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RESUMO

A formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode ocorrer durante 0 metabolismo
celular, por exemplo pela via da fosforilagao oxidativa nas mitocondrias ou pela via de B-oxidacéo
de &cidos graxos que, pode ocorrer nos peroxissomos ou mitocondrias, e causa a liberacdo de
peroxido de hidrogénio. Em Saccharomyces cerevisiae, a -oxida¢do ocorre estritamente nos
peroxissomos. Assim, buscando lidar com esses oxidantes, as células aerobicas possuem um
complexo sistema de defesa antioxidantes, ainda ndo completamente elucidado. Essas leveduras
tem metabolismo preferencialmente fermentativo e quando cultivadas em glicose sofrem represséo
catabolica. Portanto, em meios de cultura respiratérios, como em Etanol, por exemplo, ndo ocorre
a repressao catabolica de enzimas responsaveis pela biogénese mitocondrial.

S. cerevisiae possui cinco enzimas antioxidantes: Tsal, Tsa2, Prx1, Dot5 e Ahpl. Esta
ultima, com capacidade de reduzir mais eficientemente alquil-hidroperdxidos. Outras seis enzimas
podem reduzir peréxidos na levedura, como as catalases (Ctal e Cttl), a Citocromo C peroxidase
(Ccpl) e as glutationas peroxidases (Gpx1, Gpx2 e Gpx3). Essas enzimas podem ter sua expressao
induzida diferencialmente de acordo com o meio de cultivo. No caso de Gpx1, a expressdo €
induzida em meio contendo oleato, e este também induz a proliferacdo peroxissomal. Nessas
condicBes, Gpx1 esta localizada no peroxissomos, bem como a Ctal. Ahpl apresenta 0 motivo
AHL na sua extremidade ¢ terminal que se assemelha a sequéncia PTS1 envolvida no
enderecamento de proteinas ao peroxissomos.

Neste trabalho, foi realizada a analise e caracterizacdo de fendtipos de leveduras mutantes
para proteinas supostamente envolvidas na defesa de oxidantes gerados pelo peroxissomos, com
énfase no mutante dahp 1. Nossos resultados indicaram que Ahpl tem papel relevante na resposta
a insultos oxidativos promovidos por perdxidos organicos ou inorganicos adicionados
exogenamente, em diferentes condi¢Bes metabdlicas. Além disso, mostramos que Ahpl apresenta
localizagéo citosolica nas condiges metabolicas analisadas.

Mostramos ainda que na auséncia de Tsal, Ahpl atua como um possivel mecanismo

compensatério, tendo um aumento expressivo nos seus niveis proteicos. Ainda nessa perspectiva,



mostramos que, linhagens que tem um aumento em niveis proteicos de Ahpl, como a linhagem
Atsal, tem maior resisténcia a peroxidos derivados de acidos graxos adicionados exogenamente.
Finalmente, em analises bioquimicas e cinéticas, revisitamos o ciclo catalitico de Ahpl,
confirmando o papel de Cys31 como cisteina de resolucdo e Cys62 como cisteina peroxidasica.
Nessas analises, observamos que a presenca da cauda Histag na regido N-terminal de Tiorredoxina
1 (Trx1) interfere na sua afinidade com Ahpl. Em paralelo, anélises das estruturas disponiveis em
bancos de dados, indicaram que Ahpl passa por alteracGes conformacionais ao longo de seu ciclo
catalitico que se assemelham aos estados FF (“fully fold”) e LU (“locally unfolded”’) bem descritos
para 2-Cys Prxs tipicas (subfamilia Prx1/AhpC) e que estdo envolvidos na formacao e reducédo de

pontes dissulfeto intermolecular.
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ABSTRACT

The formation of reactive oxygen species (ROS) occurs in cellular metabolism, for example
during oxidative phosphorylation in the mitochondria, or in some cases, during the B-oxidation of
fatty acids, which can occur in the peroxisomes or mitochondria, and causes the release of hydrogen
peroxide. In Saccharomyces cerevisiae, p-oxidation occurs strictly in the peroxisomes. Thus,
aerobic cell displays a complex antioxidant defense system to deal with these oxidants, which were
not completely elucidated. This yeast preferably utilizes glucose as a carbon source through a
fermentative metabolism, leading to a process known as catabolic repression. Therefore, in a
respiratory culture media, such as those containing ethanol as carbon source, the catabolic
repression of enzymes responsible for mitochondrial biogenesis does not occur.

S. cerevisiae has five antioxidant enzymes: Tsal, Tsa2, Prx1, Dot5, and Ahpl. The latter,
with the ability to more efficiently reduce alkyl hydroperoxides. Other six enzymes can reduce
peroxides in yeast, such as catalases (Ctal and Cttl), Cytochrome C peroxidase, and Glutathione
Peroxidases (Gpx1, Gpx2, and Gpx3). These enzymes may have their expression induced
according to the culture medium. In the case of Gpx1, expression is induced in medium containing
Oleate, and this medium also induces peroxisomal proliferation. Under these conditions, Gpx1 is
located in the peroxisomes, as well as catalase A (Ctal). Ahpl has the AHL motif at its C-terminal
end that resembles the PTS1 sequence involved in targeting proteins to peroxisomes.

In this work, the analysis and characterization of phenotypes of mutant strains for proteins
supposedly involved in the defense of oxidants generated by peroxisomes, with emphasis on the
Aahpl mutant, was carried out. Our results indicated that Ahpl plays a relevant role in response to
oxidative insults promoted by exogenously added organic or inorganic peroxides, under different
metabolic conditions. Furthermore, we showed that Ahpl presents cytosolic localization under all
the metabolic conditions analyzed.

We also showed that in the absence of Tsal, Ahpl acts as a possible compensatory
mechanism, with a significant increase in its protein levels. In addition, we showed that strains that
had an increased Ahpl protein levels, such as the Atsal strain, had greater resistance to exogenous

added peroxides derived from fatty acids.
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Finally, we revisited the catalytic cycle of Ahpl, performing in biochemical and kinetic
analyses, though which we confirmed the roles of Cys31 as a resolution cysteine and Cys62 as a
peroxidase cysteine. In these analyses, we observed that the presence of a His-tag at the N-terminal
end of thioredoxin 1 (Trx1) interferes with its affinity with Ahpl. We also performed analyzes of
the structures available in databases, which indicated that Ahpl undergoes conformational changes
throughout its catalytic cycle that resemble the FF (“fully fold”’) and LU (“locally unfolded”) states,
very similar to typical 2-Cys Prxs (Prx1/AhpC subfamily) and which are involved in the formation

and reduction of intermolecular disulfide bonds.
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INTRODUCAO

I. A levedura Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae é um eucarioto unicelular com ciclo de vida curto e possui
organizagao celular que se assemelha ao de eucariotos mais complexos. Apresenta alta taxa de
recombinacdo homdloga, o que lhe confere facilidade para sofrer modificacdo génica a partir de
um DNA (Acido desoxirribonucleico) recombinante, além de ser facilmente cultivada em meios
de cultura distintos (SHERMAN, 2002; CASTRILLO; OLIVER, 2004). Tem estabilidade entre
seus estados haploides e diploides, o que possibilita a anélise de fendtipos de mutantes com delecéao
total ou parcial de genes e estudos de complementariedade (SHERMAN, 2002). Seu genoma foi
totalmente sequenciado, com cerca de seis mil genes anotados (GOFFEAU et al., 1996).
Atualmente, colecBes de mutantes por delecéo estdo comercialmente disponiveis, fazendo com que
essas leveduras possam ser utilizadas nas mais diversas areas, bem como em estudos a respeito da
biologia humana (CASTRILLO; OLIVER, 2004). Devido a essas caracteristicas varios avangos
para a compreensao de defesas antioxidantes ja foram alcan¢ados com a utilizacao desse organismo
como modelo.

Embora essa levedura seja facilmente cultivada em meios de cultura distintos, seu
metabolismo é preferencialmente fermentativo, especialmente, utilizando a glicose como fonte de
carbono (HORTNER et al., 1982; GALDIERI et. al., 2010; OLIVARES-MARIN et al., 2018).
Quando em meios ricos com glicose, apresenta uma curva de crescimento caracteristica e bem
definida, que apresenta quatro fases, como mostra a figura 1: A fase Lag (1) € o estagio de
aclimatacdo das células ao ambiente, aqui as células aumentam de tamanho, mas ainda néo se
proliferam. Na segunda fase, chamada de Fase log (2), as células apresentam metabolismo
fermentativo, catabolizando glicose pela via da Glicolise, e gerando ATP’s (Adenosina trifosfato);
as células tém sua duplicacdo em escala exponencial logaritmica, resultando em alta proliferacéo
celular. A terceira fase, diauxia (3), ocorre quando a glicose se torna escassa, acarretando em uma
diminuicdo da velocidade de proliferagéo celular e levando a uma mudanga no metabolismo da
levedura, de fermentativo para respiracao aerdbica, via fosforilacdo oxidativa. Essa diminuicdo da

divisdo celular, culmina na fase estacionaria (4), em que a populacdo de células se mantém

13



constante. Aqui, o ciclo celular tem sua fase Gi prolongada e a proliferacdo cessa. Na fase
estaciondria, as células estdo estressadas pela falta de nutrientes e acimulo de metabdlitos toxicos,
principalmente, pelo metabolismo oxidativo. Contudo, a proliferacdo pode ser retomada, com a
adicdo de glicose ao meio de cultura (Fig. 1) (NEWCOMB et. al., 2003; GALDIERI et. al., 2010;
OLIVARES-MARIN et. al., 2018).

