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RESUMO

O folding oxidativo de proteinas consiste na formacdo de pontes dissulfureto
intramoleculares envolvendo a oxidacdo de grupos tiol no sentido da criagdo de uma
ligacdo entre duas cisteinas. Esta modificacdo postransducional € essencial para a
estabilidade das proteinas, principalmente em proteinas secretadas para o meio
extracelular. In vivo, o folding oxidativo ocorre no reticulo endoplasmaético e é assistido
por uma série de proteinas que atuam como catalisadores. Estas reacfes em cadeia

necessitam da presenca de um aceitador final de eletrdes.

No presente trabalho foram estudadas duas vias que atuam no reticulo
endoplasmatico para o refolding oxidativo da proteina modelo Ribonuclease A: Uma
via envolve a interacdo entre duas proteinas, a Endoplasmic Recticulum Oxireductase 1
(Erol) e a Protein Disulfide Isomerase (PDI); A outra via envolve a interagdo da PDI
com a Peroxiredoxin IV (PRDX4). Foi igualmente estudado o refolding oxidativo com
uma enzima homologa da PRDX4, a PRDX2, no sentido de compreender se existe

especificidade na interacdo entre a PRDX4 e a PDI.

O estudo do refolding oxidativo da Ribonuclease foi realizado in vitro e avaliado
em géis SDS-PAGE-Tricina com o objetivo de verificar a diferenca de mobilidades
entre a Ribonuclease reduzida e oxidada no gel. Na via da PRDX4/PDI e PRDX2/PDI €
necessaria a introducdo de Glucose e Glucose Oxidase, responsaveis pela producao de

peroxido de hidrogénio que atua como aceitador final de eletres desta via.

Em todas as vias foi observado refolding oxidativo da RNase. Na via da Ero1/PDI
este foi substancialmente mais rapido e ocorre, embora em muito menor grau, mesmo
na auséncia da PDI. Na via da PRDX4/PDI o refolding é mais lento e foi constatado que
néo existe especificidade da PRDX4 para a PDI visto que, na presenga da PRDX2, os

resultados foram semelhantes aos resultados obtidos com a PRDX4.

Palavras-chave: Proteinas, Folding Oxidativo de proteinas, Ribonuclease A (RNase),

Protein Disulfide Isomerase, Endpolasmic Reticulum Oxiredutase, Peroxiredoxins.



ABSTRACT

Proteins control the cellular phenotype through its structure and function and
disabilities in proteins can be the cause for many diseases. Protein folding is one of the
most important process in protein function and problems like stress, mutations and
random errors during the synthesis can cause a decrease on yield or rate of protein
folding.

Protein oxidative folding is the formation of intramolecular disulfide bonds
involving the oxidation of thiol groups in order to create a bond between two cystein
residues. This posttranslational modification is essential for protein stability that is
required, mostly for extracellular secreted proteins. In vivo, oxidative folding of
secretory proteins occurs in endoplasmic reticulum and is assisted by a number of
proteins that act like catalysts. These enzymatic reactions require the presence of a final

electron acceptor.

In this work we have studied two pathways acting in the endoplasmic reticulum
for the oxidative refolding of a model protein, Ribonuclease A. One pathway involves
the interaction between Endoplasmic Reticulum Oxiredutase 1 (Erol) and Protein
Disulfide Isomerase (PDI). The other pathway involves the interaction between PDI and
Peroxiredoxin 1V (PRDX4). We have also studied the oxidative refolding using a
PRDX4 homologue, PRDX2, to understand if there is specificity in the interaction
between PRDX4 and PDI.

The study of oxidative refolding was carried in vitro and evaluated with SDS-
PAGE-Tricine gels to examine the differences in mobility between reduced and
oxidized RNase. For PRDX4 and PRDX2 pathways it was necessary to introduce
Glucose and Glucose Oxidase which are responsible for producing hydrogen peroxide

to act as final electron acceptor.

Oxidative refolding of RNase was observed for both pathways. In the Erol/PDI
pathway refolding was substantially faster and occurs also in the absence of PDI at
significantly lower rates. In the PRDX4/PDI pathway refolding was slower and it was
observed that there is no specificity between PDI and PRDX4 since the results with

PRDX2 were similar.

Key-words: Proteins, Protein Oxidative Folding, Ribonuclease A (RNase), Protein

Disulfide Isomerase, Endpolasmic Reticulum Oxiredutase, Peroxiredoxins.
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1 INTRODUCAO

1.1 Folding de Proteinas

Numa célula, a sintese de proteinas é feita de forma linear conduzindo a formacéo
de uma cadeia sequencial de residuos de aminoacidos que, geralmente, se encontra
inativa. Este facto acontece porque a maioria das proteinas apenas adquire
funcionalidade quando enrola em estruturas tridimensionais Unicas. A capacidade de
determinar de que forma uma sequéncia de aminoacidos enrola no sentido de formar
uma estrutura biologicamente ativa constitui uma das tarefas mais importantes e

desafiantes da Biologia [1].

O folding ou enrolamento de uma proteina representa um dos processos mais
importantes ao nivel da funcdo da proteina [2]. Em geral, as reacdes de folding proteico
sdo bastante répidas e os seus intermediarios sdo transientes e altamente dinamicos [1].
Além disso, a eficiéncia deste tipo de transicBes depende fortemente das condigdes
ambientais, genéticas e metabdlicas, pelo que, condi¢des que interrompam ou interfiram

no folding proteico representam uma ameaca a viabilidade celular [2].

O processo de folding é explicado pelos principios béasicos e ancestrais
apresentados por Anfinsen (1972) que afirmam que uma proteina no estado nativo e
enrolado é considerada como a estrutura termodinamicamente mais estavel, sendo este
conjunto estrutural determinado pela sequéncia de aminoacidos e pelas condicdes
ambientais [3]. Este facto implica que, de alguma forma, a informag&o necessaria para
que uma proteina adquira a estrutura tridimensional nativa esteja impressa na sequéncia

priméria da proteina [1].

Uma visdo mais contemporanea do folding de proteinas € explicada através de um
diagrama de energias (Figura 1.1). Segundo este principio, o estado desenrolado de uma
proteina, representado pelo estado de maior energia, pode enrolar através de varias vias
alternativas no sentido de atingir o estado enrolado de menor energia e
termodinamicamente mais estavel. Apesar de existirem varias formas de uma proteina
atingir o estado nativo, existem também estados parcialmente enrolados, mal enrolados
e até mesmo agregados que apresentam menor energia do que o estado desenrolado e

onde as proteinas podem ficar retidas (Figura 1.1(a)). No entanto, sdo impostas
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restricbes devido a quimica e a energia da propria cadeia polipeptidica que limitam o
namero possivel de vias que uma cadeia polipeptidica pode seguir em determinadas
condicdes. Apesar desta possibilidade, a formacéo de aglomerados com caracteristicas
hidrofobicas e electroestaticas pode constituir um entrave da aquisicdo do estado

enrolado [4].

a In vitro protein folding b Invive protein folding: the effect of
the proteostasis network

ABisuz

Figura 1.1 Diagrama de energia para um polipéptido hipotético. O estado desenrolado é representado por
U (Unfolded state), o estado mal enrolado por M (Misfolded state) e o estado enrolado por F (Folded
state); (a) hipotese energética para o folding in vitro; (b) o mesmo diagrama para casos in vivo com a

influéncia da rede proteica que intervém na eficiéncia do folding através da minimizacéo dos agregados e

de proteinas mal enroladas [4].

