cristalografia de raios X envolvem cinco etapas muito bem
definidas: 1 — Cristalizacdo; 2 — Difracdo de raios X; 3 — Processamento e Reducao dos dados
de difracdo de raios X; 4 — Resolucdo do problema das fases; 5 — Defini¢do da estrutura
tridimensional da proteina. Cada passo depende do sucesso da etapa anterior, ndao sendo
possivel chegar ao final do processo sem passar por todas elas.

Dessa forma, os primeiros testes de cristalizagao foram realizados com kits comerciais,
como Crystal Screen (Hampton Research) e Wizard (Jena Biosciences), conforme descrito na
secdo III.13.1. A solugdo 18 do kit Wizard 2 (20% PEG 3000; 0.2M Ca(OAc); 0.1M Tris pH
7.0) apresentou os melhores resultados preliminares.

Foram feitos refinamentos desta condicao inicial, variando-se as concentracdes de sal
Ca(OAc); ou precipitante (PEG 3000), o tampao (Tris) e o pH (7.0). Em diversas condi¢des
houve crescimento de cristais. Os melhores resultados de cristalizacdo foram obtidos com a
solucdo: 20% PEG 3000; 0.2M Ca(OAc),; 0.1M Bis-Tris Propano, pH 6.5 e atingiram

dimensdes maximas de 0.7 x 0.4 x 0.05mm ap06s seis semanas (Fig. 20A).
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Figura 20: Cristal de Ahpl e padrao de difracdo obtido. A) Cristal de Ahpl obtido apés seis semanas de
crescimento. A solucdo de cristaliza¢do utilizada foi: 20% PEG 3000; 0.2M Ca(OAc),; 0.1M Bis-Tris Propano,
pH 6.5. B) Imagem de um intervalo de 1° da difracdo de um cristal semelhante ao apresentado em A: o padrio

de difracdo se estendeu até 2.2 A.

Provenientes desta condi¢do de cristalizacdo, apenas cristais de Ahpl tratada com ¢-
BOOH obtiveram difracdo bem-sucedida. Cristais semelhantes ao apresentado na Fig. 20A
foram crio-protegidos utilizando a mesma solug@o presente no pogo suplementada com 25%
glicerol, resfriados a 110K em um fluxo de gas nitrogénio, e submetidos a difracdo. Os
melhores dados de difracio foram coletados em uma resolucio de 2.2A (Fig. 20B).

O conjunto de 240 imagens de difracdo, perfazendo 121512 reflexdes, foi processado e
reduzido utilizando os programas MOSFLM e SCALA do pacote do CCP4 (Collaborative
Computational Project 4, 1994). Com isso, foram detectadas 32233 reflexdes tnicas, com um
Ry de 6.9%, e foi possivel a indexagdo dos dados, 1.e., a determinagdo do grupo espacial do
cristal € dos parametros de sua célula unitdria. Por meio dos parametros da célula unitdria e do
peso molecular de Ahpl, é possivel estimar a porcentagem de solvente e o nimero de
moléculas que compdem a unidade assimétrica do cristal. O cristal de Ahpl apresentou um
coeficiente de Matthews (Vy,) (Matthews, 1968) de 1.9 A’ Da’', sendo possivel que quatro
moléculas compusessem a unidade assimétrica. O sumdrio das estatisticas dos dados

coletados € apresentado na Tabela 3.

72



Tabela 3. Parametros de coleta e estatisticas dos dados cristalograficos.

Valores em parénteses sdo relativos a camada de maior resolucao

Temperatura (K) 110
Comprimento de onda A) 1.421
Grupo espacial P2,

a=39.13A, b=127.80A, c = 66.42 A
Parametros da célula unitaria

p=103.24°
N° total de reflexdes 121512 (17465)
N° de reflexGes unicas 32233 (4704)
Completeza (%) 100 (100)
Multiplicidade 3.8(3.7)
“Ryym (%) 6.9 (41.6)
Média /K1) 14.1 (2.9)

‘Roym = Zhia i | L i = (D) ia /2] I hia |

Para resolucdo do problema das fases, inicialmente foi adotado o procedimento de
substituicdo molecular. O procedimento de resolu¢do de estrutura tridimensional de uma
proteina por substituicio molecular pressupde a existéncia de proteinas homodlogas cujas
coordenadas atdmicas ja tenham sido determinadas e depositadas no Banco de Dados de
Proteinas (Protein Data Bank - PDB). Basicamente, sio fornecidos aos programas
computacionais: (1) os dados experimentais de difracao obtidos, com os parametros de célula
unitdria (arquivo .mtz), e (2) os arquivos de coordenadas atdmicas de proteinas homdlogas
conhecidas (arquivo .pdb). Dessa forma, a partir das coordenadas atdmicas de uma proteina
homologa, os programas procuram orientar e posicionar as moléculas usadas para a busca nos
dados experimentais coletados, de modo a permitir a resolu¢do do problema das fases. Quanto
maior a identidade da proteina que se deseja determinar a estrutura com as proteinas usadas
como busca, maior a facilidade em se conseguir uma solu¢do coerente com os dados de

difracdo e maior a rapidez do posterior refinamento desse modelo.
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Nesse contexto, as proteinas com estruturas definidas que apresentam maior
identidade com Ahp1 sdo: Prx do tipo II de P. trichocarpa — 38% de identidade (PDB: 1TP9;
Echalier et al., 2005); o dominio de Prx da proteina hibrida PrxV de H. influenzae - 34% de
identidade (PDB: 1NM3; Kim et al., 2003); e PrxV de humanos — 29% de identidade (PDB:
10C3; Evrard et al., 2004). As coordenadas de cada uma dessas proteinas foram inicialmente
utilizadas nos programas AMoRe (Navazza, 1994) e MOLREP, do pacote do CCP4. Também
foram feitas algumas modificacdes nesses modelos, como a retirada de regides de loops
moveis, o que poderia auxiliar na obtencado de um modelo inicial de substituicdo molecular.
Todavia, todas as solugdes geradas por esses programas foram insatisfatorias, seja pelo alto
nimero de contatos entre as moléculas da unidade assimétrica, pela baixa qualidade do
empacotamento obtido por meio de simetria cristalografica (do grupo espacial P2;), ou pela
ma qualidade dos mapas de densidade eletronica.

Em razdo dessas dificuldades, foram iniciadas as tentativas de resolucdo das fases
através do programa Phaser (Read, 2001; Storoni et al., 2004). Diversas estratégias de busca
foram adotadas, isto é, para cada proteina homologa fornecida ao programa, foram procurados
trés monomeros, quatro mondmeros, um dimero e dois mondmeros, um dimero e um
monomero ou dois dimeros, de acordo com a estimativa do ndmero de moléculas na unidade
assimétrica pelo coeficiente de Matthews. A melhor solu¢do foi encontrada utilizando o
modelo de PrxV de humanos (PDB: 10C3), com truncagens em dois pequenos loops e
procurando-se por quatro moléculas na unidade assimétrica. Esse modelo ndo apresenta
contatos entre as moléculas e o empacotamento gerado por simetria cristalografica € bastante
satisfatério, assim como a qualidade dos mapas de densidade eletronica gerados com ele.
Uma representagdo das quatro moléculas desse modelo e da célula unitidria do cristal é

apresentada na Figura 21.

74



Figura 21. Modelo inicial de substituicio molecular de Ahpl em sua célula unitaria. O modelo foi gerado
através do programa Phaser, usando as coordenadas de PrxV (PDB: 10C3) de H. sapiens como modelo de
busca. As quatro moléculas da unidade assimétrica estdo representadas com cores diferenciadas. O conteddo de

solvente do cristal é de 35.2%, estimado por meio do coeficiente de Matthews.

A comparacdo do modelo inicial de substituicdo molecular com outras proteinas
homdlogas a Ahpl mostra a presenca do enovelamento Trx central, tipico das proteinas da
familia das Prxs, além de outras caracteristicas de estruturas secundarias similares, indicando
a pertinéncia do modelo para os estudos subseqiientes (Figura 22). Conforme mencionado
anteriormente, Ahpl foi objeto de um estudo de ressonancia magnética nuclear que propds
um primeiro modelo ndo refinado de sua estrutura em solugdo (Trivelli et al., 2003). Assim,
uma outra comparacdo interessante ¢ a do modelo inicial de substitui¢do molecular com esse
modelo preliminar obtido por NMR, o que também revela que a disposi¢do e o nimero de
folhas B e de a-hélices sdo bastante similares entre eles. No modelo gerado por NMR sdo
observadas duas folhas B a mais em relagdo ao modelo de substituicdo molecular, o que

possivelmente se dd em razdo das truncagens do modelo de PrxV utilizado inicialmente.
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Enovelamento Trx

Figura 22. Sobreposicao do modelo de substituicio molecular com proteinas homélogas. Em vermelho estd
representado o modelo de substitui¢do molecular gerado pelo programa Phaser (Fig. 21); em azul, o modelo
10C3 (PrxV de H. sapiens), usado como busca na substitui¢io molecular; e em verde, o modelo 1TP9 (Prx do
tipo II, de P. trichocarpa). A seta indica o enovelamento Trx central, composto por um conjunto de cinco folhas

B antiparalelas e quatro o-hélices.

Para iniciar o processo de construcdo e refinamento do modelo estrutural de Ahpl,
todos os residuos do modelo de substituicao molecular apresentado na Fig. 21 foram mutados
para alanina (com excec¢do dos residuos de glicina), o aminodcido que possui a menor cadeia
lateral e representa estereoquimicamente todos os outros, salvo glicina e prolina.
Posteriormente, este modelo de polialanina, em conjunto com o arquivo de coordenadas
atOmicas gerado pelo programa Phaser (e derivado daquele gerado pelo SCALA) foram
utilizados como inputs para o programa Resolve (Terwilliger, 1999, 2000 & 2003). Este
programa utiliza um algoritmo de maxima probabilidade (maximum likelihood) na
determinagcdo acurada dos valores dos vetores de fator de estrutura (Fy), utilizados nos
calculos de geracao dos mapas de densidade eletronica. Com isso, foi gerado um novo modelo
de polialanina, com novos mapas de densidade, os quais foram analisados em sobreposicao
com o modelo original de substitui¢do molecular gerado pelo programa Phaser. As melhores
regides das quatro cadeias desse novo modelo, i.e., regides mais coerentes com o modelo

original e com boa continuidade nos mapas de densidade, foram selecionadas, iniciando assim
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o processo final de construcdo e refinamento do modelo estrutural de Ahpl. Um exemplo de

continuidade do mapa de densidade eletronica 2Fo — Fc € mostrado na Figura 23.

Figura 23. Secao do mapa de densidade eletronica de Ahpl de leveduras. O mapa apresenta boa
continuidade e adequag@o ao modelo. Na figura estdo representados os residuos 6-10 de um dos mondmeros

(Fig. 21). O mapa diferenca 2Fo-Fc foi contornado a 1.56.

Nao obstante os esforcos que foram feitos na tentativa de resolucdo da estrutura
tridimensional da proteina, encontrou-se muita dificuldade para avangar no processo de
construgdo e refinamento, isto €, em baixar os valores de erros (Rpe. € Rycor) Inerentes ao
modelo inicial. Provavelmente isso se deveu a identidade relativamente baixa de Ahpl com a
proteina utilizada para a busca, PrxV de H. sapiens (PDB: 10C3), que ¢ de 29%.

Para modificagdes e construcdes nas cadeias do modelo, utilizou-se inicialmente o
programa O (Jones et al., 1991) e, posteriormente, o programa Coot (Emsley e Cowtan,
2004), que apresenta uma interface mais amigdvel para realizacdo das tarefas. Ja para
refinamento do modelo, foi utilizado basicamente o programa RefMac5 (Murshudov et al.,
1997), do pacote do CCP4. Além deste, também foi bastante utilizado, em paralelo, o
conjunto de programas do CNS (Crystallography & NMR System) (Brunger et al., 1998), que,

ao contrdrio do RefMac, realiza os procedimentos chamados de anelamento simulado
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(simulated annealing) e minimizacdo de energia. Esses algoritmos simulam um
superaquecimento das moléculas do modelo (a 5S000K) e um posterior resfriamento gradativo
(de 50 em 50K), onde sdo corrigidos erros de posicionamento de rotdmeros de cadeias laterais
de aminoécidos, adequagdo de residuos adicionados as cadeias principais, torsdes de angulos,
além de outros parametros, os quais aprimoram a estereoquimica dos modelos e podem levar
a uma melhoria nos seus mapas de densidade eletrénica.

Ao longo dos procedimentos de constru¢do e refinamento, nos quais residuos de
alanina eram adicionados as cadeias onde havia densidade eletronica nao-preenchida, as
posicdes individuais de cada atomo, as distancias e os angulos de liga¢do entre eles eram
aprimorados manualmente, e eram feitas mutagdes em residuos que apresentavam ‘“‘espagos”
evidentes para cadeias laterais maiores que a de alanina (e.g. serina) nos mapas de densidade,
os valores de erro foram vagarosamente reduzidos a cada ciclo. No entanto, os decréscimos
nesses valores nao foram suficientes para uma efetiva melhoria geral na qualidade dos mapas
de densidade eletronica. Um valor de R, de 0.5 significa que hd uma chance de 50% de a
posicao conferida a um atomo ser equivocada. Com o passar dos ciclos de refinamento, foram
conseguidos decréscimos discretos nos valores de Rg.., sendo que o valor total nunca chegou
a ser inferior a 0.5. O valor de Ry, por outro lado, era notadamente mais reduzido
(chegando a ordem de 0.4), o que € explicado em razdo das modificacdes que eram realizadas
nas cadeias, como os ajustes nas distancias entre os atomos. Porém, como a diminui¢do desse
valor ndo era acompanhada por uma redu¢do no Ry, (que contém 5% das reflexdes totais
ndo-refinadas e serve como uma validagdo para os valores de Ry,), conclui-se que o
processo de refinamento nao estava caminhando para o resultado esperado. Infelizmente, todo
o trabalho computacional que vinha sendo feito com o modelo de Ahpl foi deixado de lado.
Essa decisdo foi tomada apds vérias discussdes com Dra. Beatriz Guimaraes (Centro de
Biologia Molecular Estrutural — LNLS) e o trabalho de cristalografia de Ahpl foi

redirecionado.
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Dessa forma, houve o retorno a sala de cristalizacdo e a linha de luz do LNLS, na
tentativa de se obter novos cristais. Foi feita uma nova triagem de condicdes de cristalizagao,
a partir daquelas obtidas anteriormente, buscando-se acelerar o crescimento dos cristais. Uma
das primeiras modificacdes foi a ado¢io de PEG2000 MME (Mono-Metil Ester) como agente
precipitante, o que proporcionou bons resultados. A triagem foi realizada partindo da seguinte
condicdo: 20% PEG2000 MME + 0.1M Bis-Tris Propano, pH 6.5 + 0.2M Ca(OAc),, que foi
utilizada anteriormente (com a modificacio do PEG3000 para PEG2000 MME), porém
adicionando-se diferentes solucdes como aditivos. Entre essas, utilizou-se os trés kits de
Additive Screen (Hampton Research) e os dois kits Crystal Screen (96 solucgdes), como
aditivos a condi¢ao inicial de cristalizacao.