Embora a fase de diauxia (Fig. 1, passo 3) seja caracterizada por uma mudanca do
metabolismo fermentativo para o respiratério, alguns autores sugerem que a levedura S. cerevisiae
apresenta um metabolismo misto (respiratorio/fermentativo), que resulta na producéo de etanol,
assim que a concentracdo externa de glicose atinge 0,8 mM, ou seja, controlando a fermentacéo e
respiracdo, principalmente, pelos niveis de actucar (OTTERSTEDT et al., 2004).

Durante a fase estacionaria (Fig. 1, passo 4), quando a glicose se extingue, a proliferacdo
cessa, a parede celular é espessa, ha mais abundancia de mitocéndrias e seu material genético esta
condensado, mas de maneira distinta de como ocorre na metafase. Essa compactacéo da cromatina
requer a acao de Histonas (GALDIERI et. al., 2010), ha aumento em seus estoques de glicogénio,
trealose, triacilglicerois, e provavelmente, polifosfatos, além de induzirem autofagia (NODA,;
OHSUMI, 1998; NEWCOMB et. al., 2003; GALDIERI et. al., 2010). Ha também um aumento da
biogénese e proliferacdo peroxissomal (RAJVANSHI; ARYA; RAJASEKHARAN, 2017). Devido
a isso, as mudangas intracelulares nessa fase se assemelham as mudangas de células submetidas a

estresse, como por exemplo, inducdo de genes de proteinas de choque térmico (heat-shock genes).

WT BY4741
2.0 Diauxia
1.54
2 1.0-
~
° |L
0.5+ Faselag
0.0 T ¥ '
0 200 1000 1500

Tempo (minutos)

Figura 1: Modelo de curva de crescimento da levedura selvagem de BY4741 em meio rico contendo glicose. A
curva de crescimento mostra as adaptacdes metabolicas utilizadas pela levedura em meio rico liquido contendo glicose.
Inicia-se com a (1) Fase lag, fase de aclimatacdo das células; depois, Fase log (2), fase de crescimento exponencial em
escala logaritmica; (3) Diauxia; e a fase estacionaria (4).
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Em fases pds-diauxia e estaciondria de leveduras crescidas em glicose ocorre uma queda
nos niveis de fonte de carbono e de nutrientes. Nesse contexto, a homeostase energética celular
parece ser mantida pela acdo dos fatores de transcricdo Msn2p/Msn4 (Multicopy suppressor of
SNF1 mutation proteins 2 and 4), que estdo relacionados com a regulacdo positiva de genes
envolvidos no metabolismo de acidos graxos, que sdo ativados em resposta a baixa oferta de
glicose. Por outro lado, a via cAMP (Cyclic adenosine monophosphate) dependente de PKA
(Proteina Kinase A) (CAMP-PKA), é ativada em resposta a niveis elevados de glicose
(RAJVANSHI; ARYA; RAJASEKHARAN, 2017). Os fatores de transcricdo Msn2p/Msn4 sdo
regulados negativamente pela via CAMP-PKA. Eles também regulam positivamente a expressdo
de mais de 90% dos genes relacionados com varios tipos de estresse, como: térmico, osmotico, por
privacio de Carbono e estresse oxidativo (D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; LEE et. al., 2008;
PETKOVA et. al., 2010; RAJVANSHI; ARYA; RAJASEKHARAN, 2017). Além de ja terem sido
relacionados com a via TOR (Targeting of Rapamycin) (RAJVANSHI; ARYA,;
RAJASEKHARAN, 2017). Essas leveduras quando cultivadas em meio com glicose, apresentam
uma reducdo nos niveis de varias proteinas. Algumas destas sdo degradadas, e outras enzimas que
sdo importantes para 0 metabolismo de outras fontes de carbono, como o Etanol/glicerol por
exemplo, tem sua expressdo génica reprimida por glicose. Esse fendmeno é conhecido como
repressao catabolica (JOHNSTON; CARLSON, 1992; GANCEDO, 1998).

Vérias vias de metabolismo de outras fontes de carbono sdo reprimidas na presenca de
glicose, como por exemplo, proteinas peroxissomais. No caso destas, a inducéo é dependente de
Adrl (Alcohol Dehydrogenase Il synthesis Regulator - YDR216W) e do complexo SNF1p
(Sucrose NonFermenting - YDR477W) (SIMON et. al., 1992; GANCEDO, 1998; FILIPITS et. al.,
1993; GALDIERI et. al., 2010; RAJVANSHI; ARYA; RAJASEKHARAN, 2017). O complexo
Snfl é formado por uma subunidade reguladora, trés subunidades adicionais e por SNF1, que é a
subunidade catalitica (GALDIERI et. al., 2010). SNF1p é uma serina/treonina quinase ativada em
condigdes de limitacdo de glicose, que promove a desrepressao de genes reprimidos por glicose
(RAJVANSHI; ARYA; RAJASEKHARAN, 2017).

Outras fontes de Carbono, como Etanol/glicerol, ndo induzem repressdo catabdlica e podem
induzir a acdo de fatores de transcricdo (OTTERSTEDT et al., 2004). Neste caso, Adrl é requerido
para crescimento em meios contendo glicerol, pois a utilizagdo deste depende dos genes GUT]1,
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que codifica uma proteina glicerol quinase; e GUT2, que codifica uma e sn-glicerol 3-fosfato
desidrogenase. A inducao de GUTL1 é fortemente diminuida em mutantes nulos Adrl, porém essa
mutacdo ndo mostrou efeitos sobre GUT2, embora esse gene tenha uma sequéncia que poderia
favorecer a ligacdo de Adrl. Estes dois genes estdo envolvidos no metabolismo do glicerol
(GANCEDO, 1998).

O glicerol esté envolvido no metabolismo das leveduras por vias distintas: 1) ele pode ser
utilizado como fonte de carbono em condigdes aerdbicas; ou, 2) pode ser um subproduto quando a
glicose, e outros aclcares fermentaveis, sdo convertidos em etanol. A via de metabolismo do
glicerol se da pela sua fosforilacdo por uma proteina glicerol quinase, seguida pela oxidacéo do
glicerol-3-fosfato, que €é catalisada por uma enzima mitocondrial FAD-dependente (Flavina
Adenina Dinucleotideo), a Glicerol 3-fosfato Desidrogenase (mtGPD), liberando um FADH2 e
formando o Fosfato de di-hidroxiacetona (Dihydroxyacetone phosphate), que entra na via
glicolitica (NEVOIGT; STAHL, 1997). Essa mtGPD se localiza na membrana interna das
mitocondrias e tem sua expressdo génica controlada pela repressdo por glicose (GANCEDO;
GANCEDQO; SOLS, 1968; KLINGENBERG, 1970; NEVOIGT; STAHL, 1997). Assim, em meio
Etanol/glicerol, ha um aumento de atividade mitocondrial.

Acidos graxos também podem ser utilizados como uma fonte alternativa de Carbono e
atuam positivamente sobre determinados fatores de transcri¢do, que ativam proteinas importantes
para 0 seu metabolismo. Evidéncias mostram que os fatores de transcri¢cdo Oafl (Oleate-Activated
transcription Factor - YALO51W) e Pip2 (Oaf2) (Peroxisome Induction Pathway - YOR363C),
sdo ativados por acidos graxos, e estdo envolvidos na inducdo de biogénese de peroxissomos e
transcricdo de enzimas para a via de -oxidagdo. Ambos tem sua transcri¢do reprimida por glicose
(ROTTENSTEINER et al., 1996; GANCEDO, 1998; FARCASANU et al., 1999; GURVITZ,
ROTTENSTEINER, 2006; PLETT; CHARON; LINKA, 2020; JOSHI, 2021).