In vivo, o folding de proteinas € assistido por uma série de proteinas que se ligam
aos estados de transicdo fazendo com que o enrolamento da proteina seja conduzido no
sentido correto, e, consequentemente, evitando os estados proteicos mencionados acima
(Figura 1.1 (b)) [3]. Cada proteina interveniente neste processo contribui para o folding
de forma diferente e de acordo com as propriedades e necessidades de cada proteina que

se encontra no processo de folding [4].

Assim, alem do folding conformacional das cadeias polipeptidicas conduzido no
sentido do estado com menor energia livre ocorrem, igualmente, varias reacoes
adicionais que podem influenciar o enrolamento e a estrutura final, incluindo reagdes de

glicosilacao, oligomerizacéo e formacao de ligagdes dissulfureto [5].



1.1.1 Problemas derivados de erros no Folding Proteico

A maior parte das proteinas secretadas enrolam de forma correta, contudo
problemas como stress, mutacOes e erros aleatorios durante a sintese proteica podem

provocar uma diminuicdo do rendimento ou até mesmo da taxa de folding das proteinas

[4].

As proteinas controlam o fendtipo celular através da sua estrutura e fungéo e,
como tal, possiveis deficiéncias nas proteinas sdo uma das maiores causas de doencas
[6]. Por exemplo, existem doencas que resultam da degradacdo de uma proteina mal
enrolada devido a uma mutacdo genética e que, por ser destruida, ndo desempenha as
suas funcBes normais. Outras doencas sdo derivadas da acumulagdo de proteinas que
deveriam ter sido removidas da célula e, de alguma forma, podem interferir com a
maquinaria responsavel pela degradacdo proteica. Da mesma forma, existem outras
doencas que afetam diretamente os componentes do sistema de controlo de qualidade,
nomeadamente no reticulo endoplasmatico (RE) e no citosol e conduzem a uma

incapacidade global das células para lidarem com proteinas mal enroladas [7].

Mais de 100 distarbios tais como a fibrose cistica, doenca do figado, epilepsia,
arritmias cardiacas, cegueira e Alzeimer partilham patologias celulares resultantes de
proteinas com folding incorreto que sdo prematuramente degradadas ou acumuladas

como agregados toxicos no RE [4].

1.1.2 Mecanismo de Controlo de Qualidade do Folding Proteico (“Protein Quality

Control”)

O problema da ocorréncia de erros no enrolamento de proteinas em células
eucaridticas foi atenuado pelo desenvolvimento de um sistema de controlo de qualidade
proteico que estd presente em todos os organelos celulares [7]. No reticulo
endoplasmatico, onde ocorre a biossintese de proteinas secretoras, existe um vasto
numero de proteinas que fazem parte do mecanismo de controlo da qualidade do folding
proteico e que permitem a maturacdo correta das proteinas antes de transitarem para o
complexo de Golgi. Nos restantes organelos celulares a avaliacdo da qualidade do
folding proteico acontece de forma mais limitada [5]. Este sistema de controlo contribui

para o folding correto das proteinas, mas também interfere nos casos em que as
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proteinas enrolaram em estruturas incorretas encaminhando-as para o sistema de

degradacéo proteico (“Unfolded Protein Response” - UPR) [7].

O dispositivo de controlo de qualidade das proteinas sintetizadas tem grande
importancia nomeadamente ao nivel das doencas que estdo associadas ao enrolamento

incorreto das proteinas [7].

1.2 Estabilizacdo de proteinas atraves de Liga¢6es Dissulfureto

O processo de formacdo de pontes dissulfureto intramoleculares envolve a
oxidacdo dos grupos tiol (SH) das proteinas no sentido da criacdo de uma ligacdo entre

duas cisteinas (Cys) bem como o rearranjo de pontes ndo nativas [8].

Sobre condigfes oxidantes e na presenca de dois residuos de cisteina numa cadeia
polipeptidica pode ocorrer a ligagdo destes residuos fazendo com que a cadeia
polipeptidica enrole no sentido da aproximacdo dos residuos de cisteina. (Figura 1.2).
Assim sendo, a formacdo de pontes dissulfureto é um dos fatores principais para a

manutencdo da estrutura 3D de muitas proteinas auxiliando o processo de folding [9].
cys cys
FOLDING

JCYS

Figura 1.2 Formacdo de uma ponte dissulfureto de uma cadeia polipeptidica (rosa) com dois residuos de
cisteina (amarelo). A aproximagao dos residuos de cisteina induz o enrolamento da cadeia no sentido do
folding proteico. (Imagem adaptada de [9])

Esta modificacdo postransducional é um passo essencial na maturacdo e

estabilidade das proteinas uma vez que sdo ligacdes de natureza covalente. Este tipo de
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ligacGes tém a capacidade de restringir alteracGes energeticamente favoraveis que
poderiam resultar em conformacbes ndo nativas garantindo assim o posicionamento
correto para a promoc¢do do folding. Sdo igualmente capazes de estabilizar a proteina
através da reducdo da entropia do estado desenrolado, isto €, diminuindo a entropia do
estado desnaturado e, consequentemente, favorecendo o estado nativo [10]. No entanto,
deve ser tido em conta que estas ligagdes podem conduzir a conformacdes torcidas caso
os dois residuos de cisteina ndo se encontrem apropriadamente alinhados sendo que,
nestes casos, podem surgir estruturas menos estaveis [9]. Assim, pode concluir-se que o
efeito de uma ponte dissulfureto numa dada proteina depende da posi¢cdo da mesma na

estrutura proteica [10].

O efeito estabilizador da estrutura de uma ponte dissulfureto esta relacionado com
a distancia entre os dois residuos de cisteina na cadeia polipeptidica, sendo que este
depende do numero de aminoacidos existentes entre as duas cisteinas envolvidas na
ponte [10]. Observou-se entdo que a distancia média entre duas Cys que compdem uma
ponte dissulfureto deve ser cerca de 15 amino&cidos, apesar do tamanho do loop
formado através da ligacao ser proporcional a estabilidade transmitida [11].

As pontes dissulfureto aumentam a estabilidade de uma conformacao proteica e
por isso a sua formacdo € muito importante particularmente nas proteinas encontradas
no exterior da célula visto que aqui o ambiente é diferente do citosol nomeadamente ao
nivel de condi¢cBes redox e concentracdo de certos iGes [5] [10]. Assim sendo, a
formacdo destas pontes é de elevada importancia protegendo as proteinas dos danos

provocados homeadamente por fatores como enzimas oxidantes e proteoliticas [10].

Estudos anteriores na area do folding proteico indicam que a formagéo de pontes
dissulfureto ocorre num processo espontaneo e que, in vitro, a propria cadeia
polipeptidica consegue alcangar a sua conformacdo nativa. No entanto, relativamente
aos restantes processos intervenientes no folding, a formacao destas pontes € mais lenta
uma vez que é dependente de uma reacao redox que, por sua vez, requer a presenca de
um elemento aceitador de eletrGes [12]. Devido a complexidade deste processo, a
formacdo de ligagdes dissulfureto é considerada como uma etapa limitante ao nivel das
taxas de biogénese de proteinas [10]. Portanto, apesar da extrema importancia destas
ligaches na estabilidade proteica, a sua formagdo €, em geral, dificil de atingir,

particularmente em proteinas com elevado nimero de pontes possiveis, uma vez que a

-5-



probabilidade de ocorréncia de pontes dissulfureto incorretas aumenta fatorialmente

com o0 aumento do nimero de cisteinas [13].