Foram obtidos resultados promissores e duas novas perspectivas de condi¢cdes de
cristalizacao: (1) percebeu-se que, quando foram adicionados a condi¢ado inicial, diferentes
alcoois, como n-propanol, isopropanol, metanol ou 1,6 hexanodiol, houve rapido
aparecimento de cristais, de melhor formacdo e tamanho que aqueles precedentes; (2) uma
solucdo do kit Crystal Screen 2, contendo 0.2M fosfato de amonia, 0.1M Tris pH 8.5 e 50%
MPD - solugdo A, quando foi usada como aditivo (a 10% da concentragdo original) causou a
precipitacao da solugdo de cristalizagdo, tendo, entretanto, levado a formagao de bons cristais
para experimentos de difracdo de raios X e de forma bem reprodutivel. Outros aditivos que
forneceram bons resultados foram MgCl, ou CaCl,, porém de modos ndo tdo reprodutiveis
quanto, principalmente, isopropanol e n-propanol. As novas condi¢cdes obtidas (20%
PEG2000 MME + 0.1M Bis-Tris Propano, pH 6.5 + 0.2M Ca(OAc),, com a adicao de 1-8%
de isopropanol ou n-propanol, ou ainda 10% da solucdo A, descrita acima, permitiram o
crescimento de cristais em cerca de 5-7 dias, que foram entdo levados para os experimentos
de difracao de raios X.

Como melhor resultado, um excelente conjunto de dados de Ahp1 tratada com 10mM

+-BOOH a 1.8A de resolugdo foi coletado. Este conjunto foi processado com o programa
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MOSFLM (Leslie, 1992), o que revelou um alto isomorfismo para com o cristal nativo que
vinha sendo trabalhado. No entanto, novamente esbarrou-se com as mesmas adversidades
descritas anteriormente para a resolucdo do problema das fases por substituicdo molecular.

Assim, além de repetir exaustivamente os ensaios de cristalizacdo com as novas
condic¢des, também foram realizados testes para obtencdo de cristais derivados, isto €, com
atomos pesados incorporados as estruturas cristalinas. A nova perspectiva foi entdo a
resolucao do problema das fases através dos métodos de difracdo anomala de dtomos pesados,
como SIRAS-MIRAS (Single/Multiple Isomorphous Replacement Anomalous Scattering) e
SAD (Single-wavelength Anomalous Dispersion).

Para tal, foram adotadas trés estratégias: (1) fast-soaking, (2) slow-soaking e (3) co-
cristalizacdo. Primeiramente, foram feitos testes de fast-soaking, que consiste em adicionar
solucdes de dtomos pesados em altas concentracdes (0.25 — 1.0M), por um curto tempo (10 —
60s), as solucdes de crio-protecdo contendo cristais nativos recentes. Ao longo desse tempo,
os cristais eram observados em lupa para checar suas integridades, para entdo proceder-se
com a difragdo. Foram feitos testes com diferentes solugdes de sais de atomos pesados, como
cloreto de gadolinio III (Gd,Cls), acetato de samério [Sm(C,H30,)3], cloreto de césio (CsCly,)
e iodeto de sédio (Nal). De maneira geral, os cristais de Ahpl mostraram-se resistentes aos
tratamentos com esses compostos, embora fossem de dificil manipulagido e rachassem com
certa freqiiéncia ao serem manuseados. Em paralelo, também foi realizada a adi¢do dessas
mesmas solucdes (em concentragdes menores, de 10 a 50mM) a gotas ja contendo cristais
nativos crescidos nas condi¢des padrdo, uma noite antes do dia de coleta de dados de difracao
(slow-soaking). Apesar disso, ainda assim foi realizado fast-soaking nesses cristais e nao foi
observado prejuizos em suas difracoes.

Além desses dois procedimentos, foram feitos ensaios de co-cristalizacdo de Ahpl
com as diferentes solucdes de sais de atomos pesados. As gotas eram compostas da solugdo de

cristalizacdo usada para o crescimento dos cristais nativos, com a adi¢do das solucdes de
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atomos pesados em concentragdes variando de 0.5 — 50mM. Obteve-se sucesso na co-
cristalizacdo com césio, iodo e samdrio, em concentragdes de 1.0 a 25mM. Entretanto, um
problema desta estratégia € o risco de se obter cristais derivados anisomorficos, isto €, com
diferentes parametros de célula unitdria, em relacdo aos cristais nativos. Nesse caso, O

problema das fases deveria ser resolvido através do método de SAD.

Tabela 4. Estratégias de cristalografia de Ahp1l com atomos pesados.

Cristal Derivado  Fast-soaking Slow-soaking Co-cristalizagao

Samdrio X X -
Gadolinio X - -
Iodo X - X
Césio X X X
Ouro - - n.r.
Platina - - n.r.
Merctirio - - n.r.

X Conjuntos de dados coletado; - Conjunto de dados nio coletado; n.r. ensaio ndo realizado.

Todos os conjuntos de dados foram coletados na linha de luz MX-01 do LNLS. Um
cristal derivado com gadolinio foi congelado em nitrogénio liquido apds a coleta, e levado a
National Synchrotron Light Source do Brookhaven National Laboratory (Nova York, EUA)
para coleta em linha de luz com feixe de maior intensidade (realizada pelo doutorando Fabio
Rinaldi, do grupo da Prof. Dra. Beatriz Guimardes). Para reducdo e processamento dos dados,
foram utilizados os programas MOSFLM, XDS (Kabsch, 1993) e SCALA.

A informac¢do mais importante a ser obtida a essa altura era acerca da incorporagdo ou
ndo de atomos pesados a rede cristalina. Caso ocorra incorporagdo, esses dtomos exibem o
que se chama de sinal anomalo, que € uma pequena diferenga nos valores de sua difracdo (i.e.
fatores de estrutura), em relagdo aos dtomos leves. Através dessas pequenas diferencas € que
pode ser resolvido o problema das fases, uma vez que o sinal andmalo serve como uma

referéncia para os outros atomos. Além disso, um outro ponto importante era o grau de
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isomorfismo em relacdo aos cristais nativos com dados ja coletados. Essa informacao
definiria a estratégia posterior do trabalho de resolucdo da estrutura de Ahpl. Os parametros
de célula unitaria foram obtidos apds escalonamento com o programa SCALA, assim como a
informacao inicial acerca da incorporacdo dos d&tomos pesados aos cristais protéicos.

Apesar das diferentes estratégias abordadas para a produgdo dos cristais derivados, ndo
foi possivel a obtencdo de dados de difracio andmala adequados. Em alguns casos,
simplesmente nao foi observado sinal andmalo, ndo obstante os pré-tratamentos realizados.
Esses resultados foram bastante frustrantes, pois s6 se tomava conhecimento deles apds as
demoradas coletas (para a qualidade de sinal andmalo, quanto maior a multiplicidade do
conjunto de dados, melhor a medida do sinal, o que implica em uma coleta de dados extensa),
ou durante elas, quando se iniciava o processamento dos dados na estacdo de trabalho da
prépria linha de luz. Por diversas vezes as coletas foram interrompidas antes do fim por essa
razao.

Em outros casos, 0os processamentos com o programa SCALA apontavam para a
incorporagdo de dtomos pesados, por meio de parametros estatisticos que indicam a presenga
de sinal andmalo (Rmeas O e Rmeas). Os melhores conjuntos de dados foram obtidos com
acetato de samadrio, cloreto de gadolinio e iodeto de sédio, todos com boa resolugdo (de 2.5 a
2.8A). Esses dados foram exaustivamente processados, inclusive com cortes de resolugio,
para se obter a melhor redugdo e escalonamento dos dados possivel. Os arquivos .mtz gerados
nos processamentos foram entdo usados como inputs para outros programas, cCOmo o auto-
SHARP, do pacote do CCP4, que realiza operagdes matematicas sofisticadas na tentativa de se
encontrar os sitios de incorporagcao dos dtomos, e dessa forma chegar a resolucdo das fases.
No entanto, infelizmente ndo se chegou a resultados satisfatérios com nenhum conjunto de

dados, isto é, ndo foi possivel a detec¢ao de sinais andmalos de nenhum atomo pesado.
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Cristais de Ahpl com seleno-metionina incorporada — MAD

Ao longo do tempo de realizacdo dos experimentos descritos acima, foram também
iniciados os testes para obtengdo de cristais de Ahpl com seleno-metioninas incorporadas em
lugar das trés metioninas presentes em cada molécula. Esse procedimento visava a producao
de cristais protéicos para testes da nova linha de luz do LNLS, a linha MX-02, que € uma
linha que apresenta feixes de raios X com diferentes comprimentos de ondas. A producao de
apenas um cristal bom (i.e. que cristaliza e difrate bem) desta versdo da proteina, a0 menos
teoricamente, seria suficiente para resolucdo do problema das fases e da estrutura de Ahpl,
uma vez que ndao haveria a preocupagdo com isomorfismo com cristais nativos, nem
tampouco com a incorpora¢do ou nao dos dtomos pesados. Coletas de dados de um tnico
cristal, em diferentes comprimentos de ondas, o que se chama MAD (Multi-wavelength
Anomalous Dispersion), forneceriam sinais andmalos detectdveis dos atomos de selénio
presentes a priori em cada molécula. A proteina Ahpl — SeMet produzida e purificada no
laboratério (Figura 24) e a incorporacdo de SeMet a proteina foi confirmada através de
espectrometria de massas, da mesma forma que foi feito para a caracterizagdo da proteina
nativa.

No entanto, por ser uma versao diferente de Ahpl, era esperado que as condicdes de
cristalizacdo nao fossem exatamente iguais aquelas utilizadas anteriormente. De fato, a
obtencdo de cristais se mostrou de dificil execugdo, o que s6 foi resolvido apds a adigao de
aditivos as gotas de cristalizagdo. Apos diversas tentativas de cristalizacdo, foram obtidos os
primeiros cristais da versao “pesada” de Ahpl, com a seguinte condicao de cristalizacao: 18 -
23% PEG2000 MME + 0.1M Bis-Tris, pH 5.6 - 6.6 + 0.2M Ca(OAc); + 2 — 6% isopropanol
(mas ndo n-propanol) ou 5 — 10% de 0.2M fosfato de amonia + 0.1M Tris pH 8.5. Os cristais
de Ahpl — SeMet foram levados para experimentos de difracdo, durante periodos de testes da

nova linha de luz MX-02. Infelizmente, porém, nao foram conseguidos resultados
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satisfatorios de difracdo de raios X até o término do projeto, o que foi bastante frustrante,

tendo em vista todos os esfor¢os despendidos nessa parte do trabalho.

Padrdo de
Peso Molecular

40kDa R <+— Ahpl - SeMet
30kDa —

20kDa —p

Figura 24. SDS-PAGE de Ahpl - SeMet em condi¢oes nao-redutoras. Uma aliquota contendo cerca de Sug
de proteina purificada no laboratério foi aplicada em gel de poliacrilamida 12%. No lado esquerdo do gel foi

aplicado o padrao de peso molecular Protein Ladder (Invitrogen).

IV.2.2 - Tsal

Tsal de S. cerevisiae foi a primeira peroxirredoxina a ser caracterizada (Kim et al.,
1988) e € uma das proteinas mais estudadas dessa familia. Trata-se de uma proteina de 25kDa
bastante abundante em leveduras, podendo representar até 1% do total de proteinas soldiveis
das células. Embora existam diversos estudos funcionais recentes sobre Tsal, incluindo aqui a
dindmica de oxidagdo/reducdo de sua Cys-S,H (Cys47) (Biteau et al., 2003), a sua dupla
atividade bioquimica transiente de peroxidase e chaperona, e as grandes modificacdes que
ocorrem em sua estrutura quaterndria ao longo desse processo (Jang et al., 2004), ndo ha
informagdes estruturais a nivel atdbmico dessa proteina na literatura.

Nesse sentido, um dos objetivos deste trabalho era a resolucdo da estrutura
tridimensional de Tsal, o que foi feito em colaboracdo com o pds-doutorando Marcos
Oliveira (IB/USP). Essas informacdes seriam importantes para um melhor entendimento do
processo de oligomerizacdo dessa enzima e, conseqiientemente da troca de sua atividade
bioquimica de peroxidase e chaperona. Além disso, os dados permitiriam uma comparac¢ao
interessante com Ahpl, por exemplo, a respeito das diferengas na dinamica de inativacdo

enzimdtica e da habilidade dessas proteinas serem reduzidas ou nio por Srx.
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Experimentos de cristalizagdo realizados anteriormente por nosso grupo com a versao
nativa de Tsal produziram cristais bem formados e de boas dimensdes (Figura 25). No
entanto, mesmo apos refinamentos de condi¢des de cristalizacdo, nao foi possivel obter
cristais que difratassem apropriadamente os raios X, tendo sido apenas alcancadas difracdes
com resolucdes entre 7 e 8A. E possivel que tais resultados se devam a uma desorganizacio
interna do cristal, ocasionada por uma mistura de proteinas com diferentes graus de
oligomerizacdo, conforme descrito por Jang e col., 2004. Nesse trabalho, foi possivel a
deteccao de dimeros, tetrameros e até complexos maiores que 1000 kDa, em uma mesma

amostra de Tsal (Jang et al., 2004).

Figura 25. Cristal de Tsal nativa. A solugdo de cristalizacdo continha: 0.1M tampdo citrato, pH 4.5; 4%
PEGS8000 e 8% etileno glicol. Apesar de aparentemente bem formado e alcangar até 1mm, s6 foram obtidos

resultados de difracio em baixa resolucdo (>5A).

Duas versdes de Tsal com substitui¢des simples de aminoédcidos (C170S — Cys-S;H e
C47S — Cys-S,H) (produzidas no laboratério conforme descrito por Cussiol e col. (2003) para
a enzima Ohr de Xyllela fastidiosa), foram entdo empregadas em ensaios de cristalizacdo na
tentativa de solucionar esse problema. Triagens cristalograficas com Tsal — C170S
(10mg/mL) utilizando os kits Crystal Screen 1 e 2 (Hampton Research) produziram cristais
promissores em algumas condi¢des. No entanto, assim como a proteina nativa, ndo foi
possivel obter cristais que difratassem apropriadamente.

Em contraste com os dados obtidos para a proteina nativa e para a versdo mutante

Tsal — C170S, os cristais obtidos com a versdo C47S portaram-se bem nos experimentos de
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difracdo de raios X. As condi¢des de cristalizagdo foram derivadas daquelas obtidas com as
outras duas versdes da proteina, conforme exemplificado na Fig. 25. Inicialmente, foi possivel
obter resultados de difracdo desses cristais em boa resolucdo (2.51&), porém, devido as altas
mosaicidades dos conjuntos de dados, ndo foram possiveis as suas indexagdes e a defini¢do de
seus grupos espaciais. Por essa razdo, foram feitos novos refinamentos das condi¢des de
cristalizacao.

A solucdo de cristalizagdo inicial continha 0.1M tampao citrato, pH 4.2; 0.2M NaCl e
10% PEG 3000. Variando-se o pH do tampio, a concentragdo de sal ou a concentragdo do
precipitante, e realizando também triagens com os kits Additive Screen (Hampton Research),
chegamos a melhor condicdo de cristaliza¢do. Ela contém 0.1M tampao citrato, pH 4.2; 10%
PEG 3000 e 0.1M NaF (aditivo). Os cristais atingiram dimensdes maximas de 0.5 x 0.3 x 0.05

mm apos trés dias de crescimento (Figura 26).