Il.  Processos Redox e Estresse Oxidativo
As fungdes celulares dependem crucialmente de processos e reagdes biogquimicas
especificas que ocorrem de maneira sincronizada dentro das células. Varias dessas reagdes em vias
de sinalizacdo dependem da transferéncia de elétrons de um atomo para outro, ou seja, processos
de oxido-reducdo. Essas reacGes podem causar alteracdes locais ou sistémicas na homeostase redox
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pela atividade de um pro-oxidante (ou antioxidante), que podem levar a um estresse redox,
desencadeando diversas respostas celulares, desde modulagdes sutis na sinalizagdo celular até
danos oxidativos graves, tanto em organelas como no DNA. A acdo desses oxidantes, se serdo
moléculas sinalizadores ou danosas as células, depende de indmeros fatores, como: espécie
quimica, concentracdo, localizacdo, cinética de producdo e eliminacdo (revisado por
D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; FRANSEN; LISMONT, 2018).

Varios locais nas células produzem oxidantes, tanto espécies reativas de oxigénio (ROS —
Reactive Oxigen Species), quanto espécies reativas de Nitrogénio (RNS — Reactive Nitrogen
Species), naturalmente devido ao metabolismo celular, (revisado por SCHRADER; FAHIMI,
2006; D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; HERRERO et al., 2008; FRANSEN: LISMONT,
2018). Peroxissomos, por exemplo, contém oxidases peroxissomais dependentes de flavina, que
produzem H>O> como parte normal da sua atividade catalitica. Além disso, peroxissomos abrigam
Xantina oxidase e Oxido Nitrico Sintetase (NOS2) que séo fontes de radical anion superoxido (O2~)
e oxido nitrico (NO"), respectivamente (HERRERO et al., 2008; FRANSEN; LISMONT, 2018).
Em condigdes fisiologicas, a principal fonte de ROS intracelular provém do extravasamento de
elétrons (e") da cadeia de transporte de e, que ocorre nas mitocdndrias (HERRERO et al., 2008).

O termo ROS compreende uma variedade de moléculas derivadas do oxigénio molecular
(02), enquanto os radicais livres sdo espécies com um ou mais elétrons desemparelhados
(SCHRADER; FAHIMI, 2006; D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; HERRERO et al., 2008). O
oxigénio molecular, mesmo que contenha dois elétrons desemparelhados em sua camada externa,
sendo um bi-radical, ndo é muito reativo. Quando ocorre a excitacdo de um desses e
desemparelhados, 0 seu spin muda, e a espécie resultante é o oxigénio singlete, que é muito reativo,
apesar de ndo ser um radical livre. Por outro lado, quando o oxigénio molecular é reduzido em um
e, produz o O2", que é relativamente estavel e é um radical livre. Este, no entanto, é precursor da
maioria das formas de ROS e é um mediador de rea¢des oxidativas (HERRERO et al., 2008). Esse
O2" pode ser dismutado de maneira espontadnea ou ser catalisado pelas enzimas superéxido
dismutases (SODs) e gerar H2O2, e este pode reagir rapidamente com varias peroxidases e ser
reduzido a &gua (SCHRADER; FAHIMI, 2006; HERRERO et al., 2008):

SODs
02" +02"+ 2H" > H202 + Oz (Dismutagdo do O2™)
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Por outro lado, o O2" pode reagir com H202, numa reagao catalisada por metais e gerar o
radical hidroxila (OH), que € um potente oxidante e tem reatividade indiscriminada. O "OH pode
causar peroxidacdo lipidica, danos na membrana peroxissomal e perda de funcéo dos peroxissomos
(SCHRADER; FAHIMI, 2006; D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; HERRERO et al., 2008):

02"+ Hx02 > 02 + OH' + OH’ (Reagéo de Haber-Weiss)

A reacdo de Haber-Weiss pode ser decomposta em duas reacdes. Em uma delas, o H20>
reage com ions de metais de transicdo reduzidos, como o Ferro (Fe*?) ou Cobre (Cu*), gerando
‘OH, essa reacdo € chamada de reacdo de Fenton (SCHRADER; FAHIMI, 2006; HERRERO et.

al., 2008). Na outra reacio, o O™ reduz metais de transi¢do oxidados, como o Ferro (Fe*3) ou Cobre
(Cu*?), gerando o oxigénio molecular. A soma dessas duas reagdes € a reacdo de Haber-Weiss, na

qual os metais de transicdo ciclam da forma reduzida para oxidada.

H,0 + Fe?" (Cu*) & Fe3* (Cu?") + OH" + OH' (Reacdo de Fenton)

02" + Fe¥* (Cu?) > O, + Fe?* (Cu")

A reacdo de Fenton pode ser um fator inicial de peroxidacdo lipidica via formacdo de OH"
(AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A peroxidagio
lipidica é descrita como a deteriora¢do oxidativa de lipidios (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015). Peroxidos derivados de acidos graxos, sao formados durante o ataque de radicais livres a
grupos metileno das cadeias carbdnicas -CHz- destas moléculas, principalmente quando esse grupo
-CHa>- estdo proximos de Carbonos insaturados e configuram uma fonte importante de danos a
membranas (EVANS et al., 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Logo, quanto mais
insaturagdes esse acido graxo apresentar, maior a probalidade dele ser atacado por esses radicais e
gerar produtos toxicos, como o radical Carbono (C°), por exemplo, como mostram as vias abaixo.
Por outro lado, os peroxidos de lipidios podem reagir com Fe?* de maneira similar ao H.0>
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
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C=C + OH" > OH + C-C’ (reagéo por adicdo OH")
ou
-CH2- + OH" - -"CH- + H20 (reagéo de abstracéo H")

Esses radicais livres centrados no Carbono, em condic¢des aerdbicas, podem reagir com o
O2, que pode estar concentrado dentro das membranas, e levar a formagéo do radical peroxila
(ROO" ou RO"%). Esse ROO" pode reagir com H" de um lipideo por meio de uma reacéo de abstragéo
de H’, e formar o hidroperdxido de lipideo, ou peroxido de lipideo, (COOH). Esse COOH, por sua
vez, pode resultar num radical peroxil, e atacar outra dupla ligacdo no mesmo residuo de acido
graxo. A reacdo de abstracdo de H" pode ocorrer em diferentes pontos da cadeia de carbono
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

-CH2- + ROO" - -"C- + ROOH (reacgéo de abstracdo H")

Em condic¢Bes em que ha pouco O, esse radical centrado no Carbono, pode reagir com ele
mesmo ou com outros componentes celulares, como os grupos -SH nas proteinas (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2015). Ainda assim, enzimas removedoras de H20. ou agentes quelantes que se
ligam a ions de Ferro (reacdo de Fenton), podem evitar a reacdo destes radicais, resultando numa
inibicdo da peroxidagdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Para combaterem todos esses desafios redox, as células desenvolveram defesas
antioxidantes, tanto enzimaticas (catalases, superdxidos dismutases, glutarredoxinas (Grx),
tiorredoxinas (Trx) e peroxirredoxinas (Prx)), como ndo-enzimaticas (glutationas redutases (GSH),
acido ascorbico, acido lipdico e a-tocoferol) (D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007; MONTEIRO
et. al., 2007; FRANSEN; LISMONT, 2018). Contudo, um desbalanco na homeostase redox, quer
seja mais oxidativo, quer seja mais redutivo, podem levar a morte celular (FRANSEN; LISMONT,

2018). Alem disso, o estresse redox ou oxidativo, pode ser causado por pro-oxidantes exogenos.
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I1l1.  Peroxissomos

A nomenclatura ‘peroxissomo’ foi definida em 1966 (DE DUVE; BAUDHUIN, 1966),
baseada na sua funcao bioquimica: possuem pelo menos uma enzima que produz H2O>, as Oxidases
(Fig. 2 A, 1) e uma que o decompde, as Catalases (Fig. A, 2). As Catalases podem reduzir o H20>
a H20, por dois mecanismos distintos: 1) peroxidasico, que requer um doador de e-, R'H2 (Fig. 2
A, 1), ou Il) catalasico, no qual uma segunda molécula de H.O> serve como doadora de e~ (Fig. 2
A, 1l) (DE DUVE; BAUDHUIN, 1966; LAZAROW; KUNAU, 1997; SCHRADER; FAHIMI,
2006). Contudo, a presenca das oxidases faz dos peroxissomos, fontes de oxidantes intracelulares
(SCHRADER; FAHIMI, 2008).