1.2.1 Pontes Dissulfureto em Escherichia coli

A formacéo de pontes dissulfureto em E. coli tem sido altamente estudada. Neste
organismo, as pontes dissulfureto sdo introduzidas no periplasma celular por uma
familia de proteinas denominada Dsb (Disulfide Bond Protein), sendo que o oxidante
primario da proteina cliente é a proteina DsbA. A ligagdo dissulfureto da DsbA é muito
instavel e é rapidamente transferida para as proteinas desenroladas sendo a DsbA, de
seguida, reoxidada pela proteina DsbB localizada no interior da membrana que transfere

eletrdes da DsbA para a cadeia transportadora de eletrdes [14].

1.3 Folding Oxidativo no Reticulo Endoplasmatico (RE)

Como referido anteriormente, o enrolamento e compactacdo de proteinas constitui
um desafio para a célula eucariftica uma vez que a proteina em questdo devera ter a
capacidade de funcionar corretamente no local onde é requisitada. Para ultrapassar este
problema a célula eucariética desenvolveu um organelo reticular, o reticulo
endoplasmatico, onde o ambiente é oxidante e as condi¢Ges sdo semelhantes as

condigBes presentes no exterior da célula [5].

O reticulo endoplasmatico esta organizado numa espécie de labirinto membranar
ramificado e interconectado sendo que a sua membrana forma uma placa Unica
abrangendo um Unico espago interno, o Ildmen de RE (Figura 1.3). Esta
compartimentacdo do RE longe do citosol permite a existéncia das condi¢des redox
necessarias para a formacdo de ligagbes dissulfureto. Deve, portanto, existir uma
regulacdo eficiente do potencial redox presente neste compartimento uma vez que sobre
fortes condigdes redutoras a formacdo de pontes dissulfureto é termodinamicamente
desfavoravel e sobre condicBGes excessivamente oxidantes pode ocorrer misfolding

devido a formacéo de pontes intra e intermoleculares incorretas [10].



Cisternas

Figura 1.3 a) Imagem ilustrativa do reticulo endoplasmatico: RE liso e RE rugoso que contém
ribossomas agregados; b) Microscopia Eletronica do RE (85,000x)

Este compartimento apresenta concentragdes milimolares de glutationa reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) numa propor¢do que varia de 1:1 até 3:1, respetivamente.
Tendo em conta a abundancia relativa da GSSG no lumen do RE, pensou-se que esta
poderia estar na origem da capacidade oxidante utilizada durante a formacéo de pontes
dissulfureto in vivo. No entanto, parece que a glutationa ndo esta diretamente envolvida
no processo de formacdo de pontes dissulfureto in vivo, indicando que a sua formagéo

envolve outro aceitador de eletrdes [8].

No Iimen do RE existem muitas proteinas em constante movimento para outros
destinos, nomeadamente membrana plasmatica e espago extracelular. Além destas,
existem outras proteinas que permanecem retidas no RE devido a um sinal de retencédo
de 4 aminoacidos (Lys-Asp-Glu-Leu) na extremidade C terminal. Estas proteinas
residentes funcionam como catalisadores de muitas reacdes e algumas fazem parte do
sistema de controlo de qualidade proteico mencionado anteriormente [15]. Algumas
destas enzimas residentes do RE estdo envolvidas na formacéo de pontes dissulfureto e
contribuem para o folding oxidativo das proteinas no RE [10].

O estudo do folding oxidativo revelou que, in vitro, a ocorréncia do fendmeno de
formacéo de pontes dissulfureto é espontanea, mas lenta, podendo demorar horas a dias.
Contrariamente, foi observado que, in vivo, este processo é rapido indicando assim que
a formac&o e o rearranjo de pontes dissulfureto é catalisada em células vivas por um
conjunto de proteinas [8]. Assim, o folding oxidativo revelou um elevado grau de
diversidade dos mecanismos de folding que sdo maioritariamente manifestados pela

heterogeneidade das estruturas intermediarias [16].



No conjunto de reacdes envolvidas no folding oxidativo, foram identificadas,
isoladas e caracterizadas algumas proteinas intervenientes na aquisicdo da estrutura
enrolada e na formacdo de pontes dissulfureto. Quer as células procariotas, quer as
eucariotas possuem varias proteinas e cofatores que aceleram a formacdo de pontes

dissulfureto de uma forma correta [17].

Neste conjunto de proteinas eucariotas esta envolvida uma proteina da familia das
oxireductases e dependente do Dinucleétido Flavina Adenina (FAD) denominada
Endoplasmic Reticulum Oxireductase 1 (Erol) e uma proteina da familia das isomerases
denominada por Protein Disulfide Isomerase (PDI). Foi reportado que a Erol é oxidada
pelo oxigénio molecular e, por sua vez, atua como oxidante da PDI que tem assim
potencial de oxidar as cisteinas em proteinas enroladas. De igual forma, foram
investigados outros possiveis candidatos que possam eventualmente intervir, de forma
paralela & Erol, tendo sido evidenciada uma outra proteina, a Peroxirredoxin IV
(PRDX4), que, na presenca de hidroperoxidos é capaz de oxidar a PDI sendo a oxidacao

das proteinas substrato atingida [18].

Assim, em qualquer sistema redox de fluxo de eletrGes para a introdugéo de
pontes dissulfureto, estdo envolvidos quatro componentes: uma proteina cliente a
oxidar, um dador direto de ligacdes dissulfureto como a PDI, uma enzima geradora de

pontes dissulfureto capaz de oxidar a PDI e um cofator aceitador de eletrdes [17].

1.3.1 Protein Disulfide Isomerase (PDI)

Uma das proteinas residente no RE que mostrou ser essencial na catalise da
oxidacdo de grupos SH em ligagdes dissulfureto (S-S) é a PDI [15]. Esta proteina foi
das primeiras a ser identificada, tem um peso molecular de 55 kDa e pertence a

superfamilia proteica das tioredoxinas [10].

Esta proteina é encontrada em concentracfes na ordem do milimolar (mM) no
limen do RE quer de leveduras quer de células de mamiferos [19]. Estruturalmente, a
PDI purificada de eucariotas mamiferos é constituida por quatro dominios principais (a,
a’, b eb’), por uma regido de ligacdo entre os dominios b’ e a’ com cerca de 19
aminoacidos e ainda por uma extensdao de residuos na extremidade C terminal (c)
(Figura 1.4) [20].



Figura 1.4 Imagem da Protein Disulfide Isomerase (PDI). Dominio a’ (vermelho), dominio a (lilas),
dominio b’ (amarelo), dominio b (azul) e dominio ¢ (verde). A estrutura da PDI revela que 0s quatro
dominios estdo arranjados em forma de "U" com os centros ativos de frente uns para os outros nas
extremidades do “U”. Assim, os dois dominios inativos estdo inseridos entre os dois dominios ativos e a
cauda no “C” terminal. A interagdo entre a PDI e as proteinas desenroladas ¢ facilitada pela presenca de
residuos hidrofébicos no interior da superficie em forma de “U. Os 4tomos de enxofre das cisteinas dos
centros ativos dos dominios a e a’ sdo representados a amarelo [21].