Figura 26. Cristal de Tsal — C47S utilizado em experimento de difracio. A solucédo de cristalizacido continha
0.1M tampao citrato, pH 4.2; 10% PEG 3000; 0.1M NaF. A proteina foi previamente tratada com 10mM DTT

por 1h a temperatura ambiente.

Foi obtido um bom conjunto de dados de difragdo de raios X, com resolu¢do méxima
de 3.01&, oriundo de um cristal de Tsal — C47S previamente tratada com 10mM DTT (Fig.
26). O cristal pertence ao grupo espacial monoclinico C2, com parametros de célula unitaria
de a =239.98 b =51.96, c =192.35 A, B =92.33°. Para estimativa do niimero de moléculas

na unidade assimétrica e porcentagem de solvente do cristal, o coeficiente de Matthews foi
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calculado e seu valor foi de 2.5 A>Da™. Com isso, € esperado um total de 10 mondmeros na
unidade assimétrica e um teor de solvente de 51.2% no cristal. Através do re-processamento
do mesmo conjunto de dados, foi possivel aumentar a faixa de resolucdo do cristal para 2.8A,
perdendo-se um pouco em completeza. O resumo das estatisticas do conjunto de dados obtido
¢ apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros de coleta e estatisticas dos dados cristalograficos.

Valores em parénteses sdo relativos a camada de maior resolucao

Temperatura (K) 110
Comprimento de onda (A) 1.431
Grupo espacial Cc2

a=239.98A b =51.96A c = 192.35A
Parametros da célula unitaria

B=92.33°
Faixa de resolucdo (A) 42.60-2.8 (3.2-2.8)
NF° total de reflexdes 230659
N° de reflexoes Unicas 58102
Completeza (%) 97.7 (97.7)
Multiplicidade 4.0 (3.8)
“Ryym (%) 10.5 (42.4)
Média I/X1) 13.7 (3.2)

"Ryym = T i | L = (D) ia /2] D hia |

Assim como foi feito com Ahpl, o procedimento de substituicgdio molecular foi
inicialmente adotado na tentativa de resolu¢do do problema das fases. Para tal, as coordenadas
atOmicas da proteina decamérica PrxII ou TPxB de humanos (Schroder er al., 2000) foi
utilizada como modelo de busca em protocolos de substituicio molecular (66% de identidade
com Tsal; PDB: 1QMV) no programa MOLREP, do pacote do CCP4 (Vagin e Teplyakov,
1997). Uma solucao inicial de substitui¢do molecular foi encontrada rapidamente e apresentou

10 mondmeros na unidade assimétrica, conforme predito pelo coeficiente de Matthews.
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Modificacdes (i.e., adi¢des de residuos e ajustes finos nas posicoes e distancias dos
atomos) neste modelo inicial vém sendo feitas por meio do programa Coot, e os modelos
resultantes sdo refinados com o programa RefMac5. Em virtude da alta identidade entre as
proteinas de levedura e humanos, os mapas de densidade eletronica gerados apresentam uma
excelente adequacdo ao modelo decamérico, o que facilita o processo de refinamento da
estrutura. Por meio desses procedimentos, os valores de Rpe. € Rpeor sofreram quedas
acentuadas desde o modelo inicial de substitui¢do molecular, de acordo com o esperado para
uma solugdo correta. No momento da redacdo deste texto, os valores eram da ordem de 39% e

29%, respectivamente.

Ala(Y)193-A

-

Figura 27. Modelo da estrutura decamérica de Tsal - C47S. O modelo foi gerado por substitui¢io molecular
(coordenadas de Prx2 de humanos) através do programa MOLREP. A - Visdo geral do decamero de Tsal - C47S
(pentdmero de dimeros). Cada mondmero é representado com uma tonalidade diferente. B - Detalhamento da
regido do sitio ativo de um dos dimeros (cadeia A, cor amarela; cadeia B, cor azul). Alguns residuos que
compdem o sitio ativo estdo representados: Alal70-A (correspondente a Cysl170 — Cys-S;H, ainda ndo
adicionado ao modelo); Ser47-B (correspondente a Cys47 — Cys-S,H mutada para Ser); e os motivos GGLG do

mondmero B e YF do monémero A (o residuo de tirosina ainda ndo foi adicionado ao modelo).
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A organizacdo da estrutura quaterndria de Tsal — C47S mostrou-se bastante similar a
de outras proteinas decaméricas cujas estruturas ja haviam sido solucionadas, isto €, um
pentamero de dimeros com uma forma circular (doughnut-like) (Figura 27). Quanto a regiao
do sitio ativo, apresentada na Fig. 27B, trés comentdrios devem ser feitos: (1) como os
aminoécidos que compdem o motivo GGLG sdo pequenos, suas posicdes, embora parecam
corretamente posicionadas, poderdo ainda variar ao longo do processo de refinamento da
estrutura; (2) a regido C- terminal ainda apresenta mapas de densidade eletrOnica
fragmentados, necessitando ainda de construc@o para adi¢do de alguns residuos. Por isso, os
residuos de tirosina (do motivo YF) e da Cys-S;H ainda nao foram “encontrados” no modelo
de substitui¢do molecular; (3) na versdo da proteina contendo a mutagdo da Cys-S,H (Cys47)
em serina, a conformagdo do sitio ativo corresponde provavelmente a sua forma reduzida
(quando o tidl da Cys47 estaria na forma de tiolato S°), ao contrdrio do que acontece no
modelo de hPrx2 usado para substitui¢do molecular, no qual a Cys-S,H encontra-se oxidada
em 4acido sulfinico (Schroder et al., 2000).

Foi elaborado um manuscrito que retine os dados de cristalografia de Tsal — C47S
apresentados acima. Este manuscrito foi publicado em agosto de 2007 no periddico Acta

Crystallographica Section F. A versao final € apresentada no Anexo II.
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IV.3 — Regulacao Génica
IV.3.1 — Relacoes de Ahp1l com catalases e outras Prxs

Em uma outra frente do presente trabalho, buscou-se elucidar alguns mecanismos que
regulam a expressdo do gene AHPI em diferentes condicOes fisiolégicas, no intuito de
relacionar possiveis funcdes de Ahpl com outras proteinas do sistema de defesas
antioxidantes. Uma das condi¢des mais estudadas foi o crescimento das leveduras em éacido
oléico.

O crescimento de células em meio contendo oleato como fonte de carbono busca
aprofundar uma observacdo muito interessante descrita na literatura, que ndo foi aprofundada
em estudos posteriores. Farcanasu e col. (1999) e Park e col. (2000) demonstraram que a
localizagdo de Ahpl em células crescidas em glicose € citosdlica. No entanto, no primeiro
trabalho foi sugerido que a localizacdo da proteina de fusdo Ahpl-GFP seja mitocondrial
quando as células crescem em oleato. Por outro lado, quando as células foram crescidas em
meios de cultura contendo outras fontes de carbono ndo-fermentativas (como glicerol, etanol
ou acetato), Ahp1-GFP se localizou principalmente no citosol. Todavia, em glicerol ou etanol,
Ahp1-GFP também se localiza na mitocondria e em nivel mais elevado do que o que ocorre
em células crescidas em glicose (Farcanasu et al., 1999).

A presenga de acido oléico no meio de cultura estimula drasticamente a proliferagdo e
o aumento de tamanho de peroxissomos em S. cerevisiae (Veenhuis et al., 1987). A
metabolizagcdo desse composto envolve a B-oxidagdo aerdbica de dcidos graxos, que ocorre
exclusivamente nos peroxissomos de leveduras (revisdo em Hiltunen et al., 2003).
Posteriormente, acetil-CoA produzida nesse processo € oxidada na mitocOndria, sendo
substrato do Ciclo de Krebs. Dessa forma, em células crescidas em oleato a atividade
mitocondrial é elevada, uma vez que a metabolizacdo desse composto é exclusivamente

respiratoria. Nessa condi¢do, a presenga de Ahpl em mitocondrias foi relacionada com a alta

90



producio de EROs nessas organelas (Farcanasu et al., 1999). E importante destacar que
peroxissomos e mitocondrias estdo muito associados € que ndo € trivial distinguir proteinas
localizadas na mitocondria das proteinas localizadas em peroxissomos (Vizeacoumar et al.,
2003).

Tendo em vista o aumento da producdo de EROs em células crescidas em meio nao
fermentativo, é esperada em resposta uma inducdo da expressdo de genes e enzimas
antioxidantes nessas condicdes. Uma observacdo interessante foi feita através de
experimentos de viabilidade com células mutantes A-ctal, que ndo possuem a isoforma
peroxissomal de catalase, em meio contendo acido oléico como fonte de carbono. Os autores
mostraram que essa enzima nao € essencial para a defesa celular nessa condi¢do, uma vez que
os mutantes foram capazes de crescer normalmente (Hiltunen et al., 2003). Como Ahpl
possui na regido C-terminal uma seqiiéncia que tem a possibilidade de atuar como
sinalizadora para transporte ao peroxissomo (Fig. 10), decidimos investigar a possibilidade de
esta proteina atuar em conjunto com catalase na protecdo antioxidante em situagdes nas quais
0 peroxissomo € ativo.

Dessa forma, a expressdo de AHPI em células A-ctal crescidas em glicose ou oleato
foi analisada e comparada com células selvagens, com objetivo de verificar se ela € induzida
quando o gene CTAI nio estd presente em alguma dessas condicoes (Figura 28).

Em primeiro lugar, € importante destacar que os niveis de expressdo mostrados nas
figuras 28A e 28B ndo sdo diretamente compardveis, uma vez que a as fotografias tiveram
diferentes tempos de revelacdo e as quantidades de RNA aplicadas em cada canaleta foram
diferentes. Células A-ctal crescidas em glicose apresentaram niveis de expressao de AHPI
reduzidos, em compara¢do com células selvagens (Fig. 28A). Estes resultados devem estar
relacionados com o fato de que a expressdo de catalase € fortemente reprimida por glicose
(Hortner et al., 1982). Quando tratadas com #-BOOH, verificamos indugcao de AHPI, de

maneira mais intensa do que quando tratadas com H,0O, (Fig. 28A, canaletas 7-9). Os

91



resultados em células crescidas em oleato foram distintos. Comparativamente a células
selvagens, células A-ctal mostraram maior indu¢do de AHP1 quando tratadas com H,0, ou ¢-
BOOH (Fig. 28B). Esse resultado sugere que, na auséncia de catalase peroxissomal, ocorra
uma compensagdo com os niveis de Ahpl em células crescidas em oleato e tratadas com
peréxidos, uma vez que a expressio de AHPI nessa condicdo € induzida em relagcdo a

linhagem selvagem.

WT A-ctal
1mM H,0, - + - - - B P B B
0.5mM +-BOOH . . + - - B B + B B
0.75mM +BOOH - . - - - B } -
0.5mM Cu-OOH - - - -+ B } B} B +
o _ -
WT A-ctal
1mM H,0, - + - - B - B B
0.5mM +-BOOH - - + - - B B + . B}
0.75mM +-BOOH - - - + - - B } -
0.5mM Cu-OOH - - - -4 B } . . +
B
Oleato RNA

Figura 28. Expressiao de AHPI em condicoes fermentativa ou respiratoria em células selvagens ou A-ctal.
A) Células das linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo 2% glicose como
fonte de carbono, e as amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene AHPI. B) Células
das linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo 0.1% &cido oléico como fonte
de carbono, e as amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene AHPI. Os tratamentos das
amostras de cada canaleta foram os mesmos de A. Todos os tratamentos foram de 30 min e estdo explicitados na
figura. Amostras de rRNA em gel de agarose/formaldeido antes da transferéncia sdo apresentadas como controle

de carregamento.



Para verificar se a maior indu¢do de AHPI em oleato é uma caracteristica especifica
do gendtipo A-ctal, células mutantes para outras Prx de S. cerevisiae (A-tsal, A-tsa2 e A-

ybl064c — prx1) também foram testadas (Fig. 29).

WT A-tsal A-tsa2 A-ybl064c

IMMH,0, - + - - o+ - -+ - & -
05mM#BOOH - - + - - 4+ - - 4+ - - %

A <— AHPI
Glicose RNA
WT A-tsal A-tsa2 A-ybl064c
1mM H,0, -+ - -+ - - o
0.5mM BOOH - - 4+ - - 4+ - - 4 - o 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B <— AHPI
Oleato <«— rRNA

Figura 29. Expressao de AHPI em mutantes A-prx de S. cerevisiae. A) Células de linhagens isogénicas
(BY4741) mutantes para as diferentes Prx foram crescidas em meios contendo 2% glicose, e as amostras de
RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene AHPI. B) Células de linhagens isogénicas (BY4741)
mutantes para as diferentes Prx foram crescidas em meios contendo 0.1% &cido oléico, e as amostras de RNA
foram hibridadas com sonda especifica para o gene AHPI. Todos os tratamentos foram de 30 min e estdo
explicitados na figura. Amostras de rRNA em gel de agarose/formaldeido antes da transferéncia sio apresentadas

como controle de carregamento.

z.

E importante salientar que as linhagens desse experimento sdo do background
genético BY4741, enquanto que as do experimento mostrado na Fig. 28 sdo do background
YPH250. Testes com mutantes A-ctal oriundos do background BY4741 ndo revelaram
diferengas em relag@o a células derivadas de YPH250 (dados ndo apresentados). Verificou-se
que a expressdo de AHP1 é consideravelmente induzida nas linhagens A-tsa2 e A-yblc064c

crescidas em oleato, em comparag@o com a linhagem selvagem (Fig. 29A, canaletas 1, 4, 7 e
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10), e também em todas as linhagens tratadas com peréxidos (canaletas 2-3, 5-6, 8-9, 11-12).
Essa situacdo ndo ocorreu em células crescidas em glicose, onde os niveis de expressao de
AHPI, tanto na linhagem selvagem como nas mutantes, sdo semelhantes (Fig. 29B). Esses
resultados mostram que o gene AHPI € especificamente induzido na auséncia dos genes que
codificam Tsa2 e PrxI (mTPx) e, em menor intensidade em mutantes para Tsal, em células
crescidas em 4cido oléico.

Foram realizados outros experimentos de Northern Blot, com o objetivo de responder
a questdo: outros genes de Prxs também t€m sua expressao induzida em células mutantes A-
ctal crescidas em oleato e submetidas a estresse oxidativo? As mesmas amostras de RNA
apresentadas na Fig. 28 foram hibridadas com sondas dos genes TSAI, TSA2 e YBL0O64C, que
codifica mTPx. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 30 (para YBL0O64C), 31 (para
TSA2) e 32 (para TSAI).

Células A-ctal crescidas em glicose apresentaram niveis menores de expressao
de YBL0O64C, em relagdao a linhagem selvagem (Fig. 30A), assim como ocorre com AHPI.
Quando crescidas em oleato e tratadas com peréxidos, a expressao de YBL0O64C € induzida
(Fig. 30B, canaletas 7-9). Em todos os tratamentos os niveis de YBL064C foram maiores em
células A-ctal.