Os peroxissomos sdo organelas ubiquas, delimitadas por uma membrana, com uma matriz
rica em proteinas, tem diametro de aproximado de 0,1-0,2um. S&o organelas muito frageis e podem
ser facilmente danificadas durante o fracionamento celular (LAZAROW; KUNAU, 1997,
REGLINSKI et. al., 2020; FERREIRA; CARVALHO, 2021; CARMICHAEL; SCHRADER,
2022). Estdo envolvidos em inimeros processos metabolicos, principalmente, o e B-oxidacdo de
acidos graxos, biossintese de plasmogénios, oxidacdo de aminoacidos e sintese de precursores do
colesterol (BAUDHUIN; BEAUFAY; DE DUVE; BAUDHUIN, 1966; NOVIKOFF;
NOVIKOFF, 1972; LAZAROW,; KUNAU, 1997; SCHRADER; FAHIMI, 2006; GURVITZ;
ROTTENSTEINER, 2006; VELDHOVEN, 2010; FUJIKI, 2016; PRINZ; JOSHI et. al. 2018;
OKUMOTO et al., 2020; PRINZ; TOULMAY; BALLA, 2020; REGLINSKI et al., 2020; JOSHI,
2021). Em plantas e fungos, os peroxissomos também sdo responsaveis pelo ciclo do glioxilato
(LAZAROW; KUNAU, 1997; PLETT; CHARON; LINKA, 2020; JOSHI, 2021).

Essas organelas sdo estruturas celulares dindmicas e podem interagir com outras organelas
para fim de troca de metabdlitos, sinalizacdo e proliferacdo/divisdo. Assim também a utilizacdo de
subprodutos de uma organela, podem servir como precursores em outras. Analises da relacdo entre
reticulo endoplasmaético (RE) e peroxissomo mostraram que, durante a proliferacdo peroxissomal,
0 RE é uma fonte de membrana, lipideos e proteinas para divisdo e crescimento de peroxissomos
preexistentes (BAUDHUIN; BEAUFAY; DUVE, 1965; NOVIKOFF; NOVIKOFF, 1972; PRINZ;
TOULMAY; BALLA, 2020; JOSHI, 2021).

Durante a biogénese peroxissomal essas organelas podem alterar seu nimero, tamanho (de
0,1-0,2um para 0,5um) e abundancia, e assim, todas as vias metabdlicas necessarias sao alteradas
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para proliferagéo peroxissomal (LAZAROW; KUNAU, 1997; REGLINSKI et al., 2020; JOSHI,
2021). A inducdo de biogénese peroxissomal em S. cerevisiae e estimulada pela adicéo de &cidos
graxos ao meio de cultura. Em organismos como Pichia pastoris e Yarrowia lipolytica, quando
cultivados em meios de cultura contendo acido oleico, proliferacdo peroxissomal também é
favorecida (LAZAROW; KUNAU, 1997; JOSHI, 2021).

Os promotores de alguns genes de S. cerevisiae tém motivos especificos que séo
responsivos a exposicao a acidos graxos. Por exemplo, os promotores de genes de Catalase A
peroxissomal (Ctal) e a Oxoacil Tiolase Peroxissomal (POT1/FOX3), apresentam uma sequéncia
de nucleotideos especifica em resposta ao acido oleico, CGGNNNTNA (onde N pode ser qualquer
outro nucleotideo) (FILIPITS et. al., 1993; LUSHCHAK; GOSPODARYQV, 2005) e ambos sdo
reprimidos por glicose (SIMON et. al., 1995). Além de que, o0 gene para a enzima Ctal apresenta
elementos de ativacdo por Adrl e tem sua transcricdo controlada por Snfl, proteinas envolvidas
em desrepressédo de genes reprimidos por glicose (FILIPITS et. al., 1993).

Peroxissomos tem uma biogénese Unica que os diferem das demais organelas, que consiste
em: 1) fornecimento de lipideos e proteinas de membrana peroxissomal pelo RE, formando uma
vesicula precursora peroxissomal; e, 2) fornecimento de proteinas de matriz pelo citosol,
importadas através do sistema de importacdo de proteinas peroxissomais (VAN DER ZAND et al.,
2012; CARMICHAEL; SCHRADER, 2022; PRINZ; TOULMAY:; BALLA, 2020; JOSHI, 2021).
O processo de importacdo de proteinas para o peroxissomo é crucial para bom funcionamento dos
peroxissomos e para 0 metabolismo geral da célula (LAZAROW,; KUNAU, 1997). Estudos de
protebmica, estimam que peroxissomos humanos contém cerca de 90 proteinas, e cerca de 80%
dessas proteinas sdo de matriz organelar e todas sdo importadas, bem como proteinas importantes
de membrana peroxissomal (VELDHOVEN, 2010).

Esse processo de importacdo proteica é extremamente importante, pois quando tal
importacdo é deficiente ou inexistente, resultam em peroxissomos defeituosos ou disfuncionais.
Assim, qualquer desordem nesses peroxissomos culminaria em sérios problemas para as células,
quer sejam de levedura ou de mamiferos. Em humanos, as desordens na biogénese peroxissomal
(em inglés: Peroxisome biogenesis disorders - PBDs) ou na importacdo de enzimas peroxissomais
acarretam em sindromes e doencas graves e sdo conhecidas como Doencas do Espectro de

Zellweger (em inglés: Zellweger spectrum disorder - ZSD) (REGLINSKI et al., 2020;
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OKUMOTO et al., 2020). Contudo, deficiéncias de proteinas associadas aos peroxissomos em
células humanas, também podem causar disturbios peroxissomais graves, como, por exemplo:
adrenoleucodistrofia (ALD), uma doenca genética metabolica, hereditaria, recessiva e rara, com
carater degenerativo. Nesta doenca os 6rgdos afetados sdo as glandulas adrenais e suprarrenais,
podendo afetar também o sistema nervoso central e levar a destruicdo das bainhas de mielina. E
causada por uma deficiéncia, ou ndo producao, da proteina ALDP (Adrenoleukodystrophy protein),
que transfere &cidos graxos de cadeia muito longa (AGCML) para dentro dos peroxissomos.
Quando ndo importados para serem metabolizados nos peroxissomos, os AGCML ficam
armazenados no citosol, causando citotoxicidade celular.

Outras doencas genéticas que estdo associadas a defeitos nos peroxissomos sdo a doenca
de Refsum e a acatalasemia (auséncia das Catalases) (SHIMOZAWA et al., 1992; FUJIKI, 2016;
LIPINSKI et al., 2019; HE et al., 2021). Até o ano de 2021, 14 genes de peroxinas (genes PEX)
foram relacionados com as ZSD (HE et al., 2021), sendo a mutagdo no gene PEX1 a mais comum,
frequente em 58% dos casos, seguido pelo gene PEX 6 (16%) e PEX 12 (9%) (MA; AGRAWAL,
SUBRAMANI, 2011; HE et. al., 2021).

Em células de mamiferos, a p-oxidacdo de acidos graxos ocorre tanto nas mitocondrias
como em peroxissomos, por meio de reacdes similares, mas com enzimas diferentes e por
substratos diferentes. Em plantas e fungos, todo processo de B-oxidagdo ocorre exclusivamente nos
peroxissomos (LAZAROW,; KUNAU, 1997; revisado por HILTUNEN et. al., 2003; LIAN;
ZHAO, 2014; REGLINSKI et al., 2020; PRINZ; TOULMAY; BALLA, 2020; OKUMOTO et al.,
2020). Em leveduras, a via de p-oxidacdo € a responsavel pelo metabolismo dos &cidos graxos,
independentemente do tamanho da sua cadeia (LAZAROW; KUNAU, 1997; HILTUNEN et. al.,
2003; LIAN; ZHAO, 2014; PRINZ; TOULMAY; BALLA, 2020). Resumidamente: essa via tem
inicio a partir da ativacdo do acido graxo pela Acetil-CoA sintetase que catalisa a adi¢cdo de um
grupo polar CoA ao acido graxo, agora Acil-CoA. Este pode entdo, ser reconhecido pelos
receptores Pxal/Pxa2 (Fig. 2 B, passo 1). Ao passar pela membrana do peroxissomo, o Acil-CoA
é oxidado a trans-2-enoyl-CoA pela oxidase Pox1p/Fox1lp (Fig. 2 B, passo 2). Nesse processo
ocorre a primeira quebra do acido graxo por Pox1p/Fox1p que transfere os elétrons diretamente
para 0 O, gerando H20.. Esse H20; gerado € decomposto por Ctal, resultando em H20 e O (Fig.

2 B, passo 3). Ap6s esse processo, a trans-2-enoyl-CoA é convertida a 3-cetoacil-CoA ((3R)-
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hidroxi) pela enzima Mfe2p/Fox2p (Fig. 2 B, passo 4). Esse Cetoacil-CoA ((3R) -hidroxi), sofre
entdo uma clivagem tiolitica pela enzima Potl/Fox3, gerando, acetil-CoA (Fig. 2 B, passo 5).
Entdo, o Acetil-CoA, é direcionado para as mitocondrias, podendo entrar no Ciclo de Krebs
(HILTUNEN et. al., 2003; OHDATE; INOUE, 2012; PRINZ; TOULMAY; BALLA, 2020) (Fig.
B 2, passo 6).