Os dominios a e a’ sao semelhantes e cada um deles contém dois residuos de
cisteina cataliticamente ativos, ao contrario dos dominios b € b’ que ndo apresentam
qualquer residuo de cisteina ativo (Figura 1.5). Os dominios a e a’ desta proteina sdo
capazes de catalisar dois tipos de reacdo: oxidacdo e isomerizacdo [10]. Esta capacidade
pode ser explicada pela presenca de pares de Cys no centro catalitico da PDI: caso as
Cys se encontrem na forma oxidada, a PDI atua através da doacdo destes dissulfuretos a
proteinas substrato promovendo a sua consequente oxidagao; contrariamente, se as Cys
estdo na forma reduzida podem atacar pontes dissulfureto que foram incorretamente
estabelecidas [22].
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Figura 1.5 Comparacdo estrutural dos dominios individuais da PDI. Os dominios s&o mostrados na
mesma orientagdo relativa, com o lado da “hélice longa” abaixo da folha  [21].

Esta bifuncinalidade faz com que a PDI seja considerada como uma enzima
notavelmente versatil sendo que, o desempenho de cada uma destas funcBes depende do

ambiente redox presente no limen do RE [10].

A formacdo de pontes dissulfureto entre os grupos tiol (SH) de dois residuos de
cisteina, com auxilio da PDI, envolve a desprotonacéo de um tiol livre para produzir um
anido tiolato (-S°). Forma-se entdo uma ligacdo covalente transiente entre a proteina
catalisadora e a proteina cliente que se denomina mixed disulfides. De seguida, da-se
uma segunda troca onde o anido tiolato ataca esta ligacdo transiente e elimina-a. Como
resultado, surge um par de cisteinas oxidado e outro reduzido e a ponte intramolecular é

efetivamente passada de um par de cisteinas para outro (Figura 1.6) [10].

S — 35
S

Figura 1.6 Reacdo esquematica da reacdo de oxidacao catalisada pela PDI. (Imagem adaptada de [23])

1.3.2 Endoplasmic Reticulum Oxireductase 1 (Erol)

A utilizacdo da PDI como oxidante na formacédo das pontes dissulfureto faz com
que esta fique na forma reduzida no final da reagcdo. Assim, para que a célula ndo
desperdice uma molécula de PDI por cada ponte formada, é necessaria a presenca de um
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fator responsavel pela reoxidacdo da PDI para que esta volte a adquirir a sua fungao no
processo [22]. Com esta funcdo identificou-se a enzima Erol, responsavel pela
reoxidacdo da PDI [10].

A Erol é uma glicoproteina residente no RE, associada a membrana que utiliza o
FAD como cofator e é considerada uma enzima chave para a formacdo de pontes
dissulfureto em células eucariotas em ambientes aerdbios e anaerdbios. Em ambientes
aerdbios, foi demonstrado que a Erol é capaz de transferir eletrfes dos seus grupos tiol
para 0 oxigénio molecular. Contudo, o destino dos eletrdes em condi¢bes anaerdbias
permanece por descobrir. Foi reportado que o FAD livre em solucéo € suficiente para
conduzir a formacéo de pontes dissulfureto em condic¢des anaerdbias, permitindo assim,
conhecer 0s mecanismos para a regeneracdo da Erol oxidada e manter a formacdo de

pontes dissulfureto nestas condicdes [24].

Esta proteina estd presente nos eucariotas onde foram identificados dois
homologos funcionais relativamente a Erol das leveduras: hErol-La (a) € hErol-Lb (B)

sendo que ambos sdo capazes de oxidar a PDI [10].

Esta proteina apresenta dois pares de cisteinas cataliticas, capazes de oxidar a
PDI: as cisteinas do centro ativo e as cisteinas “shuttle” (Figura 1.7). A oxidacdo direta
da PDI ocorre pelo par de cisteinas “shuttle” que, por sua vez, ¢ reoxidado pelas
cisteinas do centro ativo. As cisteinas do centro ativo sdo depois reoxidadas, por
transferéncia de eletrdes para o cofator FAD e para o oxigénio molecular, com producéo

de peroxido de hidrogénio [25].

regulato / ? ;
c?ao-mg?l = ( __ active-site
bt — "\" C352-C355
o g +~— FAD
>
C143-C166 - ,. ~ shuttle
gy C100-C105
g >
P € p regulatory
- C80-C349

- Ca208

Figura 1.7 Estrutura da Erol de levedura. Os residuos de cisteina sdo representados em esferas a verde e
amarelo e o cofator FAD é representado em tracos laranja. O dominio polipeptidico (residuos 90-175)
contendo o par de cisteinas transportadoras é colorido a vermelho. As pontes dissulfureto reguladoras

contém as cisteinas na regido vermelha (Cys90 e Cys150) e uma cisteina no centro helicoidal [25].
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A transferéncia de uma ponte dissulfureto entre a Erol e a PDI envolve a troca
entre grupos tiol e dissulfuretos entre uma enzima na forma reduzida e a outra enzima
na forma oxidada. Nesta reacdo forma-se um intermediario com uma ligacao
dissulfureto intermolecular (mixed disulfide) devido ao ataque nucledfilo da ponte
dissulfureto na espécie oxidada (Erol) pelo anido tiolato derivado da cisteina reativa na
espécie reduzida (PDI). Este intermediario é resolvido pelo ataque intramolecular feito

por um segundo anido tiolato derivado da mesma enzima (Figura 1.8) [8].

k—'~.
C g trm

Figura 1.8 Mecanismo proposto para a troca de tiol-dissulfureto entre a Erol e um dominio ativo da PDI.
O intermedidrio "mixed disulfide" ¢é estabilizado por &cido devido a protonag&o de tidis reativos, e
também pela substitui¢do de cada cisteina no centro ativo no C-terminal da PDI por serina [8].

A atividade enzimatica da Erol deve ser regulada uma vez que a cada formacao
de uma ponte dissulfureto por esta enzima esta associada a produgdo de uma molécula
de perdxido de hidrogénio cuja acumulacdo induz stress oxidativo. Assim, para manter
o0 equilibro redox do RE, a Erol esta sob acdo de um mecanismo de regulacédo no qual
dois pares de cisteinas ndo reativas funcionam como sensores do ambiente redox [17].
Em condicBes oxidantes a formacdo de pontes dissulfureto nas cisteinas reguladoras
limita a capacidade das cisteinas “shuttle” oxidarem a PDI. Em condig¢des redutoras, a
reducdo das cisteinas reguladoras possibilita 0 movimento do loop que contém as

cisteinas “shuttle” permitindo a atividade oxidante da Erol [25].

Além da via da PDI/Erol foi reportado recentemente a funcionalidade de uma
enzima, QSOX (Quiescin-sulfhydryl Oxidase), que aparentemente também catalisa a
formacédo de pontes dissulfureto (Figura 1.9). Apesar das suas funcbes e substratos
fisiol6gicos permanecerem sob investigacdo, sabe-se que esta enzima € encontrada
predominantemente do aparelho de Golgi e é secretada das células. A presenca desta
enzima apods a acao da Erol na via secretora sugere que o seu papel principal podera ser
promover uma maturagdo melhor e mais ordenada ou a juncdo de proteinas secretadas,

em vez da introducdo de pontes dissulfureto em proteinas individuais. No entanto, a
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QSOX pode ser o oxidante de algumas proteinas substrato, no caso em que a PDI nédo
representa o oxidante direto, introduzindo assim pontes dissulfureto [17]. A QSOX
apresenta um ou mais dominios de tioredoxinas e um dominio de ligacdo de Flavina
num Unico polipéptido. Ou seja, a observacdo de que esta enzima € monomeérica sugere

que a via de transporte de eletrdes acontece no interior da enzima.
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Figura 1.9 Formac&o de pontes dissulfureto do RE de eucariotas. Os equivalentes oxidantes podem ser
introduzidos no limen do RE por duas vias paralelas: os equivalentes oxidantes podem fluir via Erol para
a PDI que pode oxidar diretamente proteinas clientes; A enzima QSOX devera atuar de forma semelhante

a Erol na oxidagdo da PDI embora consiga oxidar diretamente proteinas in vitro. Quer a Erol quer a
QSOX pode receber eletrdes do oxigénio molecular numa maneira dependente do FAD [10].