Analogamente, o padriao de expressdo do gene TSA2 (Fig. 31) em células crescidas em
meio contendo oleato como fonte de carbono é bastante similar aquele observado para os
genes AHPI e YBL0O64C (Figs. 28 e 30). Isso ja era esperado, em razao de: (1) células A-tsa2
apresentarem expressao de AHPI elevada, quando crescidas em oleato e tratadas com H,0,
(da mesma forma que células A-ybl064c), e (2) na grande maioria das condi¢des ja analisadas
em nosso laboratdrio, o padrao de expressao de TSA2 acompanhar aquele observado para com

YBLO64C.
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WT A-ctal
1mM H,0, . I
0.5mM +-BOOH . - - o
075mM +BOOH - - - 4 - - -y
05mM Cu-OOH - - - - & - - -4

A <— YBLO64C
licose
¢ <+— rRNA
1mM H,0, - + - - - - + - - -
0.5mM +-BOOH - - - . P
075mM BOOH - - - + - . . . -
0.5mM Cu-OOH - - -4 . . 4
B
<4— YBL064C
Oleato
<+— rRNA

Figura 30. Expressao de YBL064C em condicoes fermentativa ou respiratéria em células selvagens ou A-
ctal. A) Células das linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo 2% glicose
como fonte de carbono, e as amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene YBLO64C. B)
Células das linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo 0.1% dacido oléico
como fonte de carbono, e as amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene YBLO64C.
Todos os tratamentos foram de 30 min e estdo explicitados na figura. Amostras de rRNA em gel de

agarose/formaldeido antes da transferéncia sdo apresentadas como controle de carregamento.



WT A-ctal

1mM H,0, -+ - - -

0.5mM +~BOOH - -+ - -- e

0.5mM Cu-OOH - .- L4
1 2 3 4 5 6 7 8

<+— rRNA

Figura 31. Expressao do gene 7SA2 em células WT e A-ctal crescidas em meio contendo acido oléico como
fonte de carbono Células das linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo
0.1% acido oléico como fonte de carbono, e as amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o
gene TSA2. Todos os tratamentos foram de 30 minutos e estdo explicitados na figura. Amostras de rRNA em gel

de agarose/formaldeido antes da transferéncia sdo apresentadas como controle interno do experimento.

Em contrapartida, a expressao de 7SA/ nao sofre grandes alteracdes em células A-ctal
crescidas em oleato e tratadas com H,O, ou --BOOH ou Cu-OOH, em relacdo a linhagem
selvagem (Fig. 32B). Em glicose, novamente foi observado que os niveis de expressdo génica
foram diminuidos em células A-ctal em relac@o a células selvagens (Fig. 32A).

Os dados apresentados nas Figs. 28-32 em conjunto mostram que: (1) células A-ctal
crescidas em oleato tém expressdao de AHPI, YBLO64C e TSA2 aumentadas, mas ndo de
TSAI; (2) células A-ybl064c e A-tsa2, mas ndo A-tsal, t€m maior expressao basal de AHPI do

que células selvagens quando crescidas em oleato.
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WT A-ctal
1mM H,0, -+ - - -+ - -
0.5mM +-BOOH - - - - - s .
075mM+BOOH - - - 4 - - - -y
05mM Cu-O0H - - - - 4+ - - o4

A

Glicose

WT A-ctal
1mM H,0, - + - - - - + - - -
0.5mM -BOOH - - + - - - - + - -
0.75mM +BOOH - - - + - - . -
0.5mM Cu-OOH - - - -4 - . 4

B

o _

Figura 32. Expressido de TSAI em condicoes fermentativa ou respiratoria em células selvagens ou A-ctal.

<+«— TSAI

<«— rRNA

A) Células das linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo 2% glicose como
fonte de carbono, e as amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene TSA/. Canaletas 1 e
6: células sem tratamento; 2 e 7: células tratadas com 1.0mM H,0,; 3 e 8: células tratadas com 0.5mM -BOOH;
4 e 9: células tratadas com 0.75mM -BOOH; 5 e 10: células tratadas com 0.5mM Cu-OOH. B) Células das
linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo 0.1% dcido oléico como fonte de
carbono, e as amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene TSAI. Os tratamentos das
amostras de cada canaleta foram os mesmos descritos em A. Todos os tratamentos foram de 30 min. Amostras

de rRNA em gel de agarose/formaldeido antes da transferéncia sdo apresentadas como controle de carregamento.

Para determinar se esse efeito é comum em outra fonte de carbono respiratdria, a
expressdo de AHPI e YBL0O64C em células selvagens e A-ctal crescidas em glicerol e tratadas
com hidroperdxidos foi avaliada. Os resultados sdo apresentados na Figura 33. Assim como
quando crescidas em oleato, células A-ctal apresentaram uma grande induc¢do do gene AHP1

quando tratadas com peroxidos em meio contendo glicerol (Fig. 33A).
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WT A-ctal

1mM H,0, T
0.5mM -BOOH S ..o e

0.5mM Cu-OOH - - - + - - - +

A
Glicerol WT A-ctal
1mM H,0, - + - - - + - -
0.5mM +-BOOH - .
0.5mM Cu-OOH .- - . +
B <— YBLO64C

<+— rRNA

Figura 33. Expressao de AHPI e YBL064C em meio contendo glicerol em células selvagens ou A-ctal. A)
Células das linhagens WT (YPH250) e A-ctal (YIT2) foram crescidas em meios contendo 2% glicose como
fonte de carbono até ODgyy = 0.8, depois transferidas para meio contendo 2% glicerol por 6h. As amostras de
RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene AHPI. Canaletas 1 e 5: células sem tratamento; 2 e 6:
células tratadas com 1.0mM H,0,; 3 e 7: células tratadas com 0.5mM t-BOOH; 4 e 8: células tratadas com
0.5mM Cu-OOH. B) Mesmas amostras aplicadas em A, porém a hibridacéo foi feita com sonda especifica para o
gene YBL064C. Todos os tratamentos foram de 30 min. Amostras de rRNA em gel de agarose/formaldeido antes

da transferéncia sdo apresentadas como controle de carregamento.

E importante comparar esse resultado com aquele obtido em glicose, onde a expressio
de AHPI é pouco induzida por H,0,, e, em relacdo a células selvagens, ocorre uma
diminui¢do geral de sua expressdo em todos os tratamentos. Isso estd de acordo com a idéia
de uma participacdo de Ahpl na defesa celular em condicdo de metabolismo respiratério, na
auséncia de catalase peroxissomal. A expressdo de YBL064C também seguiu o padrio
descrito em oleato (Figura 33B), isto é, foi especificamente induzida em funcdo da fonte de

carbono (respiratéria), uma vez que em glicose sdo observados niveis menores de expressao,



em comparagdo com células selvagens. Em conjunto, esses dados sugerem que, quando
células A-ctal crescem em glicose, Ahpl e Prx1 ndo possuem um papel destacado na protecao
celular, ja4 que ndo observamos maior expressao dos genes em relacdo ao tipo selvagem. Ao
contrério, quando as células A-ctal crescem em oleato ou glicerol, os papéis de Ahpl e Prx1
parecem adquirir uma maior importancia, pois foram observados niveis bem maiores de
expressao génica em relacdo as células selvagens.

Para avaliar se essa situacao decorre especificamente da auséncia do gene que codifica
a catalase peroxissomal, também foram crescidas células A-cttl (mutante para o gene da
catalase citosolica) e A-ctal/cttl (duplo mutante) em meio contendo oleato como fonte de

carbono, e a expressao de AHPI foi avaliada com ou sem estimulo de hidroperéxidos (Fig.

34).
WT A-ctal A-cttl A-ctal/cttl
1mM H,0, -+ - - - - . -4 - B 4
0.5mM -BOOH . + - - P . s - S .
0.5mM Cu-OOH . - + - . .- - B + I ) "
<+— AHPI]
Oleato
<+— rRNA

Figura 34. Expressao de AHPI em meio contendo oleato em células selvagens, A-ctal, A-cttl e A-ctal/cttl.
Células das linhagens WT (YPH250) e das derivadas A-ctal, A-cttl e A-ctal/cttl, foram crescidas em meios
contendo 2% glicose como fonte de carbono até ODgyy = 0.8, e depois transferidas para meio contendo 0.1%
oleato por 6h. As amostras de RNA foram hibridadas com sonda especifica para o gene AHPI. Canaletas 1, 5, 9
e 13: células sem tratamento; 2, 6, 10 e 14: células tratadas com 1.0mM H,0,; 3, 7, 11 e 15: células tratadas com
0.5mM -BOOH; 4, 8, 12 e 16: células tratadas com 0.5mM Cu-OOH. Todos os tratamentos foram de 30 min.
Amostras de rRNA em gel de agarose/formaldeido antes da transferéncia sdo apresentadas como controle de

carregamento.

Verificou-se que o tratamento com H,0O, também levou a um aumento da expressdo de
AHPI em células A-cttl, porém em menor intensidade que em células A-ctal. O efeito da
dupla mutacdo A-ctal/cttl pode ser comparado com o efeito da mutagcdo simples A-ctal, o

que, em conjunto, indica que a expressdo do gene AHPI em fontes respiratérias sob o
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estimulo de peréxidos estd relacionada com a presenca ou ndo da isoforma peroxissomal de
catalase nas células. Esse resultado € bastante interessante, pois reflete uma relacdo entre

Ahpl1 e processos oxidativos que ocorrem na mitocondria e no peroxissomo de leveduras.

Ensaios de crescimento celular

z.

E sabido que efeitos indiretos na regulacdo génica detectados por Northern Blot (e.g.,
inducdo do gene AHPI em células A-ctal) nem sempre correspondem a fendtipos que podem
ser observados in vivo, isto €, nem sempre sdo relacionados diretamente a um efeito protetor
(no caso de genes antioxidantes) para as células. Por esta razdo, foram realizados
experimentos de crescimento e viabilidade celular, com o objetivo de identificar situag¢des
fisioldgicas que comprovem a existéncia de relacdes entre Ahpl, Prx1 e/ou Tsa2, e a isoforma
peroxissomal de catalase — Ctal, codificada pelo gene CTAI.

Uma perspectiva levantada, originada dos resultados de expressdo gé€nica expostos
acima, é que Ahpl possa de certa forma compensar a auséncia da catalase peroxissomal em
condi¢cdes em que as células crescem em meio contendo dcido oléico, na presenca de H,O,.
Para testar essa hipdtese, os crescimentos de células das linhagens selvagem e A-ahpl em
meios liquidos foram monitorados por até quatro dias. O composto aminotriazol (ATZ), um
inibidor da atividade de catalase, foi utilizado em algumas culturas para simular
artificialmente o fendtipo decorrente da mutagdo A-ctal. As células foram inicialmente
inoculadas em meio YPD, nos quais cresceram ao longo de uma noite. Em seguida, elas
foram transferidas para meio contendo oleato como fonte de carbono, onde passaram por
adaptacdo de 6h, antes de serem tratadas ou nao com diferentes compostos. Os resultados sao

apresentados na Figura 35.
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Figura 35. Curvas de crescimento de células selvagens BY4741 (A) ou A-ahpl (B) em diferentes condicdes.
Apds 6h de adaptagdo ao meio minimo contendo oleato como fonte de carbono, as células foram diluidas em
uma densidade Optica inicial de 0.2, sendo esse ponto considerado o tempo zero. Foi adicionado SmM de

aminotriazol (ATZ) as culturas acima identificadas desde o pré-inéculo em YPD. As concentracdes de

hidroper6xidos utilizadas foram de

Comparando os efeitos dos diversos tratamentos na linhagem selvagem e na linhagem
A-ahp, os resultados sugerem um papel de Ahpl na protecao de leveduras a --BOOH (Fig. 35,
linhas roxas). O papel de Ahpl na protecdo de leveduras contra per6xidos organicos ja tinha
sido mostrado anteriormente, quando este microorganismo tinha sido cultivado em condig¢des
fermentativas (Lee et al., 1999b). Tanto células selvagens, quanto A-ahpl, mostraram

crescimento normal quando tratadas com H,O, (compardvel as culturas ndo-tratadas); e o

0.75mM H,0, ou -BOOH.
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tratamento apenas com ATZ (linhas azul-claras) causou efeitos semelhantes no crescimento
de ambas as linhagens. Por outro lado, o tratamento combinado de ATZ e H,0, (Fig. 35,
linhas verdes) que simula a auséncia de catalase nas células, levou a um crescimento
levemente prejudicado de células A-ahpl, em comparagdo com células selvagens. Embora nao
seja um efeito drastico, como ocorre com a hiper-sensibilidade de células A-ahpl a ~-BOOH,
foi possivel detectar in vivo a situagdo proposta pelos resultados de expressdo génica, isto €, a
idéia de que, quando células crescem em oleato na presenca de H,O,, a auséncia de catalase
(simulada pela adicao de ATZ as culturas) seja parcialmente compensada pela acdo anti-
oxidante de Ahpl. A participacdo de Prx1 nesse processo cooperativo também foi analisada,
através de experimentos de crescimento celular similares, com a linhagem A-ybl064c. No
entanto, nas condi¢des de crescimento estudadas (oleato + H,O,, na auséncia de catalase) nao
foi observado um efeito deletério ao crescimento de células provenientes dessa linhagem (Fig.
36). Esses resultados mostraram que o estudo da relagdo de compensacdo de funcdes entre

proteinas anti-oxidantes de fato nao é trivial.
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Figura 36. Curvas de crescimento de células selvagens BY4741 ou A-mtpx em diferentes condi¢des. Apés
6h de adaptacdo ao meio minimo contendo oleato como fonte de carbono, as células foram diluidas em uma
densidade Optica inicial de 0.2, sendo esse ponto considerado o tempo zero. Foi adicionado 5SmM de
aminotriazol (ATZ) as culturas acima identificadas desde o pré-inéculo em YPD. As concentracdes de

hidroperéxidos utilizadas foram de 0.75mM H,0O, ou r-BOOH.
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V - DISCUSSAO

Ao iniciar este trabalho, o principal objetivo era estudar pelo menos trés diferentes
aspectos da proteina Ahpl de S. cerevisiae. Em primeiro lugar, a regulacdo do gene AHPI (ou
YLR109W) em diferentes condi¢des fisiolégicas, os efeitos de sua delecdo para as células, e
as relacdes de Ahpl com outros componentes do sistema de defesa anti-oxidante celular. Em
segundo lugar, a caracterizagdo de propriedades bioquimicas de Ahpl, como preferéncias por
substratos e susceptibilidade a inativacdo por hidroperdxidos. Finalmente, o estudo de sua
organizacdo tridimensional, com o intuito de relacionar os dados de ensaios genéticos e
enzimaticos, isto é, a funcdo celular desempenhada por Ahpl, com a sua estrutura espacial.
Também era objetivada uma comparagao da relagdo estrutura/funcao de Ahpl com Tsal, por
serem as Prxs mais abundantes em leveduras e por nao compartilharem algumas
caracteristicas bioquimicas conhecidas (como a sensibilidade a inativa¢do por hidroperéxidos
e as preferéncias por substratos, por exemplo). A discussdao que se segue reunird os dados
obtidos neste trabalho, os quais buscardo contribuir para a caracteriza¢do das propriedades
bioquimicas de Ahpl e fornecer hipdteses acerca de possiveis papéis biologicos especificos

desta proteina.

V.1 - Caracterizacao bioquimica de Ahp1

V.1.1 — Substratos e ciclo catalitico

Dentre as cinco Prxs existentes em S. cerevisiae, Ahpl e nTPx (ou Dot5) foram
caracterizadas por apresentarem maiores eficiéncias cataliticas sobre hidroperéxidos
organicos, como -BOOH e Cu-OOH (Jeong et al., 1999; Cha et al., 2003). Tsal e Prx1, por

outro lado, degradam H,0O, com maior eficiéncia que hidroperéxidos organicos (Chae et al.,
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1994a; Pedrajas et al., 1995), enquanto que Tsa2 ndo apresenta grandes distin¢des entre os
dois tipos de substratos (Munhoz e Netto, 2004).