Pratps - 0. Catalasen, ~~:0+0:
| N2 ey ACII-COA = J
Acil-CoA H:0;
Sintetase Pox1p/ 0
Fox1p "
Cn-C=C-C-CoA
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s-2-enoyl-CoA
A MFE1\{

Acetil-CoA : )
Hidroxiacil-CoA
NAD*
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Pot1/ +H
Fox3p

Oxidoses

02—7—T‘ Hzoz Cotolose ZHQO
RH, R, 3-Cetoacil-CoA
R'Hy R'

I Peroxissomo

Mitocdndria

Figura 2: Resumo da via de B-Oxida¢do de 4cidos graxos de cadeia longa nos Peroxissomos. Em A, Oxidases
reduzem o O a H,0», pela oxidacdo de um substrato RH; (1) Catalases (2), que podem reduzir o H,0, a H,O por dois
mecanismos: I) peroxidasico, o qual requer um doador de e~ (R*H2). Ou, 1) mecanismo catalitico, em que uma segunda
molécula de H20, serve como doadora de e~. Fonte: DE DUVE; BAUDHUIN, 1966 (adaptado). Em B, esquema
simplificado da B-oxidacdo &cidos graxos em leveduras, onde &cidos graxos de cadeia longa ou curta, sdo
metabolizados nos peroxissomos. Fonte: A autora.

A via de B-oxidacdo é uma fonte importante de H202 nas células, e a detoxificacéo deste é
importante para evitar que ocorra um acumulo excessivo, que podem culminar em danos celulares,
como ou até mesmo dano no DNA (revisado por SCHRADER; FAHIMI, 2006). Assim, as
catalases sdo enzimas relevantes nesse contexto.

S. cerevisiae apresenta dois genes para catalases, CTA1 e CTT1 (Catalase T)
(SKONECZNY; CHELSTOWSKA; RYTKA, 1988; HILTUNEN et al., 2003; HERRERO et al.,

2008). A catalase peroxissomal (Ctal) tem sua expressdo induzida por &cido oleico; porém, Cttl
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(citosolica) ndo tem sua expressdo induzida pelo mesmo &cido graxo (LAZAROW; KUNAU,
1997), e estd mais relacionada a um papel mais geral como antioxidante e tem sua expresséo
induzida por varios tipos de estresse, como calor, osmotico, provacdo e estresse oxidativo
promovido H202 (GRANT; PERRONE; DAWES, 1998). Ctal parece ter papel importante como
eliminador de H202 em meios respiratorios (SKONECZNY; CHELSTOWSKA; RYTKA, 1988),
como em Etanol (2%) ou Acido Oleico (0,5%), nos quais ha um aumento da atividade dessa
proteina (83 units/mg e 568 units/mg de proteina, respectivamente) (SKONECZNY;
CHELSTOWSKA,; RYTKA, 1988), o que indica um aumento de atividade peroxissomal. Porém,
Ctal ndo parece ser uma proteina exclusivamente peroxissomal, j& sendo localizada em
mitocdndrias, principalmente, em meios respiratérios (Oleato 0,5%), atuando também como
eliminador de H20O, gerado nas mitocondrias (PETROVA et. al., 2004).

Em meio contendo acido oleico como fonte de carbono, Ctal parece ter papel relevante na
detoxificacdo do H2O> gerado durante o processo de B-oxidacdo (Fig. 3 A) (HERRERO et al.,
2008), embora, ndo participe diretamente da [-oxidacdo e sua auséncia ndo acarrete perda de
viabilidade (Fig. 3 B) (HILTUNEN, et al., 2003). Assim, outras enzimas podem atuar nesse passo
de detoxificacéo.

Mais recentemente, foi demonstrado que uma Glutationa Peroxidase (Gpx1) é importante
também na reducdo de H20 gerado no peroxissomo (OHDATE; INOUE, 2012). Essas enzimas
tem grande capacidade de decompor perdxidos e usam o sistema Glutationa para sua reducao
(INOUE et. al., 1999). S. cerevisiae apresenta trés GPxs (INOUE et. al., 1999): Gpx1, que tem
expressao induzida por meio com &cido oleico e apresenta localizacdo na matriz peroxissomal e
também em mitoc6ndrias, sendo regulada positivamente pelos fatores de transcricdo Msn2/Msn4
(OHDATE; INOUE, 2012); Gpx2, que apresenta localizacdo mitocondrial e foi relacionada a
esporulacdo de S. cerevisiae (UKAI et. al., 2011); e, Gpx3 ja foi localizada em nucleo, citosol e
mitocondria (KRITSILIGKOU et. al., 2017). Essas GPxs apresentam também uma atividade
fosfolipideo peroxidase, importante para protecéo contra peroxidacéo lipidica (AVERY; AVERY,
2011).

Em leveduras cultivadas em meio contendo Oleato, a delecdo das Gpx2 e Gpx3, ndo parece
ser relevante. Mas, na linhagem com a dele¢ao da Gpx1 (Agpx1), o crescimento das leveduras é
afetado (OHDATE; INOUE, 2012) (Fig. 3 A).
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Porém, vale ressaltar que, essas leveduras, quando crescidas em meio contendo oleato, ja
estdo sob um estresse oxidativo endogeno, pois neste caso, o processo de f-oxidagdo € um gerador

de H202 no peroxissomo (Fig. 2 B).
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Figura 3: Resposta de leveduras BY4741 da dele¢do de Ctal ou Gpx1 em meio contendo glicose ou &cido oleico.
Em A, Curva de crescimento de leveduras em meio com 2% de glicose até a Asionm=1, depois transferidas para meio
contendo &cido oleico (0,15%) (Ohdate e Inoue, 2012). Em B, Diluigdo seriada de leveduras crescidas em condiges
respiratorias induzidas por meio contendo &cido oleico como fonte de carbono. Wild type, leveduras selvagens; ctalA,
leveduras nulas para o gene CTA1 (matriz peroxissomal); pex5A, leveduras nulas para o gene PEX5 (membrana
peroxissomal), adaptado de Hiltunen et. al., 2003.

Leveduras quando crescidas em meios contendo acidos graxos como fonte de Carbono,
apresentam ao redor das colonias a formacdo de uma zona clara que circunda toda a colénia, o que
indica que as leveduras estdo metabolizando o acido graxo do meio de cultura a partir da B-oxidacéo
(Fig. 3B) (HILTUNEN et. al., 2003). Quando esse processo esta ausente ou deficiente, as coldnias
ndo apresentam a zona clara, como ocorre na linhagem nula para o gene da Peroxina 5 (Apex5),
por exemplo, em que as leveduras ndo sdo capazes de metabolizar o &cido oleico pela auséncia de
atividade peroxissomal (Fig. 3 B) (HILTUNEN et. al., 2003). Assim, na auséncia de Ctal, mesmo
que as leveduras apresentem um crescimento mais lento do que as leveduras selvagens (Fig. 3 A),
aparentemente sdo capazes de, em periodos mais prolongados recuperar o crescimento. Os ensaios
de diluicéo seriada, em que o aparecimento de col6nias demora dias para acontecer, mostram um
fendtipo das linhagens selvagem e Actal muito similar (Fig. 3 B) (HILTUNEN et. al., 2003). Além
disso, uma zona clara aparece ao redor de colonias da linhagem Actal (Fig. 3 B), indicando que o

processo B-oxidacdo ndo foi prejudicado.
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Isso indica que Ctal néo atua diretamente no processo de B-oxidacdo, mas indiretamente e
que outras enzimas com capacidade de remocéo de H2O> sejam requeridas para remover esse
peroxido. Vale ressaltar que, o0 H2O2 gerado nos peroxissomos, pode sair da organela e chegar ao
citosol, onde pode ser detoxifcado por outras enzimas antioxidantes, como as Gpxs e as
Peroxirredoxinas (FRANSEN; LISMONT, 2018; COX; WINTERBOURN; HAMPTON, 2010).

IV. Peroxirredoxinas (Prxs)

A primeira Prx descrita, foi a de S. cerevisiae, onde 0s autores notaram que havia uma
protecdo da enzima Glutamina Sintetase contra oxidacdo, em um sistema que incluia tiés reduzidos
para gerar H.O> (KIM et. al., 1988). As analises levaram a uma proteina de 25kDa, cujo efeito
protetor s6 se detectava quando algum composto tidlico era utilizado como doador de elétrons,
como o DTT por exemplo. Como essa proteina era dependente de tiés para manter a sua atividade
protetora, ela foi denominada Thiol-Specific Antioxidant (Tsal) (CHAE et. al., 1993; NETTO, et.
al., 1996). Estudos simultaneos em Salmonella typhimurium identificaram uma proteina homdloga,
conhecida como ‘“alkylhydroperoxide reductase”, e era importante para conferir resisténcia ao
estresse oxidativo (JACOBSON, et. al., 1989). Viu-se que muitas proteinas homélogas
compartilhavam dessa atividade peroxidase, e o termo peroxirredoxina foi adotado desde entdo
(CHAE, et. al., 1994; RHEE; CHAE; KIM, 2005; COX; WINTERBOURN; HAMPTON, 2010).