1.3.3 Peroxirredoxins Il e IV

As peroxirredoxinas (Prx ou PRDX) compGem uma familia de peroxidases
encontradas em procariotas, arqueobactérias e eucariotas. Esta classe proteica pode ser
classificada em 3 subfamilias de acordo com o seu mecanismo celular ou em 5
subfamilias de acordo com a sua homologia ao nivel da sequéncia [26]. Estas enzimas
reduzem o peréxido de hidrogénio e hidroperoxidos alquilo a agua e alcool
respetivamente com a utilizacdo de equivalentes redutores derivados de moléculas
dadoras como grupos tiol [27]. Nos eucariotas existe um elevado nimero de genes que
codificam para peroxirredoxinas devido a existéncia de muitas isoformas destinadas a

compartimentos subcelulares diferentes e também devido a aquisicao de novas fungoes.
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Embora esta classe proteica tenha sido identificada inicialmente em leveduras, a
presenca de inumeras isoformas bem como a sua caracterizagdo foi alcancada em
células de mamiferos. Cada uma das isoformas é tnica no sentido que apresenta padrdes
de expressdo distintos durante o desenvolvimento, tem uma distribuicdo diferente nos
organelos e é submetida a diferentes intermediarios reacionais durante a catalise (Figura
1.10). Algumas destas isoformas conferem defesa contra os danos oxidativos engquanto
outras parecem participar na sinalizacdo através do controlo da concentracdo de H,0,
[28].

Reactive Cys Conserved Cys Localization  Electron Donor  Subuni
SH SH
{ Thioredoxi :
Prx 1 [ !j):l cytosol |0ées}_c|>xm dimer
SH SH
( ;
f : dimer
Prx 2 [ !:): cytosol Thioredoxin s
SH SH
Prx3 I ‘ O:I mitochondria Thioredoxin dimer
SH SH
S plasma Thioredoxin o
Prx 4 I:J:I frambrans GsH dimer
H SH
mitochondria
Prx 5 | peroxisome Thioredoxin monom:
cytosol
SH
: GSH?
Prx 6 [ . ] plasma cyclophillin A2~ monom:

Figura 1.10 Representacdo esquematica dos 6 membros da familia das Peroxirredoxinas. As posicdes das
Cys essenciais para a atividade da peroxidase sdo indicadas como SH. A Prx3 e Prx5 tém sinais de
importacdo mitocondrial na cadeia N-terminal. A Prx5 possui um sinal de localizagdo peroxissomal no C-
terminal. A Prx4 tem um péptido sinal para secre¢do no N-terminal que a direciona para o reticulo
endoplasmatico [29].

As Peroxirredoxinas I, Il, 11l e IV de mamiferos pertencem a um subgrupo e
possuem residuos de cisteinas conservados nas cadeias terminais NH,- e COOH- que
sdo separados por 121 residuos de aminoacidos. A PRDX | e PRDX Il contém 199
residuos e encontram-se no citosol. A PRDX 1V ou PRDX4 contém uma extensdo
hidrofébica no NH,- terminal que é tipicamente uma sequéncia sinal para proteinas
secretoras [28]. A estrutura da PRDX IV humana mostra que a enzima forma um
decamero em forma de anela comprimindo um pentamero de dimeros, tal como outras

peroxirredoxinas no seu estado reduzido. No entanto, a PRDX IV é a Unica que mantem
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uma estrutura em decadmero estavel independentemente de seu estado redox (Figura
1.11) [30].

Figura 1.11 Estrutura da PRDX4 na forma de dimero e decadmero, respetivamente. Na estrutura em
dimero as cisteinas sdo mostradas em amarelo. Na estrutura de decadmero, os terminais N e C sdo
assinalados como N e C, respetivamente [31].

Tal como referido anteriormente, tem-se tentado identificar vias alternativas para
explicar a formacdo de ligacbes dissulfureto no RE paralelamente a via da Erol. A
descoberta das possiveis alternativas foi feita através do isolamento de proteinas
oxidantes da PDI. Nestes estudos identificou-se a PRDX4 [18].

A delecdo do gene codificante da Erol permitiu observar que a formacdo de
pontes dissulfureto continua a ocorrer de um modo eficiente, e também foi observado
que na auséncia de Erol os fibroblastos embrionéarios de ratinho séo intolerantes ao
knockdown da PRDX4 evidenciando que esta proteina pode contribuir e ter um papel

fulcral na formagdo de ligagdes dissulfureto em células deficientes em Erol [18].

Além deste facto e, tendo em conta que a Erol aceita eletrdes diretamente do
centro ativo reduzido da PDI, pensou-se que esta via alternativa utilizaria um passo
semelhante na transferéncia de eletrdes. Os estudos realizados permitiram concluir que a
PRDX4 é capaz de promover a formacdo de pontes dissulfureto na presenga da PDI e
que, para tal, é necessaria a expressdo desta proteina no RE sendo que as suas cisteinas
estdo envolvidas na atividade de aceleracdo do folding oxidativo dependente da

presenca de perdxido de hidrogeénio.

A Figura 1.12 resume esquematicamente as duas vias para o refolding oxidativo.
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1.4

Saccharomyces cerevisiae, e mais recentemente sistemas animais e de plantas
comegcaram a revelar as proteinas e 0os mecanismos envolvidos no processo fundamental
do folding [12]. Mais recentemente, os detalhes moleculares do processo de folding
oxidativo tém sido elucidados, particularmente, no funcionamento de sistemas presentes

no periplasma de E. coli [32], no reticulo endoplasmético de levedura [25] e no espago

SH S Folding Oxidativo

= (e ,,l/\,
SH

Figura 1.12 Modelo das reacdes de refolding oxidativo: Na reacdo mediada pela Erol, a PDI
oxidada é reduzida pela formacdo da ponte dissulfureto na proteina substrato (S-S). A Erol
oxidada actua sobre a PDI reduzida, reoxidando-a novamente. A reoxidacéo da Erol envolve
a reducdo do oxigénio molecular com formag&o de peroxido de hidrogénio. Na reacéo
mediada pela PRDX4, a PDI oxidada é igualmente reduzida pela formacéo de pontes
dissulfureto na proteina substrato sendo posteriormente reoxidada pela PRDX4 oxidada. A
PRDX4 reduzida é reoxidada por transferéncia de eltrdes para o peroxido de hidrogénio, com
formacao de duas moleculas de dgua.(Imagem adaptada de [30])

Estudo do Folding Oxidativo In Vitro

A combinacdo de estudos genéticos e bioquimicos utilizando a levedura

intermembranar da mitocondria [33] [17].
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Como referido anteriormente, as evidéncias experimentais de Anfinsen afirmam
que a formacdo de pontes dissulfureto ocorre espontaneamente sobre as condig¢des
oxidantes apropriadas. No entanto, comparada com a taxa de sintese e secrecdo
necessaria, in vivo, o folding oxidativo in vitro de proteinas ndo-catalisado € muitas
vezes um processo muito lento e mais suscetivel a erros [17]. Apesar disso, o estudo do
folding oxidativo e das vias de unfolding redutor de proteinas com pontes dissulfureto
requer métodos de quenching rapidos e irreversiveis que permitam o isolamento efetivo

das diferentes espéecies conformacionais encontradas ao longo desta via.