Em relacdo ao seu ciclo catalitico, diferentes trabalhos mostraram que Ahpl funciona
basicamente como uma Prx dimérica do tipo 2-Cys, isto €, o residuo de Cys-S,H de uma
molécula se oxida em dcido sulfénico apds a reagdo com o hidroperdxido, ao que se segue o
ataque desta espécie pelo residuo da Cys-S;H de uma molécula adjacente, gerando assim uma
ligacdo dissulfeto intermolecular entre eles (ver secao 1.3, Figura 6 e Tabela 1).
Posteriormente, este dissulfeto € reduzido por acdo de Trx ou outro agente redutor que
contenha ti6is, como DTT (Jeong et al., 1999; Trivelli et al., 2003).

Os primeiros experimentos realizados a partir do sucesso na expressao e purificacdo de
Ahp1 recombinante foram feitos com o intuito de caracterizar suas propriedades bioquimicas,
como a eficiéncia na degradacdo de diferentes substratos e a sensibilidade a inativacdo por
hidroperdxidos. De acordo com os dados existentes na literatura, Ahpl foi capaz de receber
elétrons de forma equivalente das duas isoformas de Trxs citosélicas existentes em leveduras,
Trxl e Trx2 (Fig. 11). Além disso, Ahpl também utiliza eficientemente a isoforma
mitocondrial Trx3 como doadora de elétrons in vitro (dados ndo apresentados).

Os parametros enzimaticos determinados para t-BOOH e H,O, permitem afirmar que
Ahpl de fato exibe certa preferéncia por hidroperéxidos organicos (Tabela 2). Também
realizamos ensaios com hidroperéxido de cumeno, cujos resultados também mostraram uma
eficiéncia superior de Ahpl, em relacdo a H>O, (dados ndo apresentados). No entanto, duas
linhas de comentdrios mostram-se pertinentes a respeito desses resultados: (1) Jeong e col.
(1999) determinaram valores de K, para --BOOH e H,O, para Ahpl, sendo estes de 45 e
150uM, respectivamente, uma diferenga de cerca de trés vezes. Em nossos experimentos, esta
diferenca foi de aproximadamente duas vezes (13.9 e 25.5uM, respectivamente), o que € uma
margem aceitdvel em termos comparativos. O emprego do sistema Trx para a determinacao

dos parametros enzimaticos envolve trés diferentes enzimas (Prx, Trx e Trr) responsaveis pela
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manutencdo do ciclo catalitico completo, o que aumenta a possibilidade de diferencas nas
preparacdes de cada uma delas serem responsdveis pelas diferencas nos resultados obtidos;
(2) no que tange as eficiéncias cataliticas pelos diferentes hidroperéxidos, nossos dados
(representados como os valores de k../Kn,) apontaram que Ahpl apresenta um desempenho
cerca de 1.6 vezes superior com -BOOH do que com H,O, (3.0 x 10* e 1.8 x 10* M'l.s'l,
respectivamente). Jeong e col. (1999) determinaram uma diferenca de cerca de trés vezes
entre ambas as eficiéncias cataliticas, representadas, neste caso, como o valor de Vi.x/Kn. No
entanto, nesse trabalho nao foi especificada a concentracdo de enzima utilizada para obter os
parametros enzimaticos e, como V. depende de tal quantidade, os valores absolutos de cada
parametro ndao podem ser diretamente comparados com o0s nossos resultados.
Independentemente disto, nossos dados foram coerentes com aquilo que era esperado para
Ahpl, ou seja, uma maior eficiéncia na degradacdo de hidroperéxidos organicos em
comparacao com H,O, (Jeong et al., 1999).

Os valores de eficiéncias cataliticas das Prxs hd muito tempo constituem um assunto
controverso. Até recentemente, todos os valores determinados in vitro para Prxs de diferentes
tipos e organismos foram da ordem de 10 a 10° ML (Hofmann et al., 2002; Wood et al.,
2003b; Jang et al., 2004; Rhee et al., 2005). Por outro lado, catalases e glutationa peroxidases
apresentam valores da ordem de 10" M'l.s'l, isto €, s@o capazes de remover cerca de 10% a
10* vezes mais moléculas de H,0; do que as Prx em um mesma unidade de tempo (Stone,
2004; Jang et al., 2004).

Em relacdo aos valores de k../K, determinados para Ahpl neste trabalho, suas
diferencas em relagdo aos de outras enzimas anti-oxidantes poderia ser explicada pelo fato de
as outras enzimas do sistema redutor (Trx e Trr) ndo estarem presentes em excesso Nos
ensaios enzimadticos realizados. As concentragdes utilizadas de Trx1 e Trrl utilizadas nos
ensaios foram respectivamente de 0.45 e 0.18uM, enquanto que a de Ahpl foi de 2.1uM. Tais

quantidades foram estabelecidas a partir de dados da literatura (Chae et al., 1994a; Jeong et
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al., 1999), cujos resultados de eficiéncia catalitica foram similares aos obtidos neste trabalho.
Dessa forma, € possivel especular que o processo de reducdo da ligacdo dissulfeto
intermolecular e conseqiiente retorno do grupamento ti6l da Cys-S,H a forma reduzida (e
disponivel para interacdo com o substrato) constitui a etapa lenta do ciclo catalitico de Ahpl.
Se ndo hd Trx e Trr suficientes na mistura de reacdo, apos a rapida oxidacao de Ahpl por
peréxido, levaria mais tempo do que aquele efetivamente necessdrio para o retorno a sua
forma reduzida, ocasionando um artefato na determinagdo de parametros enzimaticos por nao
considerar diferencas nas constantes de segunda ordem de cada etapa do ciclo catalitico
(reducgdo e oxidacao de Ahpl).

De fato, estudos independentes utilizando abordagens experimentais distintas tém
mostrado que Prxs s@o mais reativas do que previamente antecipado (Akerman e Muller,
2005; Ogusucu et al., 2007; Parsonage et al., 2005). Como exemplo, o grupo da Dra. Ohara
Augusto (IQ/USP), em colaboracdo com o nosso grupo (Ogusucu et al., 2007), elaborou um
procedimento de cinética competitiva para determinar as constantes de segunda ordem dessas
enzimas para com H,0O,. Este experimento € baseado no fato de que a oxidacio de HRP
(horseradish peroxidase) compete com Prx por H,O,. Como HRP € uma heme-proteina que
absorve radiagdes no espectro de luz visivel, € possivel determinar sua reacdo com H,O, por
decaimento de A4p3nm. Dessa forma, Ogusucu e col. (2007) determinaram que as eficiéncias
de Tsal e Tsa2 para com H,O, sdo da ordem de 10" Mgt Acreditamos, assim, que a
realizacdo de ensaios desta natureza com Ahpl forneceriam dados mais precisos (e elevados)

sobre sua eficiéncia na remog¢ao de peroxidos.

Hidroperodxidos de acidos graxos
Hidroperéxidos de acidos graxos sdo formados basicamente por ataques de EROs a
grupos metileno (-CH;-) das cadeias carbonicas destas moléculas, especialmente quando esses

grupos estdo na adjacéncia de carbonos insaturados. Portanto, quanto maior o grau de
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insaturacdo de um &4cido graxo, maior a possibilidade de ele ser atacado e gerar espécies
toxicas. A reacdo de grupos metileno com EROs gera radicais centrados no carbono (-C*H-),
os quais podem vir a gerar radicais peroxil ao reagirem com O,. Estes radicais, por sua vez,
podem atacar outros dtomos de carbono, propagando o processo de peroxidacgdo lipidica. O
ataque a lipidios constituintes de membranas bioldgicas acarreta alteracoes em sua fluidez e
permeabilidade a diferentes substincias, podendo ocasionar, dependendo do alcance dos
danos, perda de funcionalidade (Hallywell e Gutteridge, 1989).

Leveduras possuem principalmente dcidos graxos mono-insaturados (30-50% do total
sdo de acido palmitoléico, que possui apenas uma insaturacdo), que também podem formar
hidroperéxidos quando atacados por EROs. Além disso, dcidos graxos poli-insaturados
presentes no meio de cultura podem ser absorvidos e incorporados as membranas celulares
(Calderbank et al., 1985).

Recentemente, foi demonstrado que leveduras sdo capazes de se adaptar ao
tratamento com hidroperéxido de &dcido linoléico (que possui duas insaturagdes - 18:2), de
maneira dependente de sintese protéica (Evans et al., 1998). Esse hidroperéxido (Loa-OOH) é
extremamente téxico em leveduras (concentracdes da ordem de 0.2mM geram 90% de
letalidade) e foi observado que sua presenca acarreta uma diminui¢do nos niveis totais de
glutationa. No mesmo trabalho, foi sugerido que as células possuam mecanismos indutiveis
de protecao a esse hidroperéxido.

Estas informacdes levaram-nos a testar a hipdtese de que Ahpl seja capaz de remover
hidroperéxidos de dcidos graxos, como sugerido na literatura (Jeong et al., 1999; Lee et al.,
1999b; Prouzet-Mauléon et al., 2002). Nossos ensaios enzimaticos iniciais com uma amostra
purificada de 4cido linoléico indicaram que Ahpl possuia uma eficiéncia catalitica com Loa-
OOH igual ou superior a de +-BOOH (Fig. 12), o que foi um resultado bastante promissor,
tendo em vista os dados obtidos por Evans e col. (1998), citados acima. Entretanto, ndo foi

possivel reproduzir esses resultados.
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Em funcao da baixa solubilidade das amostras de hidroperéxidos de dcidos graxos, seu
armazenamento depende do uso de solventes organicos, como metanol, cloroférmio ou etanol.
Para utiliza¢do nos ensaios enzimaticos, as aliquotas eram secas em corrente de gas nitrogénio
e ressuspensas em tampao Tris-HCI, com a adi¢do de Triton X-100, um detergente, para
auxiliar na solubilizacdo. A hipdtese de que tal detergente pudesse influenciar na atividade
enzimatica foi descartada por ensaios controle, onde ndo se verificou inibicdo de Ahpl por
concentracoes de Triton X-100 até 10 vezes maiores do que aquelas utilizadas nos testes
enzimdticos. Tentou-se assim usar as amostras de Loa-OOH sem submeté-las ao
procedimento de secagem em gas nitrogénio e solubilizacdo, adicionando-as diretamente as
misturas de reacdes. Apesar de termos determinado que concentracdes de até 7.5% de
metanol ou etanol ndo inibiam a atividade de Ahpl sobre ~-BOOH, ndo foi possivel a
deteccao de atividade enzimadtica sobre as amostras de Loa-OOH dissolvidas em metanol.
Uma possibilidade é que na auséncia de Triton X-100 as moléculas de Loa-OOH possam
formar micelas, ficando pouco acessiveis ao contato com Ahpl. Estes contratempos
exemplificam as dificuldades encontradas para a realizacdo de experimentos envolvendo
amostras de hidroperéxido de Loa-OOH.

As amostras de Loa-OOH inicialmente empregadas em nossos ensaios foram
purificadas até a homogeneizacao diretamente apds o procedimento de sintese, de forma
semelhante a descrita por Hillas e col. (2000), pelo grupo do Dr. Paolo Di Mascio e da Dra.
Sayuri Miyamoto (IQ/USP). Outros experimentos foram feitos posteriormente com amostras
brutas de hidroperdxidos de acido oléico, isto €, ndo-purificadas apds a sintese. Estas amostras
sdo, portanto, heterogéneas: contém ao menos dois hidroperéxidos derivados de 4cido oléico,
os hidroperéxidos do 4cido trans-9-octodecendico-10 (i.e., insaturagio entre os carbonos 10 e
11 e ligacdo OOH na posicdo 9) e do dcido trans-10-octodecendico-8 (i.e., insaturacdo entre
os carbonos 8 e 9 e ligagdo OOH na posicao 10) (Hillas et al., 2000), além de poderem conter

isOmeros ndo-lineares (cis) destas moléculas.
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Ahpl foi capaz de remover esta amostra bruta de hidroperéxidos, embora de modo
pouco eficiente, inferior a --BOOH ou Cu-OOH (Fig. 13). Esse resultado foi reprodutivel e
reforcou a possibilidade de hidroperéxidos de lipidios serem substratos fisiol6gicos de Ahpl,
uma vez que o acido oléico, por exemplo, constitui cerca de 30% do total de radicais acila de
acidos graxos de membranas plasméticas de S. cerevisiae (van der Rest et al., 1995). No
entanto, consiste também em uma informagdo preliminar que ndao foi muito explorada
posteriormente ao longo do trabalho. O desenvolvimento de outros métodos de manipulagao
das amostras de hidroper6xidos de &cidos graxos (e.g. uso de combinag¢des de outros
solventes ou detergentes para solubilizacdo das amostras) e o aperfeicoamento dos
procedimentos de andlise da atividade enzimdtica poderdo permitir a andlise acurada da

eficiéncia de Ahpl na remocao de diferentes hidroperéxidos.

V.1.2 — Oxidacao e inativacdao de Ahpl

A presenca de altas concentracdes de hidroperéxidos causa inativacdo de algumas
Prxs. Os experimentos descritos por Chae e col. (1994a) e Netto e col. (1996) foram
realizados com Tsal, uma Prx do tipo 2-Cys tipica, que é reconhecidamente sensivel a
inativacao por hidroper6xidos (Hofmann et al., 2002; Biteau et al., 2003). Prouzet-Mauléon e
col. (2002) detectaram uma perda parcial da atividade de Ahpl quando esta proteina foi
purificada de células selvagens em estresse oxidativo por ImM de t-BOOH (25% de perda) —
mas nao por H,O,, ou de células com o gendtipo A-lys7 (gene codificador de uma chaperona
essencial para o funcionamento da superéxido dismutase dependente de cobre e zinco em
leveduras - Sodl), que acarreta maior produ¢dao de EROs in vivo (20% de perda) (Prouzet-
Mauléon et al., 2002). Nesses casos, Ahpl se apresentava em duas formas distintas,
discriminadas por possuirem diferentes pontos isoelétricos (4.44 vs 4.56). A forma que

possuia pl mais 4cido foi detectada como cataliticamente inativa e sugeriu-se que tal distin¢dao

fosse decorrente da super-oxidagdo do grupo tidl da Cys-S,H em acido sulfinico ou sulfonico.
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Corroborando estas observacdes, Trivelli e col. (2003) realizaram um estudo de NMR com
Ahpl tratada com 60 equivalentes de t-BOOH (i.e., 60 vezes mais peréxido do que proteina)
por 48 horas, através do qual detectaram a formacdo de 4cido sulfonico na Cys-S,H desta
proteina (Trivelli et al., 2003).

Por meio de comparagdes entre as seqiiéncias de diferentes Prxs [todas do tipo A,
segundo a classificacdo proposta por Trivelli e col. (2003), ver Tabela 1] e com os dados
enzimaticos disponiveis, Wood e col. sugeriram uma distin¢do entre as Prxs no que tange a
sensibilidade a inativag¢ao por hidroperéxidos (Wood et al., 2003b). No entanto, pouco se sabe
sobre os processos de inativagdo por perdxidos de Prxs do tipo D (ver Tabela I) e, dessa
forma, decidimos investigar a susceptibilidade de Ahpl a inativacdo por diferentes
hidroperdxidos.