As Prxs formam uma familia de peroxidases com atividade baseada em um residuo de
cisteina que sdo conservadas em procariotos e eucariotos. Essa familia de enzimas ramifica-se em
subclasses com sequéncias de aminoacidos bastante distintas entre si. Apesar dessas diferencas,
essas enzimas possuem, em seu sitio catalitico, uma arginina (R) totalmente conservada que auxilia
na estabilizacdo do tiolato (RS?) (HALL et al., 2011) (Fig. 4). Aléem disso, apresentam 0 motivo
Pxxx(T/S)xxC que contempla residuos do sitio ativo (Fig. 4) (NELSON et al., 2011; TAIRUM et.
al., 2012; POOLE; NELSON, 2016). Essas enzimas sdo capazes de detoxificar rapidamente H205,
hidroperdxidos organicos (ROOH) e peroxinitrito (OONO") (TACHIBANA et. al., 2009; NELSON
et al., 2011; TAIRUM et. al., 2012). S&o reconhecidas, também, como sensores bioldgicos de
perdxidos ja que essas enzimas sdo muito abundantes e reativas (D’AUTREAUX; TOLEDANO,
2007; WINTERBOURN; HAMPTON, 2008; NETTO; ANTUNES, 2016).
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S. cerevisiae apresenta cinco Prxs: Tsal (YMLO28W) e Tsa2 (YDR453C), que estéo
presentes no citosol (WONG et. al., 2002). Tsal é a peroxidase dependente de tiol mais abundante
no citosol (91% do total de Prxs de levedura) (TACHIBANA et. al., 2009), enquanto Tsa2 é
altamente induzivel (PARK et al., 2000; MUNHOZ; NETTO, 2004). Dot5 (YILO10W), presente
no nucleo (CHA et. al., 2003; PARK et al., 2000) e Prx1 (YBL064C) que apresenta localizacdo
mitocondrial (PEDRAJAS et. al., 2000; PARK et al., 2000). Além de Ahpl, proteina alvo desse
estudo, que apresenta localizacdo citosdlica quando cultivada em meio contendo glicose. Sendo
também a segunda Prx mais abundante em leveduras, 3,9% do total (LEE et. al., 1999a; PARK et
al., 2000; TACHIBANA et. al., 2009).
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Figura 4: Alinhamento das cinco peroxirredoxinas presentes em S. cerevisiae. Alinhamento das sequéncias de
proteinas das cinco peroxirredoxinas presentes nas leveduras. O quadrado vermelho marca o motivo catalitico
(Pxxx(T/S)xxC) comum as Prxs. O triangulo preto indica a cisteina peroxidasica e, o triangulo azul, a Serina/Treonina
que compdem a triade catalitica. O triangulo roxo, indica a arginina (R). Os circulos marcam as outras duas cisteinas
presentes em Ahpl, a Cys31 (Cgr) (laranja) e a Cys120 (azul). O retangulo verde marca 0 motivo PTS1. Sequéncias
obtidas a partir do Saccharomyces Genome Database (SGD ID): S000000160, S000004490, S000002861, S000004099
e S000001272, respectivamente. Alinhamento realizado no software Clustal Omega e para a visualiza¢éo, Jalview. Os
tons na cor roxa indicam o nivel de identidade entre residuos. Fonte: A autora.

Diferentemente de outras enzimas que decompdem H>0,, como as catalases, as Prxs ndo

apresentam grupamentos prostéticos e utilizam um residuo de Cisteina presente em seu sitio ativo
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para a redugdo de perdxidos, chamada de Cisteina Peroxidasica (Cp) (NETTO et. al., 1996). O
mecanismo catalitico das Prxs se inicia com o ataque da Cp, que se encontra na forma desprotonada
(Cp-S"), a um atomo de oxigénio do perdxido, por meio de uma clivagem heterolitica de uma
ligacdo peroxido (O-0), que libera uma molécula de agua (ou alcool correspondente), gerando um
derivado de &cido sulfénico (Cp-SOH) (revisado por NETTO et. al., 2007; LOWTHER; HAYNES,
2011). Em muitas Prxs (denominadas 2-Cys Prxs), uma segunda cisteina (Cisteina de Resolugéo -
Cr), ataca 0 Cp-SOH, formando uma ponte de dissulfeto e liberando uma molécula de agua (HALL
et. al., 2010; NELSON et al., 2011) (Fig. 5 A).

Outras Prxs, porém, ndo possuem a Cgr, somente a Cp, estas Prxs monotiolicas, séo
chamadas de 1-Cys Prx. Nestas, a Cp-S™ reage diretamente com o perdxido e pode ser reduzida pelo
sistema Tiorredoxina (Trx) ou por redutores de baixo peso molecular, como o ascorbato
(MONTEIRO et al., 2007) e a glutationa (GSH) (Fig. 5 A e D).

Para determinadas Prxs (pertencentes ao grupo Prx1/AhpC), estd bem estabelecido que
essas enzimas passam por uma alternancia entre dois estados estruturais, para que ocorra a
formacdo do dissulfeto (HALL et al., 2011; TAIRUM et. al., 2012). Quando a Cp estd em seu
estado reduzido, ou superoxidado, a Prx é estabilizada na conformacao denominada “Fully Folded”
(FF). O estado “Locally Unfolded” (LU), ocorre quando ha o desenovelamento parcial da a-hélice
em que se encontra a Cp, permitindo a sua aproximagéo com a Cr. Se Cp estiver no estado sulfénico
(Cp-SOH) pode entéo ocorrer a formacao do dissulfeto que mantem a Prx o tempo todo na forma
LU. Esse dissulfeto pode ser reduzido pela Trx (Fig. 5), e o enovelamento da a-hélice a qual esta
localizada a Cp, ocorre novamente (WOOD; POOLE; KARPLUS, 2003; TAIRUM et. al., 2012).

Dois tipos de dissulfetos podem ocorrer e essa caracteristica pode ser utilizada para
classificar as Prxs. As 2-Cys Prxs tipicas apresentam uma ligacdo de dissulfeto intermolecular, em
que cada Cys se localiza em um dos monémeros do dimero (Fig. 5 B). Por outro lado, as 2-Cys
Prxs, nas quais as duas Cys se encontram na mesma cadeia polipeptidica e formam uma ponte de
dissulfeto intramolecular, e s&o chamadas de 2-Cys Prx atipicas (RHEE; CHAE; KIM, 2005) (Fig.
5C). Ambas 2-Cys Prx, sdo frequentemente reduzidas pelo sistema Trx (NELSON et al., 2011).

As Trxs sao tidil-dissulfeto oxido-redutases de baixo peso molecular (12kDa) que reduzem
pontes de dissulfeto, tanto em enzimas, como as Prxs, com em fatores de transcri¢cdo. Apresentam

em seu sitio ativo duas Cys vicinais altamente conservadas, as quais sao utilizadas para reduzir
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seus alvos (VERDOUCQ et al.,, 1999; VIGNOLS et. al., 2005). Trxs estdo amplamente
distribuidas, porém o numero de cdpias presentes nos organismos é extremamente variavel. Por
exemplo, Escherichia coli, S. cerevisiae e mamiferos possuem um numero limitado de Trx. Jd em
plantas, existem inumeras isoformas. No genoma de Arabidopsis, por exemplo, mais de 40
isoformas foram identificadas (VIGNOLS et. al., 2005). As Trxs também estdo envolvidas em
inimeros processos bioldgicos como: crescimento celular, ativagao de transcri¢do de genes, sintese
de DNA e manutencéo da viabilidade celular, por meio de enzimas de reparo (DAY, et. al. 2012;
ARNER et al., 2022). As Trxs ajudam na manutencéo de atividade de inimeras enzimas redutivas
importantes como as ribonucleotideo reductase (RNR), peroxirredoxinas, Metionina sulféxido
redutase e proteinas Tirosinas fosfatases. Em mamiferos, regulam a atividade de fatores de
transcri¢do, de maneira direta ou indireta, como p21, p53, NFKB, HIF ¢ Nrf2 e também estdo
envolvidas na ativacdo de fatores de transcricdo relacionados com estresse oxidativo (KUGE;
JONES, 1994; VERDOUCQ et al., 1999; BORONAT et al., 2017; ARNER et al., 2022).