O folding oxidativo de proteinas € um processo no qual uma proteina reduzida e
desenroladas ndo s6 forma o seu conjunto nativo de pontes dissulfureto como também
sofre folding conformacional, conduzindo & formacdo de uma forma nativa e
biologicamente ativa. Num estudo comum de folding oxidativo, as proteinas sao
inicialmente completamente reduzidas e desnaturadas. Os agentes desnaturantes e
redutores sdo removidos, e a proteina € reenrolada na presenca de tampdes adequados
que contém agentes redox. Em varios intervalos € adicionado um reagente que extingue
a formacéo de pontes dissulfureto e assim interrompe o processo de folding oxidativo.
Os intermediarios do folding apreendidos sdo entdo separados, identificados e

quantificados [34].

Ensaios in vitro em proteinas relativamente simples como a Ribonuclease A
(RNase A) (Figura 1.13) podem ajudar a determinar fatores que afetam a regeneragao
das pontes dissulfureto nativas in vivo e em complexos proteicos [35].
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Figura 1.13 Estrutura na Ribonuclease A do pancreas de bovino (RNase A). E uma proteina
pequena, com 124 residuos e 4 pontes dissulfureto: 26-84, 40-95, 58-110 e 65-72 [36].
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Reagentes

Todos os reagentes foram comprados a Sigma Aldrich®, Merk®, VWR™,

NZYTech, Ultra-Pure™ e Invitrogen™.

2.1.2 Enzimas

As enzimas comerciais utilizadas ao longo do trabalho (DNase, RNase, Glucose
Oxidase) foram compradas a Sigma Aldrich® e Roche.

2.1.3 Plasmideos

Todos os plasmideos usados neste trabalho foram gentilmente cedidos pelo
Professor David Ron do Institute of Metabolic Sciences da Universidade de Cambridge
no Reino Unido e sdo descritos na tabela 2.1.

Tabela 2.1 Plasmideos utilizados para a producéo das proteinas de interesse, com referéncia ao
antibiotico de resisténcia e ao tag de afinidade.

Antibiotico de Resisténcia

Proteina Plasmideo Alvo Tag de Afinidade

do Plasmideo
PDI pPRSET A Ampicilina His
L Glutationa S-
Erol pGEX Ampicilina transferase (GST)
PRDX4 pPRSET A Ampicilina His
PRDX2 pPRSET A Ampicilina His
ULP pET-28b Canamicina His

2.1.4 Antibiéticos

Os antibidticos utilizados foram comprados a NZYTech e as solugbes stock

utilizadas tinham uma concentracdo de 500 pg/mL.
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2.1.5 Estirpes de E. coli

A bactéria Escherichia coli é o hospedeiro mais utilizado para a expressao de
proteinas recombinantes. As estirpes de células competentes utilizadas para a

transformacéo com o plasmideo recombinante sdo a BL21 (DE3) e a Rosetta.

2.1.6 Composicéo de Meios, Solucbes e Tampdes

Na tabela 2.2 séo apresentadas as composicGes dos tampdes, e solucdes utilizadas

ao longo do trabalho experimental.

Tabela 2.2. Composicdo das solugdes utilizadas no trabalho experimental.

Solucgéo Composicdo
50 mM Tampéo Fosfato pH8; 300 mM
24h NaCl
Tampéo de Diélise a
50 mM Tampado Fosfato pH8;150 mM
24n NaCl

50 mM Tampado Fosfato pH8; 300 mM
NaCl;10 mM Imidazole

50 mM Tampéo Fosfato pH8; 300 mM
NaCl;10 mM Imidazole

Equilibrio da ULP 50 mM Tampéo Fosfato pH8; 300 mM
coluna (A) NaCl;10 mM Imidazole

PBS pH 7.3:140 mM NaCl; 2.7 mM

PDI

PRDX4

Erol KCI: 10 mM Na2HPO4:1.8 mM KH,PO,

Tampdes de PRDX? 50 mM Tampéo Fosfato_pHS; 300 mM
Purificacdo NaCl;10 mM Imidazole

PDI 50 mM Tampao Fosfato pH8; 300 mM
NaCl; 500 mM Imidazole

50 mM Tampado Fosfato pH8; 300 mM
PRDX4 NaCl;500 mM Imidazole

Eluicio (B) ULP 50 mM Tampéo Fosfato pH8; 300 mM

NaCl;250 mM Imidazole

Erol 50 mM Tris-HCI pH8; 40 mM
Glutationa Reduzida

50 mM Tampéo Fosfato pH8; 300 mM

PRDX2 NaCl;500 mM Imidazole
Tampéo de Reacdo (10x) 500 mM Tris-HCI pH 7.5; 1.5 M NaCl
SDS-PAGE Glicina (10x) 250 mM Tris; 25 M
Tampdes de Corrida de Glicina; 1% SDS
Eletroforese . 1 M Tris; 1 M Tricina;
SDS-PAGE Tricina (10x) 1% SDS

Tampéo de Corte da Ero1/GST 50 mM Tris-HCI pH7.5; 100 mM NaCl; 0.5 mM EDTA
. i . 0.02g Orange G; 0.8 g SDS (Cf = 2%); 4 ml glicerol (Cf
L@iﬂ'{‘gﬁf&ﬁ%ﬁ tzsA;EgoG(:'c'[‘;‘) = 10%); 2.5 ml Tris-Hcl 1M pH 6.8 (C; = 62.5 mM): 3.5
B g H ml dH,0; 100 pL B-mercaptoetanol a cada aliquota
0.02g Orange G; 0.8 g SDS (Cf = 2%); 4 ml glicerol (Cf
Loading Dye (SDS-PAGE Tricina) | =10%); 2.5 ml Tris-Hcl 1M pH 6.8 (Cs= 62.5 mM);3.5
ml dH,O
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2.1.7 Lista de Equipamentos

Na tabela 2.3 sdo apresentados os equipamentos utilizadas ao longo do trabalho

experimental, bem como a respetiva marca e modelo.

Tabela 2.3. Lista de equipamentos utilizados ao longo do trabalho experimental com referéncia a marca e

modelo.
Nome do Funcao Marca Modelo
Equipamento
Sonicador Lise celular Vibra cell™ 75186 VCX 130
Centrifuga de Centrifugacao de VWRTM 2416
Bancada eppendorfs
Ultracent~r|fuga de Centrlfugagao apos Beckman Coulter J14-MC
chéo lise celular
i Centrifugacao apos
Ultracentflfuga de ' gacdo ap ) eppendorf® 5810 R
chéo final da fermentacdo
Estufa Incubagdo com NV EN400
temperatura
Incubacdo com
Orbital temperatura e Arbalab-Agitorb 200 1IC
agitacdo
. Medicgbes -
Leitor de Placas s Tekan Infinity m-200
espetrofotométricas
MedicOes
Espectrofotémetro ¢ o Pharma-Spec
espetrofotométricas
ACB plus
Balanca Pesagem ae ADAM 6004
FPLC- AKTA Purificacdo GE Healthcare Micro
Oscilador Agitacéo Heidolph Duomax 1030
Hanna Instruments pH 210

Medidor de pH

2.2 Métodos

MedicGes de pH

No presente capitulo descrevem-se os procedimentos experimentais realizados

com referéncia, em simultdneo, aos equipamentos utilizados, reagentes quimicos e

métodos analiticos.