Os resultados apresentados nas Figs. 14-16 confirmaram algumas observagdes feitas
por Prouzet-Mauléon e col. (2002), isto €, que Ahpl de fato pode ser parcialmente inativada
por -BOOH, mas ndao por H,O,. Este processo de inativagdo envolve efetivamente a
formacdo de espécies super-oxidadas no residuo de Cys-S,H de Ahpl, como foi demonstrado
pelos experimentos de espectrometria de massas apresentados nas Figs. 17-19. Estes
resultados estdo de acordo com a hipdtese levantada na literatura acerca da formacao dos
acidos sulfinico e sulfonico na Cys-Sy;H (Prouzet-Mauléon et al., 2002). No entanto, parece
claro que apenas uma fragao de Ahpl torna-se super-oxidada ao longo desse processo, uma
vez que € ainda possivel detectar considerdvel atividade enzimética apds o tratamento com 60
equivalentes de -BOOH por 48 horas (Fig. 16).

Os ensaios de inativagdo mostraram que, embora a Cys-SpH de Ahpl chegue a ser
super-oxidada por altas concentragdes de -BOOH, ainda assim ela é extremamente resistente
a perda de atividade enzimdtica. Prxs de bactérias, como AhpC de S. typhimurium (2-cys
tipica), s@o as mais resistentes a inativagdo conhecidas. O processo de inativagdo dessa

enzima requer cerca de 100 vezes mais peréxido do que PrxI de humanos: com cerca de
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0.3mM de H,0,, a atividade de PrxI pode ser totalmente inibida, enquanto que com 30mM de
H,0,, AhpC ainda exibe considerdvel atividade enzimdtica (Wood et al., 2003b). De modo
similar, Ahpl também apresentou considerdvel atividade enzimdtica quando reagiu com
20mM de -BOOH (cerca de 80% do valor observado em amostras ndo-tratadas), e néo
perdeu completamente sua atividade mesmo quando reagiu com 35mM desse composto (Figs.
14 e 15).

Uma outra proteina de bactérias envolvida com a defesa anti-oxidante e caracterizada
como sendo resistente a inativacao por t-BOOH é Ohr (Organic Hydroperoxide Resistance)
de Xylella fastidiosa, estudada em nosso laboratério (Cussiol et al., 2003). Através de
diferentes andlises, mostrou-se que (1) Ohr ndo apresenta perda considerdvel de atividade,
mesmo quando reage com 10mM de #-BOOH; (2) o pré-tratamento de Ohr com 17
equivalentes de t-BOOH por 3 horas torna esta enzima menos eficiente na remocao de ¢-
BOOH, em comparac¢do com amostras pré-tratadas com 1 equivalente deste composto; e (3) o
tratamento de Ohr com 17 equivalentes de --BOOH por sete dias acarreta uma consideravel
perda de atividade enzimatica — que envolve a formagdo de dcido sulfonico no residuo de
Cys-Sp,H, enquanto que o mesmo tratamento com H»O, ndo ocasiona nenhuma inativacio
(Oliveira et al., 2006).

Estes dados permitem uma comparacdo direta entre uma tiél peroxidase de bactérias
(Ohr), resistente a inativacao por hidroperoxidos, e Ahpl de S. cerevisiae. Nossos resultados
mostraram que Ahpl é extremamente resistente a inativacdo por -BOOH, pois amostras
tratadas com um excesso de 60 vezes desse composto por 48 horas ainda retém consideravel
atividade enzimadtica, e amostras tratadas com um excesso de uma vez de t-BOOH apresentam
atividade apenas ligeiramente inferior em comparagdo com amostras nao-tratadas. Portanto,
concluimos que Ahpl € mais resistente que Ohr a inativagdo por t-BOOH, também o sendo,

possivelmente, em comparagdo com AhpC de S. typhimurium ou outras Prxs de bactérias.
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Tal situacdo € bastante distinta daquelas observadas com Tsal e com as PrxI-IV de
humanos, cujos residuos de Cys-SyH sdo bastante suscetiveis a super-oxidagdo (Yang et al.,
2003; Rabilloud et al., 2003; Biteau et al., 2003). Essas observacdes vao de encontro com a
distin¢@o proposta por Wood e col. (2003b): Tsal-2 e PrxI-IV, todas Prxs do tipo A (2-Cys
tipicas) de eucariotos, estdo no grupo das Prxs sensiveis a inativacdo, enquanto que AhpC
encontra-se no grupo das Prxs robustas. Neste trabalho, propomos que Ahp1 (e possivelmente
outras Prxs do tipo D, como PrxV de humanos - Tabela 1) também pertence ao grupo das Prxs
robustas.

De fato, os dois dominios conservados entre as proteinas do grupo das Prxs sensiveis
identificados por Wood e col., os dominios GGLG e YF (Fig. 9; Fig. 27), estdo presentes em
Tsal e Tsa2, mas ausentes em AhpC (Wood et al., 2003b) e Ahpl (Fig. 10). Tais dominios
estdo relacionados com conformagdes espaciais especificas dos sitios ativos das proteinas que

os contém, uma propriedade que serd descrita a seguir.

V.1.3 — Comparacio entre Ahpl e Tsal

Substratos

Os resultados obtidos neste trabalho forneceram diversas informacgdes que permitem
uma comparacdo entre as duas Prxs mais abundantes de S. cerevisiae, Tsal e Ahpl. Em
primeiro lugar, Ahpl apresenta uma maior eficiéncia catalitica sobre hidroperéxidos
organicos, enquanto que Tsal degrada H,O, de maneira mais eficiente que substratos
organicos (Jeong et al., 1999). Esta caracteristica parece estar diretamente relacionada com o
fato de que Ahpl é parcialmente inativada por ~-BOOH, mas nao por H,O, (Figs. 16 e 17), ao
passo que Tsal € inativada por H,0,, e ainda nao foi demonstrado que ela possa ser inativada
por t-BOOH. Estes dados sugerem que o acesso de moléculas de H,O, ao sitio ativo de Ahpl
seja mais restrito em relagao ao de -BOOH, ao contrario do que ocorre com Tsal. De acordo

com essa idéia, dados estruturais obtidos com Ohr de X. fastidiosa (que degrada
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hidroperéxidos organicos mais eficientemente que H,O;), mostraram que a organizacdo de
seu sitio ativo, por envolver residuos de aminodcidos com cadeias laterais hidrofébicas,
restringe o acesso de moléculas de H,O,, mas permite, por outro lado, o acesso de ~-BOOH e
de hidroperéxidos de dcidos graxos (o que foi inferido através de modelagem molecular)

(Oliveira et al., 2006). Uma situacdo semelhante parece ocorrer no sitio ativo de Ahpl.

Inativacao por hidroperoxidos e regenerac¢ao

A descoberta de que as espécies super-oxidadas de Prxs sensiveis a inativagdo podem
ser regeneradas as formas cataliticamente ativas por meio das Srxs e das sestrinas (Biteau et
al., 2003; Chang et al., 2004; Woo et al., 2005; Budanov et al., 2004) acrescentou um novo
nivel regulatério as suas atividades enzimadticas. Com isso, foi mostrado que as atividades
(peroxidésica e de chaperona) de uma série de Prxs podem ser moduladas de modo
dependente do estado redox de suas cisteinas (Georgiou e Masip, 2003; Rhee et al., 2005).

O processo de inativagdo enzimadtica por hidroperdxidos constitui, portanto, um
evento reversivel e controlado, e foi sugerido que tal caracteristica tenha sido selecionada ao
longo da evolugao das Prxs (Wood et al., 2003b). Os dominios GGLG e YF sdo encontrados
em todas as Prxs sensiveis e parecem estar envolvidos, como ja foi dito, com a estabilizacdo
do é4cido sulfinico formado no residuo de Cys-S;H. Esses dominios promovem certo
afastamento entre os residuos da Cys-S,H e da Cys-S;H de uma molécula adjacente,
dificultando a interagdo entre eles apds a geracao de 4cido sulfénico, a0 mesmo tempo em que
permitem a interagdo do 4cido sulfinico em Cys-Sp;H com um residuo conservado de arginina,
que o estabiliza (Fig. 9) (Jonsson et al., 2005). Este tipo de organizagdo espacial parece ser
reconhecido por Srx, em um evento altamente especifico. Em conjunto, essas informagdes
sugerem que as Prxs sensiveis possam funcionar efetivamente como sensores dos niveis de
H,0, presentes no meio intracelular. Ao serem oxidadas e perderem suas atividades

peroxiddsicas, essas proteinas participam de cascatas de sinalizagdo mediadas pela diminui¢do
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das concentragdes de H,O, nas células (Rhee et al., 2005 a,b; Kang et al., 1998; Veal et al.,
2004).

Biteau e col. (2003) e Jang e col. (2004) demonstraram que a formagdo de &cido
sulfinico na Cys-SpH de Tsal e Tsa2 € efetivamente revertida por Srx. Segundo Biteau e col.
(2003), Ahpl nao é reduzida por Srx, embora os autores nao tenham de fato utilizado
amostras de Ahpl super-oxidada nos ensaios, uma vez que as mesmas eram oriundas do
tratamento desta enzima com H,O,, que provavelmente nao gerou acido sulfinico em Ahpl
(Fig. 17). Independentemente disso, o fato de Ahpl nao possuir os dominios GGLG e YF,
assim como AhpC e outras Prxs robustas de bactérias, sugere que ela nao possa ser reduzida
por Srx (Jonsson et al., 2005). Coerentemente com essa idéia, hSrx apresentou atividade de
redutase de 4cido sulfinico apenas em testes realizados com Prxs do tipo A, mas ndo com Prxs
do tipo D (hPrxV) ou B (hPrxVI), as quais também nao possuem os dominios supracitados
(Woo et al., 2005).

Organizacao oligomérica e estrutural

Um outro ponto interessante para comparacao entre Ahpl e Tsal diz respeito as suas
organizacdes oligoméricas em solu¢do. Todas as Prxs que tiveram suas estruturas
tridimensionais resolvidas foram caracterizadas como homodimeros (Wood et al., 2003a;
Trivelli et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que algumas Prxs do tipo A (Tabela 1) de
bactérias e eucariotos sofrem um processo de oligomeriza¢do dependente do estado redox de
seus residuos de cisteina: TPxB ou PrxIl de humanos (Schroder al., 2000) e AhpC de S.
typhimurium (Wood et al., 2002) alternam-se entre uma forma decamérica (0p)s (i.e., um
pentamero de dimeros), na qual os residuos de cisteina estdo reduzidos, e uma mistura de
formas oligoméricas menores (de dimeros a decameros), onde os residuos de cisteina estao
oxidados na forma de ligagdes dissulfeto (Wood et al., 2002 e 2003a). Segundo esses
trabalhos, a formacdo de ligagdes dissulfeto entre os tidis dos residuos de cisteina tende a

desestabilizar a estrutura do decamero.
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Em solugdo, Tsal também foi caracterizada como uma proteina homodimérica (Chae
et al., 1994a). Em nossos estudos cristalograficos com Tsal-C47S, detectamos a sua forma
decamérica quando a proteina foi reduzida previamente com DTT (Fig. 27). Por outro lado,
Jang e col. (2004) demonstraram que Tsal organiza-se de diferentes formas in vivo: em
condi¢des normais de crescimento, Tsal se apresenta como uma mistura de dimeros,
tetraimeros e complexos de baixo peso molecular; mediante a acdo de EROs em altas
concentracoes, grandes mudangas na estrutura quaterndria sao observadas, com Tsal gerando
complexos de alto peso molecular (de até 1.0MDa). Tal mudanca na organizacao oligomérica
estd relacionada com a formacdo de dcido sulfinico no residuo de Cys-S,H (Cys47), sendo,
portanto, dependente do seu estado redox (Jang et al., 2004). Além disso, quando o grupo tidl
de Cys47 estd oxidado em dcido sulfinico (e os complexos de alto peso molecular sio
formados) observou-se que Tsal adquire a fung¢do de chaperona molecular.

Em todas as amostras de Ahpl estudadas neste trabalho, ou seja, tratadas com
diferentes hidroperdéxidos, DTT ou diamida, a proteina apresentou-se unicamente na forma
dimérica, conforme observado por meio de testes de espalhamento dinamico de luz e SAXS
(espalhamento de raios X a baixo angulo) (dados nao apresentados). Coerentemente, os dados
de NMR obtidos por Trivelli e col. (2003) também mostraram que Ahpl organiza-se
basicamente como uma proteina dimérica. Da mesma forma, PrxV de humanos e Prx do tipo
IT de P. trichocarpa, as Prxs mais semelhantes a Ahpl que ja tiveram suas estruturas
tridimensionais resolvidas, apresentam-se unicamente na forma de dimeros, de modo
independente do estado redox das cisteinas (Evrard et al., 2004; Echalier et al., 2005).

Prouzet-Mauléon e col. (2002) sugeriram que a formacdo de espécies super-oxidadas
de Ahpl levasse a uma perda de sua capacidade de dimerizacdo em géis SDS-PAGE, por
impedir a ligacdo dissulfeto entre as cisteinas peroxidasica e de resolu¢dao. No entanto, nossas
andlises nao detectaram tal perda, mesmo quando as amostras comprovadamente continham

espécies super-oxidadas da proteina (Fig. 19). Como as andlises de espectrometria de massas
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ndo sdo quantitativas, sugerimos que apenas uma pequena parcela das Cys-Sp,H tenham sido
superoxidadas.

As diferencas entre Ahpl e Tsal abordadas neste trabalho sdo resumidas na Tabela 6.
Esses resultados sugerem uma diversificacdo funcional entre Ahpl e Tsal. Tsal teria
evoluido para ser uma enzima bifuncional (peroxidase/chaperona), capaz de "sentir" a
presenca de hidroperéxidos e modular sua atividade, enquanto Ahpl atuaria como uma

"faxineira" de per6xidos mesmo quando exposta a altas doses desses compostos.

Tabela 6. Resumo das caracteristicas de Ahpl e Tsal comparadas.

Substratos Dominios  Sensibilidade = Regeneracio Organizacio Atividade
preferenciais GGLG e a inativacio por Srx estrutural de
YF chaperona
Ahpl Orgénicos Ausentes Resistente Nio Dimeros Nao
Tsal H,0, Presentes Sensivel Sim Dimeros, Sim
tetrameros,
decameros

complexos de baixo
e alto pesos
moleculares
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V.2 - Biologia molecular estrutural

A biologia molecular estrutural € uma drea ainda emergente do conhecimento
bioldgico que vem se desenvolvendo bastante nos dltimos anos, particularmente no que diz
respeito ao entendimento de como diferentes proteinas funcionam. Ela é pautada pelo
principio de que a funcdo biolégica que uma proteina desempenha € determinada pela
organizagdo tridimensional que ela apresenta. As estruturas tridimensionais assumidas pelas
proteinas sdo uma conseqiiéncia direta de suas seqiiéncias de aminodcidos, que, geralmente,
contém toda a informacdo necesséria para que uma proteina adquira sua conformagdo correta
no espago.