Para reducdo das Prxs ou de algum substrato proteico, as Cisteinas da Trx reduzem o
dissulfeto das Prx, e forma-se um dissulfeto misto entre a Prx e a Trx; que, sdo reduzidas pela
Tiorredoxina redutase (Trr) (Fig. 5 D). Nesse processo, as Trr catalisam a reducdo das Trx por meio
de uma molécula de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), pela via que segue: o
FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo), transfere equivalentes redutores de NADPH para as Cys
reativas das Trr, e destas para as Cisteinas oxidadas da Trx, as reduzindo (Fig. 5 D). Assim, o
sistema Trx é composto por: NADPH, Trx e Trr (Fig. 5 D) (DAl et. al., 1996; ARNER et al., 2022).

As Prxs também podem ser dividas quanto a sua similaridade estrutural e sequéncia de
amino&cidos, com implicacfes evolutivas (POOLE; NELSON, 2016), sendo divididas em seis
subfamilias: Prx1/AhpC, encontradas em animais, plantas, fungos e bactérias. Inclui as Prxs: Tsal,
Tsa2 e Dot5, de levedura; Prx6, encontradas em animais, plantas, fungos e bactérias. Pertence a
esta familia a Prx1, Gnica 1-Cys Prx encontrada em S. cerevisiae; PrxQ, encontradas em plantas,
fungos e bactérias; Tpx e AhpE, encontradas quase exclusivamente em eubactérias; Prx5,
encontradas em animais, plantas, fungos e bactérias. A esta subfamilia esta incluida a Ahpl de
levedura (HALL et. al., 2011).
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Figura 5: Representacdo esquematica do Mecanismo catalitico das Peroxirredoxinas. Em A, mecanismo das 1-
Cys Prx; B, 2-Cys Prx tipicas; e, C, 2-Cys Prx atipicas. Em D, representacdo do sistema tiorredoxina, em que a fonte
de reducdo é a molécula de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). As enzimas Tiorredoxina redutase

(Trr) reduzidas pelo NADPH, catalisam a redugdo da Tiorredoxina (Trx). As Trxs tém como um de seus principais
substratos, as Prxs. Estas, tém capacidade de reduzir varios peréxidos como o H,0,, por exemplo.

Além dessas cinco Prxs, leveduras apresentam trés Gpxs, duas catalases e uma citocromo
C peroxidases, todas capazes de reduzir peroxidos. Nosso foco nessa tese € compreender os papeis

de Ahp1l dentro desse amplo repertério de enzimas antioxidantes.

V. Alquil hidroperoxido redutase 1 (Ahpl)

A Ahpl (YLR109W) foi inicialmente descrita como uma Prx com capacidade de reduzir
mais eficientemente alquil-hidroper6xidos organicos, como o terc.-butil hidroperoxido (tBHP) do
que H20> (LEE et al., 1999a; JEONG et. al., 1999; PARK et. al., 2000; GOEHRING; RIVERS;
SPRAGUE, 2003; IWAI; NAGANUMA; KUGE, 2010; LIAN et. al., 2012).

Essa enzima é abundante em condicdes basais, cerca de 3,9% do total de peroxidases
dependentes de tiol da levedura (TACHIBANA, et. al., 2009). Porém, Ahpl tem sua expressao
induzida por H20 e peroxidos organicos em um processo mediado pelos fatores de transcrigdo
Yapl (Yeast AP-1 - YMLOO7W) e Skn7 (Suppressor of Kre Null - YHR206W) (LEE et. al., 1999
a,b). Estes fatores de transcricdo também atuam sobre a inducdo de outras enzimas sob estresse

oxidativo, como: Trx2 (Tiorredoxina 2 - YGR209C), Trrl (Tiorredoxina redutase 1 - YDR353W)
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(LEE et. al., 1999), Gshl (¥-glutamilcisteina sintetase - YJL101C) e GlIrl (glutationa redutase -
YPL091W) (FERNANDES; RODRIGUES-POUSADA; STRUHL, 1997; LEE et. al., 1999b).
Embora, YAP1 seja dependente de ativacdo por Trx2, isso mostrou ser importante para a reposta a
estresse oxidativo por hidroperdxidos (KUGE; JONES, 1994).

Ahpl também ja foi descrita como um receptor de alquil-hidroperdxidos que ativa Cadl
(Cadmium resistance — YDRA423C), um fator de transcricdo da familia Yapl (IWAI,
NAGANUMA; KUGE, 2010; LIAN et al., 2012). Dados ndo publicados do nosso grupo,
mostraram que Ahpl é capaz de reduzir peroxido de acido linoleico, perdxido de &cido oleico e
peroxido de cumeno, além de H.O> (GENU, 2007). Essas evidéncias sugerem que Ahpl teria a
capacidade de remover hidroperdxidos de acidos graxos in vivo.

Essa Prx de S. cerevisiae também ja foi denominada como: YLR109 (VERDOUCQ et al.,
1999) Type Il thioredoxin peroxidase (Type Il TPx) (JEONG et al., 1999); Thiol Specific
Antioxidant Il (TSAII); PMP20 (LEE et al.,1999a; JEONG et al., 1999; YAMASHITA et al.,
1999); Cytoplasmic Thiol Peroxidase I11 (cTPxIII) (PARK etal., 2000). Em Aspergillus fumigatus,
Aspf3 é ortdloga a Ahpl e esta envolvida na viruléncia desse fungo, bem como na protecéo contra
estresse oxidativo (DIAZ-AREVALDO et. al., 2011; HILLMANN et. al., 2016). Em Toxoplasma
gondii, é denominada Ahpl (WANG, et al., 2021). Em mamiferos, a proteina homéloga de Ahpl
de levedura é a Prdx5 (KNOOPS et. al., 1999). Ja em Candida boidinii, sua homologa é a PMP20
(peroxisome-associated membrane protein 20) (GARRARD; GOODMAN, 1989; HORIGUCH]I et
al., 2001). Os alinhamentos das sequéncias de aminoacidos entre Prdx5 e Ahpl apresentam 67%
de similaridade e 27% de identidade (YAMASHITA et al., 1999; KNOOPS et. al., 1999). Entre
PMP20 de C. boidinii e Ahpl, 18,6% de identidade (HORIGUCHI et al., 2001).

Ahpl pertence a subfamilia Prx5 e 0s membros desse grupo se apresentam
preferencialmente como homodimeros (HALL et al., 2011). De fato, Ahpl se apresenta como
homodimero independente do seu estado redox (LIAN et al., 2012). A estrutura primaria dessa
enzima, apresenta, na por¢do C-terminal, uma sequéncia de trés aminoacidos, AHL, comum em
proteinas peroxissomais (LEE et. al., 1999a; KLEIN, et. al., 2002; LIAN et. al. 2012). Em sua
estrutura quaternaria, apresenta na interface dos dimeros, dois residuos de fenilalanina (Phe58 e
Phe95), importantes para a estabilizacdo do homodimero, além dos residuos de Cisteinas (LIAN
et. al. 2012; ALLAN et. al. 2016; BRACHMANN et. al., 2020). Foi sugerido que essa interface
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entre 0s mondmeros poderia favorecer uma cooperacgdo positiva na ligagdo com hidroperédxidos
organicos (LIAN et al. 2012).

Ahpl apresenta trés cisteinas: Cys62; Cys31 e a Cys120 (Fig. 4), sendo que a Cisteina
peroxidasica é a Cys62 (LEE et al., 1999a; JEONG et al., 1999; PARK et al., 2000; LIAN et al.,
2012). Houve uma contradicdo na identificacdo da Cr de Ahpl. Primeiramente, Jeong et. al. (1999),
descreveram que a Cr seria a Cys120. Estes autores utilizaram tecnicas de digestdo proteolitica e
cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC/espectrometria de massas) e ensaios de oxidacéo
de NADPH com as Cisteinas mutadas por uma Serina, para a deteccdo da Cr. Anos mais tarde, um
grupo chinés mostrou que Cys31 é a Cr a partir da elucidacdo de estruturas cristalograficas de
Ahpl nos estados reduzido e oxidado. Porém, ambos descreveram que Ahpl apresenta um
mecanismo do tipo 2-Cys Prx tipica ( JEONG et al., 1999; LIAN et al., 2012). Por fim, Alan et.
al. (2016), ao utilizaram um trapping cross-linker para busca de parceiros de proteinas sensiveis a
oxidantes mostraram que a Cr de Ahpl ¢ de fato a Cys31 (ALLAN et. al., 2016).