-21-



2.2.1 Producao das Proteinas

2.2.1.1 Obtencéo de Células Competentes

As estirpes de E. coli foram deixadas a crescer em 5 mL de meio LB (40 g/L) over
night (O/N), a 37°C. Posteriormente foram inoculados 100 pl da cultura, em 50 ml de
meio LB, que por sua vez sdo incubados nas mesmas condi¢cdes de temperatura até ser
atingida uma Densidade Otica (DO) a 600 nm de 0.5. A cultura foi colocada em gelo
durante 3-5 minutos, com agitacdo constante e depois, centrifugada durante 8 minutos a
6000 rpm e 4°C, numa centrifuga de modelo 5810R (eppendorf®). O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de Cloreto de Calcio (CaCly) 0.1M e
colocado em gelo durante 5-10 minutos. Este processo foi repetido novamente mas a
cultura foi deixada em gelo durante 20 minutos. Apds uma nova centrifugacdo nas
mesmas condigdes, o pellet foi ressuspendido em 1800 uL de CaCl, 0.1M e 300 uL de
glicerol (86%). Sao feitas aliquotas de 100 uL e armazenadas a -80°C.

2.2.1.2 Transformacdao celular

O processo de transformacdo baseia-se na introducdo do plasmideo de interesse (3
pL) nas células competentes (100 pL), previamente obtidas (Ponto 2.2.1.1). De seguida
a amostra que contem o plasmideo e as células foi colocada durante 30 minutos no gelo,
sendo depois sujeita a choque térmico durante 1 minuto a 42°C de modo a permitir a
entrada do plasmideo no interior da célula. A amostra foi mantida no gelo por mais 5
minutos e de seguida foram adicionados 250 puL de meio LB (20 g/L) de modo a
estimular o crescimento celular que aconteceu nos 45 minutos seguintes estando as
ceélulas incubadas a 37°C num bloco de aquecimento com agitagdo (~400 rpm). A
cultura foi plaqueada (50 pL/placa) em placas de LB/agar (25¢/L LB e 15 g/L Agar)
com o antibidtico que confere resisténcia de modo a que apenas cresgam colonias que
contenham o gene de resisténcia. Estas placas foram deixadas a incubar durante a noite,
numa estufa EN400 da Niiv a 37°C.

Todas as proteinas, com excecdo da Protease Ubiquitin-Like Protein (ULP),
foram produzidas na presenca da Ampicilina (Amp) sendo que nas placas de LB/agar
este antibiotico estd presente numa concentragdo de 100 pg/mL. No caso da ULP, o
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antibidtico utilizado foi a Canamicina (Kan) numa concentracdo de 50 pg/mL nas
placas.

2.2.1.3 Composic¢ao do meio de cultura

O meio de cultura, Luria-Bertani (LB Broth), da marca Sigma-Aldrich® é usado
para a manutencao e propagacdo de Escherichia coli. Esta bactéria cresce rapido neste
meio devido a triptona e devido ao extrato de levedura que fornece os fatores de
crescimento essenciais que, de outra forma, a E.coli teria de sintetizar. Este meio
contém também eletrélitos essenciais para o transporte e para o balangco osmotico,

devido a presenca de Cloreto de sddio (NaCl) (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 Composi¢do padrdo do meio LB da Sigma-Aldrich®

Composto Concentracéao
Triptona 10 g/L
Extrato de Levedura 59/L
NaCl 59/L

O meio LB foi utilizado numa concentracdo de 20 g/L, sendo dissolvido em
dH,O. Para preparar o0 meio do pré-inéculo e in6culo foram pesados 43 g de LB que sao
diluidas em dH,O. A esterilizacdo do meio foi feita em autoclave (Raypa®) durante 20

minutos a temperatura de 121°C.

Os pré-indculos foram preparados em erlenmeyers de 250 mL, com volume util
de 50 mL e as fermentacgdes foram preparadas em erlenmeyers de 2000 mL com volume
atil de 500 mL. A relacdo entre o volume disponivel e o volume util tem a ver com o

arejamento necessario para o crescimento adequado da cultura.

2.2.1.4 Cultura do pré-indculo e indculo

As proteinas foram produzidas numa cultura em batch. Todas as culturas foram
realizadas a 37°C com agitacdo de aproximadamente 180 rpm, com excecdo da
producdo da proteina Endoplasmic Reticulum Oxireductase 1 (Erol) em que a

temperatura de incubacéo do indculo foi de 16°C (O/N).
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Das placas de LB/agar foram selecionadas colonias isoladas que foram incubadas
em meio LB com antibiético (100 pg/mL Amp e 50 pg/mL Kan) constituindo assim o
pré-indculo. Para tal, utilizaram-se trés erlenmeyers (3 x 50 mL) e, para cada um deles,
foi selecionada uma unica colénia de cada placa de LB/agar. O crescimento do pre-
indculo decorreu durante a noite, a 37°C e 180 rpm e até se atingir uma DO de cerca de
2 a 600 nm. No caso da Erol o pré-in6culo cresceu durante o dia nas mesmas

condicdes.

A cultura (4 x 500 mL) decorreu a partir do pré inoculo e na presenca do
antibidtico, iniciando-se com uma DO de 0.1 e seguindo-se o crescimento até uma DO
entre 0.6-0.8, altura em que se adicionou 500 pL de isopropiltiop-D-galactosidase 1M
(IPTG) (C+= 1 mM) a cada erlenmeyer, de modo a induzir a expressdo da proteina de
interesse. Apos a adicdo de IPTG esperou-se que as culturas atingissem a fase
estacionaria, verificada pela estabilizacdo da DO. A monotorizacdo do crescimento foi
feita em intervalos de 30 minutos antes da adicdo de IPTG e ap0s esta etapa, em

intervalos de 1 hora através da medicao da DO num espectrofotémetro Pharma-Spec.

2.2.1.5 Centrifugacdes

Apo6s 0 processo de cultura que terminou quando as culturas atingem a fase
estacionaria, foram efetuadas duas centrifugacGes (4 x 250 mL de cada vez) numa
centrifuga 5810R (eppendorf®) a 4000 rpm durante 15 minutos e a uma temperatura de
4°C com rotor basculante. O sobrenadante foi descartado sendo constituido
maioritariamente por meio de cultura. Os pellets obtidos foram ressuspendidos no
menor volume possivel de sobrenadante e transferidos para um tubo falcon de 50 mL.
Realizou-se uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des, mas com rotor fixo. O
processo podia ser parado nesta fase e o pellet obtido é armazenado a -20°C até ao dia

seguinte.

2.2.2 Lise Celular

O pellet foi ressuspendido em 15-20 mL de tampdo de equilibrio, sendo este
tampdo utilizado posteriormente na purificacdo da proteina de interesse. Além do

tampé&o foram também adicionadas 150 pL de DNase (50 pg/mL) e 150 pL de fluoreto
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de fenilmetanosulfonil 1mM (PMSF) que vé&o, respetivamente, degradar o DNA apos

rutura celular e inibir as protéases libertadas pela rutura celular.