A atividade biolégica de uma proteina, suas interagdes com outras proteinas,
substratos, co-fatores ou ligantes tém dependéncia direta de sua conformacao estrutural. Sao
conhecidos casos em que eventos de fosforilagdo ou oxidacao de residuos especificos causam
alteracdoes na estrutura tridimensional de uma proteina, acarretando mudancas em suas
atividades bioquimicas. Tendo em vista sua importancia, a caracterizacao estrutural de uma
proteina consiste em uma etapa bastante relevante dos estudos que envolvem a elucidagdo de
suas propriedades bioldgicas e mecanismos de catalise ou transducdo de sinais.

Nesse sentido, nosso laboratério incorporou-se a rede de Biologia Molecular
Estrutural (Smolbnet) da Fapesp, com o intuito de obter informagdes estruturais de proteinas
envolvidas com a defesa anti-oxidante estudadas por nosso grupo, e utilizd-las para
elucidacdo de algumas de suas propriedades bioquimicas que ndo podem ser abordadas por
outros métodos. Este projeto almejava a resolugdo da estrutura tridimensional de Ahpl, em
primeiro lugar, e de Tsal, em colaboragdo com o pds-doutorando Marcos Oliveira.

Como j4 foi dito anteriormente, Ahpl foi objeto de um estudo de ressonancia
magnética nuclear que apresentou um modelo inicial de sua estrutura em solucdo (Trivelli e?
al., 2003). Entretanto, até o presente as coordenadas atdomicas obtidas neste trabalho ndo

foram disponibilizadas a comunidade cientifica. Os residuos que participam do sitio ativo
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foram apontados no modelo, mas nao houve informacgdes suficientes para fazer inferéncias
sobre a superficie da molécula, o que seria importante para o entendimento da acessibilidade
do sitio ativo de Ahpl a diferentes substratos, como foi feito com Ohr de X. fastidiosa
(Oliveira et al., 2006). Uma outra informacgdo relevante, que nao foi disponibilizada pelo
estudo de Trivelli e col. (2003) e poderia ser util para um melhor entendimento do ciclo
catalitico de Ahpl, diz respeito aos residuos envolvidos com a interface dimérica desta
proteina, que, como exposto acima, organiza-se nessa forma de modo independente do estado
redox de suas cisteinas (Trivelli et al., 2003). Todos esses dados poderiam ser comparados
com aqueles obtidos para PrxV de humanos (Declercq et al., 2001; Evrard et al., 2004), a Prx
de mamiferos mais semelhante a Ahpl, mas que, no entanto, apresenta grandes diferencas
bioquimicas e organizacionais. Por exemplo, a resolu¢do do acido sulfénico formado na Cys-
SpH durante a catalise se dd por meio da formagdo de uma ponte dissulfeto intramolecular, ao
contrario de Ahpl, que forma dissulfetos intermoleculares (Jeong et al., 1999; Verdoucq et
al., 1999).

Porém, infelizmente nao foi possivel a resolucao da estrutura tridimensional de Ahpl.
Praticamente todas as etapas necessdrias para obtenc¢do da estrutura foram realizadas nesta
tese, desde a expressdo e purificacdo da proteina, passando pelas triagens de cristalizagao,
difracdo de raios X, processamento e reducdo dos dados e tentativas de resolu¢dao do problema
das fases. O resultado final, isto €, a resoluc@o da estrutura, depende do sucesso de todas as
etapas anteriores, o que € uma caracteristica inerente a biologia molecular estrutural.

No intuito de resolvermos o problema das fases, que foi o "gargalo" encontrado neste
trabalho, as quais sdo perdidas nos experimentos de difracdo e constituem uma informacao
sine qua non para a obtencdo de mapas de densidade eletronica de alta qualidade, diversas
abordagens foram empregadas. Devido a impossibilidade de resolvermos a estrutura por
substituicdo molecular - provavelmente em razdo da baixa identidade de Ahpl com as

proteinas utilizadas para a busca (Figs. 21-23), a estratégia de difracdo de cristais com dtomos
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pesados incorporados também foi empregada. Nesse contexto, diversos conjuntos de dados de
difracdo de cristais teoricamente contendo 4tomos pesados incorporados por diferentes
métodos (Tabela 4) foram coletados e processados, mas também nao apresentaram resultados
satisfatorios. Nossa dltima estratégia, o uso de uma versao "pesada" de Ahpl, i.e. contendo a
incorporagdo de Se-Met nos residuos de metionina, para experimentos de MAD
(Multiwavelength Anomalous Dispersion) na nova linha de luz do LNLS (MX-02), também
ndo forneceu dados satisfatérios.

Independentemente dos resultados negativos obtidos com Ahpl, consideramos
satisfatorio o desenvolvimento desta linha do trabalho, pois ela permitiu o aprendizado de
diversas metodologias da drea de cristalografia de proteinas, com as quais ndo éramos
familiarizados. Nosso laboratério vem trabalhado na caracterizagdo de vérias proteinas de
leveduras e bactérias envolvidas com a defesa anti-oxidante, € o contato com técnicas e
informacdes estruturais tem sido muito util para as linhas de pesquisa do grupo. Infelizmente,
as comparacdes almejadas entre Ahpl e Tsal, que seriam bastante aprofundadas com a
obtencdo da estrutura de Ahpl, nao foram possiveis.

Em relagcdo a Tsal, ndo hd informacdes estruturais disponiveis sobre essa proteina na
literatura. A proteina mais proxima de Tsal que ja teve sua estrutura resolvida é PrxII de
humanos (Schroder et al., 2000), que foi exatamente a proteina utilizada como modelo de
busca para substituicio molecular (66% de identidade com Tsal). Ao contririo do que
ocorreu com Ahpl, a estrutura de Tsal contendo a substituicdo Cys47—Ser foi resolvida
através deste procedimento (Fig. 27; Anexo II).

Muito se questiona a respeito das razdes para se estudar estruturas de proteinas que
apresentam identidade tao alta com outras cujas estruturas ja sdo conhecidas. Nesse contexto,
algumas diferencas conhecidas entre Tsal e Tsa2 devem ser ressaltadas. Embora estas duas
proteinas apresentem 86% de identidade (96% de similaridade) e muitas semelhancas

funcionais, elas ndo possuem fung¢des completamente redundantes, suas expressdoes nao sao
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reguladas da mesma forma, além de que elas apresentam diferencas significativas no que
tange ao micro-ambiente do sitio ativo, especialmente ao valor de pK, dos residuos de Cys-
SpH (Wong et al., 2002; Munhoz e Netto, 2004; Ogusucu et al., 2007). Ogusucu e col. (2007)
demonstraram que os valores de pK, das Cys-S,H sdo diferentes entre as duas proteinas: 5.4
para Tsal e 6.3 para Tsa2, o que € uma informacao surpreendente dada a alta identidade entre
elas, particularmente nos residuos que compdem os sitios ativos (ver Fig. 2 do Anexo II). A
estrutura obtida de Tsal, além de ser ttil para esclarecer alguns aspectos de suas fungdes
bioldgicas, poderd também ser utilizada no futuro como modelo de busca de substitui¢ao
molecular para Tsa2. Tal comparac¢do permitird determinar em definitivo as diferencas entre
as duas proteinas.

PrxI e PrxII de mamiferos também fornecem exemplos importantes de como proteinas
com alta identidade, podem ter func¢des distintas. PrxI e PrxII apresentam identidade de 78%
(91% de similaridade); o alinhamento de suas seqiiéncias mostram a presenca de um residuo
de cisteina em PrxI (Cys83) que ndo € encontrado em PrxII (ver Fig. 2 do Anexo II).
Recentemente, Lee e col. (2007) apresentaram dados estruturais e bioquimicos que
demonstraram que de fato estas duas proteinas ndo sdo completamente redundantes: enquanto
PrxI apresenta melhor atividade de chaperona, PrxII funciona como uma melhor peroxidase
(Lee et al., 2007). Quando o residuo Cys83 de PrxI foi mutado para serina, a versdo mutante
assemelhou-se a PrxIl, adquirindo uma maior eficiéncia catalitica enquanto peroxidase, em
comparacdo com a versdo selvagem. Em conjunto, essas observagdes confirmam a
importancia de se ter informagdes estruturais para caracterizacdo bioquimica de proteinas.
Mesmo proteinas que apresentam altas identidades e similaridades possuem propriedades

distintas, que sdo muitas vezes de dificil identifica¢do por outros métodos.
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V.3 - AHPI: Regulacio génica e relacoes com catalase

Diferentes estudos forneceram informagdes sobre a resposta de leveduras a situacdes
de estresse oxidativo (revisdo em Jamieson, 1998; estudos protedmicos em Godon et al.,
1998; Vido et al., 2001; Le Moan et al., 2006). De modo geral, observa-se uma aparente
redundancia entre as proteinas envolvidas com a resposta anti-oxidante de leveduras. Como
exemplo, sdo conhecidas diferentes proteinas citosdlicas com a habilidade de remover H,O,,
como catalase (Cttl), as glutationa peroxidases e Prxs, como Tsal, Tsa2 e Ahpl, e a
expressdo dos genes que as codificam sdo induzidas na presenca deste composto.
Considerando a complexidade do ambiente intracelular, especialmente de células eucaridticas,
um passo importante do entendimento de como as células respondem a estimulos especificos,
e.g. a presenca de compostos oxidantes, consiste na discriminacdo de possiveis papéis
especificos desempenhados por diferentes proteinas anti-oxidantes.

Nesse contexto, as funcdes fisioldgicas de Ahpl foram pouco exploradas desde os
relatos iniciais que mostraram, entre outras coisas, a indu¢do da expressdao génica e protéica
por hidroperéxidos, e os fendtipos de hipersensibilidade de células A-ahpl a ~-BOOH,
diamida e sulfato de cddmio (Godon et al., 1998; Jeong et al., 1999; Lee et al., 1999 a e b).
Assim, um dos objetivos iniciais do trabalho era definir uma ou mais condicdes fisiologicas
em que a presenga de Ahpl se revelasse mais importante para as células de leveduras.
Objetivavamos encontrar um efeito semelhante ao descrito por Demasi e col. (2001 e 2006),
onde se mostrou que Tsal € particularmente importante em situacdes em que a mitocondrias
estdo inativas (uso de antimicina A) e gerando altos niveis de EROs.

A proteina de fusdo GFP-Ahpl foi caracterizada como uma proteina citosdlica, em
células crescendo em YPD (Park ef al., 2000). Por outro lado, a presenca de GFP-Ahpl em
mitocondrias foi reportada, quando as células foram crescidas em meio contendo 4cido oléico
como fonte de carbono (Farcanasu et al., 1999). Este trabalho, no entanto, foi muito pouco

citado em estudos posteriores, constituindo até hoje uma observa¢do nao comprovada ou
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reproduzida. Nesse controverso contexto, a andlise da seqii€ncia de aminoacidos de Ahpl
revelou semelhancas com proteinas de membranas peroxissomais de fungos, como Pmp20 de
Candida boidinii, que apresenta 42% de identidade com Ahpl (Jeong et al., 1999; Lee et al.
1999a). Além disso, a regido C-terminal de Ahpl apresenta o motivo AHL (Fig. 10), que é
semelhante a seqiiéncia sinal de exportagdo de proteinas para peroxissomos, cujo consenso ¢é
S(A) K(H/R) L(I) (Gould et al., 1988). Essas caracteristicas levantaram a possibilidade
tedrica de Ahpl ser uma proteina peroxissomal. Interessantemente, PrxV, a peroxirredoxina
de H. sapiens que possui maior identidade com Ahpl, apresenta localizacdo celular variada,
tendo sido descrita em mitocondrias, peroxissomos e citosol em células de humanos (Wood et
al., 2003a).

A metabolizacdo de acido oléico € exclusivamente peroxissomal em leveduras, uma
vez que as enzimas envolvidas pela B-oxidacédo de 4cidos graxos se encontram confinadas a
este microambiente. Dessa forma, em células crescidas em oleato, a atividade mitocondrial e a
producdo endégena de EROs sdo elevadas, uma vez que este composto ndo € utilizado pela
via fermentativa (Hiltunen et al., 2003).

Leveduras possuem duas isoformas de catalase, uma citosolica (Cttl) e outra
peroxissomal (Ctal). Levando em conta o aumento da produ¢do de EROs em células
respiratoriamente ativas, € esperada em resposta uma inducdo da expressdo de genes e
enzimas anti-oxidantes, particularmente de CTAI — que é reprimido por glicose, nessas
condi¢des. No entanto, experimentos de viabilidade de células mutantes A-ctal em meio
contendo 4cido oléico como fonte de carbono demonstraram que o metabolismo de 4cidos
graxos em leveduras é independente da presenca da isoforma peroxissomal de catalase
(Hiltunen et al., 2003). Da mesma forma, a isoforma citosélica Cttl também ndo se mostrou
necessdria para o crescimento apropriado em oleato. Em conjunto, essas observacoes

suscitaram o seguinte questionamento, que foi explorado nesse trabalho: a fung¢do de Ahpl
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apresenta alguma relacdo com Ctal, ou, em outras palavras, a auséncia de Ctal em células
crescidas em dcido oléico seria de alguma forma compensada por Ahp1?

Os primeiros resultados obtidos mostraram que a mera auséncia de CTAI (e,
consequentemente, de catalase nos peroxissomos) nao acarreta um aumento na expressao do
gene AHPI em células crescidas em dcido oléico (Fig. 28B). No entanto, quando as mesmas
células foram tratadas com hidroperéxidos por 30 minutos (H,O,, ~-BOOH ou Cu-OOH),
verificou-se um nitido aumento da expressao do gene AHPI, fato este que nao foi observado
de modo tdo pronunciado em células selvagens crescidas nas mesmas condi¢des. Vdrias
repeticoes desse experimento e andlises de densitometria, que levam em conta os niveis de
expressdo génica em relacdo as quantidades de RNA total aplicados em cada canaleta
(mensurados através dos controles, isto €, as bandas de rRNA), confirmaram esta observacao.
A primeira vista, esses dados indicaram a ocorréncia de um processo especifico de ativacio
do gene AHPI, quando células A-ctal crescidas em oleato sdo tratadas com hidroperéxidos,
em especial, H,0,.

Experimento semelhante foi realizado usando como fonte de carbono glicerol, cuja
metabolizacdo, assim como a de oleato, depende da cadeia respiratéria mitocondrial, mas ndao
induz a atividade peroxissomal. Nesse caso, o0 mesmo padrdo de expressdo de AHPI em
células A-ctal foi observado (Fig. 33), em relacdo as células crescidas em oleato (Fig. 28B).
Por outro lado, em glicose, a auséncia do gene CTAI ndo levou a uma indugao especifica da
expressao de AHPI por H,O,, sendo esta equivalente aquela observada em células selvagens
(Fig. 28A). Assim, concluimos que a auséncia de catalase nos peroxissomos leva a inducao
especifica da expressdo do gene AHPI apenas quando as células crescem em fontes de
carbono respiratérias e sdo tratadas com hidroperéxidos. E importante ressaltar novamente
que a expressao de Ctal € fortemente reprimida por glicose (Hortner et al., 1982). Dessa

forma, € de se esperar que, em glicose, a homeostase redox celular dependa pouco de Ctal.
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O fato de a auséncia da isoforma citosélica de catalase (gene CTTI) nao acarretar o
mesmo efeito que a de Ctal sobre a expressao de AHPI nas condicdes estabelecidas (Fig. 34)
sugere uma relacdo entre Ahpl e processos oxidativos que ocorrem nos peroxissomos ([3-
oxidagdo de dcidos graxos) e mitocondrias (cadeia transportadora de elétrons). A participacdo
efetiva de Ahpl nesse contexto, todavia, € de dificil avaliagdo.