Embora Ahpl tenha sido classificada como 2-Cys Prx tipica, a formacgdo de seus dimeros
se assemelha ao tipo A (HALL et. al., 2011), comum em proteinas da subfamilia Prx5 (Fig. 7) e
ndo forma decameros. De fato, as estruturas de Ahpl (LIAN et. al. 2012) apresentam um dissulfeto
intermolecular que se forma através da interface do dimero tipo A (Fig. 7). Assim, Lian et. al.
(2012) sugerem que Ahpl integre um novo grupo de 2-Cys Prxs tipicas.

A-type: Prx5, Tpx and PrxQ B-type: Prx1, Prx6 and AhpE

3

Figura 7: Interface de dimeros das Prx. Dimeros do tipo A (A-type), comum em 2-Cys atipicas e 1-Cys Prxs.
Dimeros do tipo B (B-type), a esquerda, comum em 2-Cys tipicas Prxs. Adaptado de Poole e Nelson, 2016.

Ahpl foi descrita primeiramente, como sendo citosolica por estudos de localizacdo por
microscopia confocal. Nesses estudos, Ahpl em fusdo com a proteina GFP (Green Flourescent
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Protein) na sua porcdo C-terminal, foi expressa em leveduras crescidas em meio rico contendo
glicose (PARK et al., 2000). Cabe destacar que essa enzima apresenta um motivo composto por
uma sequéncia de trés aminoacidos em sua porcao C-terminal, AHL (Fig. 4). Esse motivo € comum
na porcdo C-terminal de proteinas peroxissomais, (S/C/A)(K/R/H)(L/M), chamado PTS1
(Peroxisome Targeting Signal type 1), que é reconhecido pela proteina receptora, Pex5, localizada
na membrana peroxissomal (KLEIN, et. al., 2002; SMITH, et al., 2002). Portanto, a fusdo com
GFP poderia interferir na localizacdo sub-celular de Ahpl. Por outro lado, foi sugerido que em
meios de crescimento que promovam biogénese peroxissomal (contendo oleato, por exemplo) que
Ahp1l poderia estar localizada no peroxissomo (LEE et. al. 1999a).

Também j& foi descrito que Ahpl estaria localizada em mitocondrias, nesse caso por meio
de fusdo com GFP na porcdo N-terminal da enzima, em meio contendo oleato como fonte de
Carbono (FARCASANU et. al., 1999). Parece razodvel supor nesse caso a localizacdo
peroxissomal de Ahpl, ja que peroxissomos estdo intimamente conectados com mitocondrias.
Porém, o RNAm (Acido Ribonucleico mensageiro) de Ahpl ndo aparece em transcriptoma de
peroxissomo (SMITH, et al., 2002; YIFRACH, et al., 2022), mas é detectavel em proteomas de
mitocondrias (BARTOLOMEO et al., 2020). Embora existam indicios na literatura de que Ahpl
de S. cerevisiae possa se localizar em peroxissomos, nenhuma evidéncia experimental foi
apresentada.

Outro aspecto relevante é que Ahpl sofre modificagdes pds traducionais como, S-
glutationilacdo (ALLAN, et. al., 2016) e superoxidacdo (PROUZET-MAULEON et al., 2002).
Além disso, Ahpl ja foi relacionada com a protecdo de S. cerevisiae contra toxicidade por ions
metalicos e por peroxidos, na auséncia de glutationa (NGUYEN-NHU; KNOOPS, 2022); e com a
homeostase de Manganés (Mn?") (FARCASANU et al., 1999). Ha evidencias também que, Ahpl
seja secretada entre a parede celular e membrana plasmatica da levedura sob privacao nutricional
(CRUZ-GARCIA et al., 2020).

Dentre essas modificacdes, a qual mais tem recebido atencdo é urmilacdo (GOEHRING;
RIVERS; SPRAGUE, 2003ab; VAN DER VEEN et al., 2011; JUDES, et. al. 2016;
BRACHMANN, et. al., 2020; RAVICHANDRAN, et. al., 2022). A proteina Urm1 (Ubiquitin
related modifier 1) é similar a Ubiquitina (Ubiquitin-like), sendo o Unico membro de uma sub-

familia de proteinas com Ubiquitin-fold (UbF), conservada de leveduras até humanos (KADUHR
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et. al., 2021). A Urm1 tem dupla fungéo: 1) Atua como um transportador de enxofre para tiolacéo
de anticodons de RNAt (RNA transportador); e 2) Modifica proteinas em uma conjugacao
semelhante a Ubiquitinacdo dirigida por Lisina, conhecida como Urmilagdo. Essa modificacédo
coincide com estresse oxidativo e tem como alvo proteinas antioxidantes como Ahpl em leveduras
e Prx5 de mosca, porém ainda néo esta claro como o mecanismo molecular da urmila¢do ocorre e
se € afetada pela acdo dessas enzimas (KADUHR et. al., 2021).

O RNAm de AHP1 apresenta dois motivos ARE nas posi¢coes 265 e 365 na regido 3-UTR
(em inglés: 3" untranslated region - 3' UTR) (CASTELLS-ROCCA, et. al., 2016). Os motivos
ARE apresentam uma regido rica em Adenosina (A) e Uracila (U) (CASTELLS-ROCCA, et. al.,
2016; SAVINOV, et. al., 2021). Tais regides sdo alvo de proteinas chamadas de proteinas
marcadores de mMRNA (mRNA binding protein) como, Cthl e Cth2. Estas proteinas apresentam o
motivo zinc-finger que estdo envolvidos na ligacdo destas proteinas ao RNAm, induzindo sua
degradacéo. Cthl e Cth2 regulam, principalmente, mRNA relacionados ao metabolismo de Ferro
(CASTELLS-ROCCA, et. al., 2016). Cth1 atua em fases iniciais de privacao de Fe, enquanto Cth2
consegue atuar de forma mais constante ao longo do tempo. Os alvos principais de Cthl sdo
RNAms que codificam para proteinas envolvidas na respiracdo mitocondrial, enquanto Cth2 induz
a degradacdo de RNAm que codificam proteinas envolvidas no metabolismo de &cidos graxos,
ciclo do acido tricarboxilico e respiracdo (CASTELLS-ROCCA, et. al., 2016).
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OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho € a caracterizacdo funcional de Ahpl para a defesa
antioxidante de leveduras de S. cerevisiae em condi¢cGes metabdlicas distintas. Procuramos
explorar o papel de Ahpl em condicGes de estresse oxidativo, causado por hidroperdxidos

organicos sintéticos e perdxidos de acidos graxos, bem como esclarecer sua localizacdo celular.
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CONCLUSOES

A auséncia do gene AHP1 torna as leveduras mais sensiveis a peroxidos organicos, como
tBHP, bem como a peroxidos de acidos graxos, como OLOOH e LAOOH, mas ndo a
peroxidos inorgénicos como H20. em diferentes meios de crescimento com fontes de
carbono distintas.

Em meio Oleato 0,1%, a auséncia de Ahpl leva a um crescimento lento, mesmo sem
estresse oxidativo, quando comparada com a linhagem WT;

Em linhagens nulas para o gene TSAL, hd aumento dos niveis proteicos de Ahpl, e isso
confere um aumento da protecdo destas linhagens contra estresse oxidativo exdgeno
promovido por hidroperdxidos organicos;

Ahpl pode ser degradada em meio contendo glicose como fonte de carbono, sob estresse
oxidativo, em fase estacionaria, sendo que o aumento dos niveis proteicos dessa enzima
ocorre na fase log;

Ahp1 esta localizada no citosol em trés situaces metabdlicas distintas;

A interacdo proteina- proteina entre Ahpl e Trx1 ocorre de maneira muito fina e especifica.
Sendo que a presenca de uma cauda de histidina na regido N-terminal de Trx1, interfere na
interacdo desta enzima com Ahpl;

Através de analises de estruturas cristalograficas de Ahpl, disponiveis em bancos de
acessos publicos, mostramos que essa enzima também demonstra as alterac@es estruturais

locais, bem como outras enzimas da familia Prx1/AhpC;
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PERSPECTIVAS

Analisar a resisténcia de linhagens de levedura que superexpressam Ahpl frente a
perdxidos organicos;

Analisar a resisténcia da linhagem duplo mutante de levedura Atsaldahpl frente a
peréxidos organicos;

Analisar a relacdo entre o aumento da expressdo dos niveis proteicos de Ahpl com um
possivel aumento do processo de urmilagéo;

Caso essa relagdo exista, se isso confere maior protecdo contra estresse oxidativo, bem
como favorece o crescimento invasivo destas leveduras em meios solidos;

Analisar por quais vias podem ocorrer a degradacéo de Ahpl, seja pelo proteassomo ou por
autofagia, bem como, se isso ocorre para outros meios de crescimento como Etanol ou
Oleato.
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