Para avaliar até que ponto a presenca de Ahpl se mostra necessdria para as células que
nao possuem Ctal, realizamos uma simulacdo desta situacao através da inibi¢do da atividade
catalasica (Ctal e Cttl) com aminotriazol (ATZ), e monitoramento do crescimento de culturas
tratadas ou ndo com diferentes hidroperéxidos. Era esperado que células A-ahpl crescendo
em oleato, na auséncia de atividade cataldsica (o que simula, grosso modo, o genétipo triplo
mutante A-ahpl ctal cttl), apresentassem um fendtipo de sensibilidade ao tratamento com
H,0; e outros peréxidos. Esta hipotese foi confirmada, ja que células selvagens tratadas com
ATZ e H,0, cresceram cerca de 20% a mais que células A-ahpl nas mesmas condicdes (Fig.
35). Assim como a expressdao de AHPI nao € alterada pela mera auséncia do gene CTAI em
células crescidas em oleato, a falta de atividade catalasica também ndo acarreta uma maior
sensibilidade a células A-ahpl crescidas em oleato. Esses dados forneceram uma evidéncia de
que a hipétese levantada a partir dos resultados dos experimentos de expressao génica, isto €,
a ativacdo do gene AHPI em células A-ctal tratadas com H,0,, corresponde, a0 menos em
parte, a reais efeitos fisiologicos observados no crescimento celular. Ao mesmo tempo,
entretanto, indicam também a cooperagdo de outras proteinas na defesa destas células, ja que
o efeito observado ndo foi de hipersensibilidade a H,O,, mas sim de uma sensibilidade
moderada. Uma perspectiva desses estudos seria analisar fenétipos de mutantes duplos ou
triplos tratados com ATZ e H,0,.

Para avaliar se a delecio do gene CTA!I induz também a expressdo de genes que

codificam outras Prxs de leveduras, seus niveis de expressao foram determinados. Os padrdes
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de expressdo dos genes que codificam as enzimas Prx1 e Tsa2 foram muito semelhantes
aquele observado com AHPI em células crescidas em oleato (Figs. 30 e 31), enquanto que o
do gene TSAI nao (Fig. 32). O gene TSAI é conhecido por ser bastante expresso em glicose,
mesmo em condicdes basais, o que estd de acordo com o fato de esta ser uma proteina
abundante no citoplasma de leveduras (Kim et al., 1989; Park et al., 2000). TSA2, por sua vez,
apresenta niveis de expressdo bastante reduzidos em condi¢des basais, tanto em glicose como
em glicerol, sendo bastante induzivel por hidroperéxidos (Munhoz e Netto, 2004). A
expressdo de PRX1 é desreprimida em baixas concentracdes de glicose, e também € bastante
indutivel por tratamento com perdxido (Monteiro et al., 2002). Todos esses padrdoes foram
observados em nossos experimentos, o que contribui para a verificacdo de que os efeitos
determinados em oleato nao sao frutos de possiveis artefatos nas andlises. Assim, a resposta
celular a condicdo de estresse por H,O,, quando crescem em condicdes respiratérias na
auséncia de Ctal, parece envolver além de Ahpl também Prx1 e Tsa2.

De acordo com esta idéia, quando os genes TSA2 ou PRXI estdo ausentes em células
que crescem em oleato, observamos um aumento significativo da expressao basal de AHPI
nessas condi¢des (Fig. 29), o que ndo foi observado em células selvagens. Ja a expressdao
basal de AHPI em células A-tsal crescidas em oleato ndo mostrou um aumento relevante em
relacdo a células selvagens.

A cooperacdo entre proteinas anti-oxidantes € uma caracteristica deste sistema de
defesa celular, dada a redundancia parcial entre proteinas com funcdes similares e a
coordenacgdo das expressdes génica e protéica em resposta a estimulos especificos (Hallywell
e Gutteridge, 1989; Netto, 2001; Godon et al., 1998). Nosso grupo recentemente demonstrou
a existéncia de um processo cooperativo entre Tsa2, Tsal e catalases, na protecdo de células
contra HO, (Munhoz e Netto, 2004). Neste trabalho, verificou-se que células A-tsa2
apresentam hipersensibilidade a --BOOH, mas nao a H,O,, embora a enzima Tsa2 nao possua

uma maior especificidade por hidroper6xidos organicos. Como extratos de células A-tsa2
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apresentam niveis elevados de atividade cataldsica, em comparac¢do com células selvagens ou
A-tsal, foi sugerido que as catalases sejam especificamente responsdveis pela protecao destas
células ao estresse com H,O, (Munhoz e Netto, 2004). Uma situacdo similar parece ocorrer
em células A-ctal ou quando a atividade cataldsica € inibida em células selvagens, nas quais
acreditamos que Ahpl assuma um papel cooperativo importante no crescimento em condi¢des
respiratorias e sob estresse oxidativo.

A cooperacdo entre Tsal e Tsa2 na defesa contra os estresses oxidativo e nitrosativo
também foi relatada na literatura (Wong et al., 2002). Um outro exemplo que demonstra a
redundancia parcial entre proteinas anti-oxidantes e indica a existéncia de sistemas de
cooperacao entre elas foi fornecido com a construc@o de linhagens mutantes para as diferentes
Prxs de leveduras (Wong et al., 2004). Células que ndao possuem nenhuma das cinco
isoformas de Prx (A-prx) sdo hipersensiveis ao estresse oxidativo (principalmente a t-BOOH),
mas ainda assim sdo vidveis. Células A-prx apresentam niveis elevados de expressdo de genes
envolvidos com a defesa anti-oxidante, como C7TT1 e GPX2 (glutationa peroxidase 2), mesmo
na auséncia de estimulo com hidroperéxidos. Os autores sugeriram a partir destes dados a
existéncia de cooperacdo entre Prxs, catalase e glutationa peroxidase citosdlicas na defesa
celular (Wong et al., 2004).

Em conjunto, os dados de expressdao génica obtidos neste trabalho permitiram as
seguintes conclusdes: (1) a expressao do gene AHPI em células crescidas em condi¢des de
metabolismo respiratério exibe uma relacdo com processos oxidativos que ocorrem nas
mitocondrias e nos peroxissomos; (2) esse sistema envolve também os genes TSA2 e PRXI e
as proteinas por eles codificadas, as quais, quando ausentes, acarretam aumentos nos niveis de
expressdo de AHPI em condi¢des basais de crescimento em dcido oléico; (3) nas condig¢des
de metabolismo respiratério, sob o estimulo com H,O,, a auséncia de catalase peroxissomal,
mas ndao de catalase citosOlica, parece ser compensada por Ahpl, Tsa2 e Prxl, e

provavelmente também por outras proteinas. Um esquema deste cendrio, englobando as
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proteinas envolvidas na condi¢do estudada nos experimentos de expressdo génica, €

apresentado na Figura 37.

CITOSOL

PEROXISSOMO

MITOCONDRIA
_>

B-oxidagdo o\ lacetil Co-A)

|

T Cadeia respiratéria

T EROs

AHPI

TSA2

PRX1

A-ctal
NUCLEO

Figura 37. Esquema de uma célula de levedura, apresentando genes e proteinas envolvidos com a defesa
na condicio de metabolismo respiratorio e auséncia de Ctal. O esquema representa o nicleo celular, onde,
quando o gene CTAI é deletado, ocorre uma indugdo da expressdo dos genes AHPI, TSA2 e PRXI quando as
células crescem em oleato e sdo submetidas ao tratamento com H,0,. Prx1 migra para a mitocondria, onde esta
envolvida com a remog¢ao de EROs geradas pelo metabolismo respiratério. Como ndo hé catalase peroxissomal,
H,0, pode acumular no peroxissomo (onde ocorre a B-oxidagéo dos dcidos graxos — fonte de acetil-CoA para o
metabolismo respiratdrio) e atingir o citosol. Tsa2 e Ahpl localizam-se no citosol, onde estdo envolvidas com a
remog¢do de H,0, proveniente dos peroxissomos e do meio extracelular. Outras protefnas (representadas pelos
simbolos ??), também estdo envolvidas nesse processo. A presenga hipotética de Ahpl em peroxissomos

também € representada.
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Devido as controvérsias acerca da localizac@o celular de Ahpl (citosol, mitocondria e
peroxissomo), também era de nosso interesse investigd-la na condi¢do de crescimento das
células em 4cido oléico. Como ja foi exposto, Farcanasu e col. (1999) relataram a presenca de
Ahpl em mitocondrias nessa condi¢c@o. Neste trabalho, foi realizado um experimento de sub-
fracionamento de células crescidas em glicose e em oleato para abordar tal problematica.
Entretanto, infelizmente ndo obtivemos dados precisos sobre a localizacao celular de Ahpl. A
presenca de Ahpl em peroxissomos, se verificada, seria uma informacao que contribuiria de
modo decisivo para o modelo proposto por nossos experimentos. Tal dado, todavia,
permanece um desafio para futuros trabalhos.

Nossos resultados contribuiram para a caracterizacdo da resposta de leveduras ao
estresse oxidativo em situagdes nas quais 0s peroxissomos sdo bastante ativos (crescimento
em oleato), que ainda sdo pouco estudadas. Nossos estudos mostraram que essa resposta ¢é
bastante complexa e envolve vdrias enzimas anti-oxidantes. Além disso, nossos resultados
demonstram que Ahpl é particularmente relevante em situacdes em que a levedura € exposta
a estresse oxidativo por peréxidos organicos. Pretendemos investigar em trabalho futuros o
envolvimento de Ahpl na detoxificagdo de peréxidos organicos gerados em situacdes nas

quais o peroxissomo € ativo.
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VI - CONCLUSOES

Ahpl € uma Prx exclusivamente dimérica, que apresenta maior eficiéncia na
remogao de peroxidos organicos do que de H,0»;

Ahpl € capaz de remover hidroperéxidos de acidos graxos, que constituem possiveis
substratos desta proteina fisiologicamente;

Ahpl € wuma peroxirredoxina extremamente resistente a inativacdo por
hidroperdxidos organicos, ao contrario de Tsal, devendo, portanto, ser classificada
como uma Prx robusta;

A estrutura decamérica de Tsal apresenta os motivos caracteristicos encontrados em
Prxs sensiveis a inativacdo (motivos GGLG e YF) em regides proximas ao sitio
ativo;

A auséncia do gene AHPI torna as leveduras bastante sensiveis ao tratamento com
hidroperdxidos organicos (e.g., t-BOOH), quando estas se encontram na condicdo de
metabolismo respiratério, com seus peroxissomos ativos (crescimento em dcido
oléico);

Na condicao de crescimento em 4cido oléico, quando as células ndo tém a isoforma
peroxissomal de catalase e sdo tratadas com hidroperéxidos, hd uma relacio entre as
expressdes de AHPI, TSA2 e PRXI e processos bioquimicos que ocorrem nos
peroxissomos € nas mitocondrias;

Nesta situacdo, Ahpl, Prx1 e Tsa2 contribuem, junto com outras proteinas, na defesa

anti-oxidante celular.
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VII - RESUMO

A reducgdo incompleta de oxigénio a d4gua durante a respiragdo celular resulta na formacao de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), compostos oxidantes que podem, em determinadas
situagodes, gerar quadros sérios de estresse oxidativo celular. Células aerdbicas sao equipadas
com um complexo sistema de defesas anti-oxidantes para lidar com esta situagdo.
Peroxirredoxinas constituem uma familia de enzimas anti-oxidantes com a habilidade de
remover hidroper6xidos a custa de um agente redutor que contenha tidis, protegendo
biomoléculas de danos oxidativos. Ahpl e Tsal sdo as duas peroxirredoxinas mais
abundantes da levedura Saccharomyces cerevisiae, podendo cada uma constituir até 1% do
total de proteinas soluveis celulares. Neste trabalho, foi realizada a caracterizacdo de algumas
propriedades bioquimicas de Ahpl, principalmente no que diz respeito as suas preferéncias
por substratos e sensibilidade a inativacdo por hidroperdxidos, as quais foram comparadas
com as de Tsal. Diversos cristais de Ahpl foram obtidos e difrataram com resolu¢do méxima
de 1.8A. Diversas estratégias para a resolucdo de sua estrutura tridimensional foram adotadas,
sem sucesso. Por outro lado, a estrutura tridimensional preliminar de Tsal foi resolvida,
buscando relacionar as caracteristicas funcionais da proteina com a sua organizacdo espacial.
Em uma outra linha, relacdes entre a regulacdo do gene AHPI em condigdes fisioldgicas
especificas com a de outros genes que codificam enzimas anti-oxidantes foram reveladas.
Ahpl, em conjunto com as outras Prxs Tsa2 e Prx1 parece desempenhar um papel importante
na defesa contra o estresse oxidativo em situagdes nas quais 0s peroxissomos estao ativos e

ndo possuem catalase.
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VIII - ABSTRACT

The incomplete reduction of oxygen to water during respiration results in the formation of
Reactive Oxygen Species (ROS), oxidizing compounds, which can generate severe cellular
oxidative stress. Aerobic cells are equipped with a complex defense system to cope with this
condition. Peroxiredoxins make up a family of antioxidant enzymes with the ability to remove
hydroperoxides at the expense of a thiol-containing reducing agent, thereby protecting
biomolecules from oxidative damage. Ahpl and Tsal are the two most abundant
peroxiredoxins in the yeast Saccharomyces cerevisiae, each one making up to 1% of the
cellular soluble proteins. In this work, we carried out a biochemical characterization of some
of Ahpl’s properties, particularly of its substrate preferences and sensitivity to inactivation by
hydroperoxides, which have been compared to those of Tsal. In one approach, Ahpl crystals
were obtained and diffracted at 1.8A resolution. Several methods were unsuccessfully
employed in the attempt to solve Ahpl structure. On the other hand, the three-dimensional
structure of Tsal was solved, aiming to correlate its functional properties with its spatial
organization. In another part of the work, relations between the regulation of AHPI and other
Prx genes were revealed. Ahpl, together with Tsa2 and Prxl1, appears to carry out an
important role in the cellular defense against oxidative stress, in conditions where

peroxisomes are active and devoid of catalase.
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IX — ANEXOS

IX.1 - Anexo I

Artigo de revisao publicado no periédico Comparative Biochemistry and Physiology, section

C: Toxicology and Pharmacology [ Comp. Biochem. Physiol. C 146: 180-93 (2007)]

“Reactive cysteine in proteins: Protein folding, antioxidant defense, redox signaling and
more”

Netto, L.E.; de Oliveira, M.A.; Monteiro, G.; Demasi, A.P.; Cussiol, J.R.; Discola, K.F.;
Demasi, M.; Silva, G.M.; Alves, S.V.; Faria, V.G.; Horta, B.B.
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IX.2 — Anexo 11

Artigo aceito publicado no periddico Acta Crystallographica, section F [Acta Crystallog. F

63: 665-8 (2007)]

“Crystallization and preliminary X-ray analysis of a decameric form of cytosolic thioredoxin

peroxidase 1 (Tsal), C47S mutant, from Saccharomyces cerevisiae”

Oliveira, M. A.; Genu, V.; Discola, K.F.; Alves, S.V.; Netto, L.E.S.; Guimaries, B.G.
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