As células foram lisadas por sonica¢do num sonicador Vibra cell™, 75186 VCX
130 com amplitude 50/5 w em 4 pulsos durante 2 minutos num total de 4 ciclos. Este
processo foi feito em gelo e entre cada ciclo foi verificado se a agulha do sonicador nao
toca nas paredes no tubo e se o nivel de gelo é suficiente para garantir que a amostra ndo
aquece. O lisado foi transferido para um tubo cénico de 50 mL e centrifugado numa
ultracentrifuga de chao, da marca Beckman Coulter, J14-MC, a 18000 rpm durante 30
minutos a uma temperatura de 4°C com rotor de angulo fixo. Uma vez que as células ja
sofreram rutura nesta fase, o sobrenadante foi recolhido sendo que no pellet
permanecem os fragmentos celulares. Nesta fase foi recolhida uma amostra do pellet
que constitui a fracdo insollvel da proteina, uma vez que se esta permanecer sob a
forma de corpos de inclusdo, ficara retida com os restantes fragmentos celulares. O
sobrenadante foi colocado num copo onde se adicionou polietilenamina com uma
concentracdo final de 0.5% p/v de modo a precipitar os &cidos nucleicos em suspensao
(~0.08 g). A solucéo ficou a agitar a 4°C durante 20 minutos e de seguida foi novamente

centrifugada durante 40 minutos a 15000 rpm e 4°C, na mesma centrifuga.

Apobs esta fase foi recolhida uma do sobrenadante constituindo a fracdo soltvel. O
sobrenadante foi filtrado através de um filtro de 0.22 um e armazenado a 4°C até ao

passo de purificacéo.

2.2.3 Purificacdo da Proteina

A purificagdo das proteinas de interesse com excecdo da Erol foi realizada num
processo de cromatografia de afinidade (IMAC - cromatografia de metalo-afinidade),
num equipamento denominado FPLC-AKTAT™ (GE Healthcare). Neste processo foram
utilizadas colunas pré-empacotadas com 5 ml de resina Ni Sepharose™ (HiTrap affinity
columns) da GE Healthcare. A matriz cromatografica é estavel e tolerante aos tampdes
aquosos geralmente utilizados bem como a agentes desnaturantes (Cloreto de
Guanidina, Ureia). Estas colunas séo carregadas com ides metalicos (ides niquel) que
retém seletivamente as proteinas com um “tag” de 6 histidinas caso estas se encontrem
expostas a superficie proteica, garantindo uma capacidade de liga¢do de, no minimo, 40
mg/mL. Esta retencdo permite purificar amostras proteicas com esse “tag” de afinidade
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e, através da passagem de um tampdo com imidazole, ocorre a libertacdo da proteina da

matriz com ides Ni.

Este equipamento permite visualizar, em tempo real, a absor¢do das amostras
eluidas a 280 nm bem como o pH, condutividade entre outros parametros, através da

utilizacdo de software especializado (Unicorn).

O sistema de bombagens do equipamento foi sujeito a limpeza (fungdo “Pump
Wash”) com Etanol 20% ou agua Elix antes de se iniciar o processo de purificagdo. Os
capilares Al e B1 foram colocados nos frascos com o tampdo de equilibrio (A) e o
tampédo de eluicdo (B), respetivamente. Realizou-se uma nova limpeza das bombas
agora com os tampBes A e B. Apos esta fase foi inserida a coluna pré-empacotada no
sistema e o caudal usado ndo excedeu o limite de pressdo suportado pela coluna. A
coluna foi equilibrada com 5 volumes de coluna de tampdo A, antes da injecdo da
amostra. Esta injecdo foi feita através de um sistema denominado super-loop
previamente lavado com &gua Elix. Antes da injecdo foi acionada a fung¢do “auto-zero”
definindo a absorvancia a 280 nm como zero. O volume maximo do super-loop é 10 mL
pelo que, se o volume a purificar for superior, séo efetuadas duas injecOes intercaladas.
Ap0s a insercdo da amostra no super-loop ativou-se a fungdo “Inject” que fez com que a
amostra entrasse na coluna cromatografica. Quando o émbolo do super-loop chegou ao
fim a fungdo “Load” foi ativada para continuar a passar tampdo A pela coluna. No
cromatograma surgem 0s picos referentes ao contetdo proteico (flow-through ou fase
movel) presente na amostra que ndo ligou a matriz cromatografica sendo esperado que a
proteina de interesse ficasse retida na coluna, por afinidade. Apos a estabilizacdo do
sinal de absorvancia a 280nm em aproximadamente zero, iniciou-se o gradiente com o
tampéo B entre 0 e 100% num intervalo de 30 minutos, que provoca a libertacdo da
proteina de interesse dos ides metalicos (Ni). Neste intervalo surge(m) o(s) pico(s)
referente a proteina que ficou retida na coluna e que € eluida pelo tampéo B. A etapa de
purificacdo foi concluida com a limpeza das bombas e do sistema primeiro com o

tampé&o A e depois com Etanol 20% e H,0 Elix.

2.2.4 Avaliacéo da expressao e da eficiéncia da purificacdo por SDS-PAGE

Ao longo do processo fermentativo foram recolhidas amostras das antes e depois

da adicdo de IPTG. Além destas, foram igualmente recolhidas amostras das fracoes
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soluvel e insoltvel da proteina durante a fase de lise celular e também dos picos e do
flow-through na fase da purificacao.

Para avaliar se ocorreu sobrexpressao da proteina de interesse e se a purificacdo
foi eficiente utiliza-se a técnica de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) que consiste num método de separacdo de
proteinas por eletroforese, num gel de poliacrilamida na presenca de SDS que atua
como desnaturante das proteinas e confere carga negativa a todas as proteinas. A
separacdo de proteinas por SDS-PAGE pode ser utilizada para estimar a massa
molecular relativa, para determinar a abundancia relativa das proteinas numa amostra e

para determinar a distribuicdo de proteinas entre fragdes.

O gel é composto por duas fases: gel de resolucdo e gel de concentracdo sendo
que o gel de resolucdo constitui a maior parte do gel (Figura 2.1). Na tabela 2.5 sé&o
apresentadas as composigdes de cada fase do gel SDS.

Tabela 2.5. Composicdo do gel de Resolucdo 12% e do gel de Concentracdo 5%

Gel de Resolucdo  Gel de Concentracéo

12% (10 mL) 5% (4mL)
dH,0O 4.3 mL 2.9 mL
1M Tris-HCI pH 6.8 - 0.5 mL
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 2.5 mL -

Acrilamida/Bisacrilamida 40% 3mL 0.5 mL
10% SDS 100 pL 40 pL

10% APS 100 pL 40 pL

TEMED 4L m

O gel de resolucédo foi preparado sendo que o Persulfato de Amonio (APS) e o
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) foram os ultimos componentes a serem
adicionadas visto que sdo os responsaveis pela aceleragéo e iniciagdo da polimerizacdo
do gel, respetivamente. Uma vez adicionados, a solugdo foi imediatamente inserida
entre os vidros para polimerizar. No final, adicionou-se uma camada de dH,O no topo
da camada de gel de modo a remover bolhas de ar e assegurar uma superficie plana no

gel. A polimerizagdo demorou entre 20 a 30 minutos e quando foi atingida, a dH,O
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adicionada anteriormente foi removida, com recurso a papel absorvente. O gel de
concentracdo foi preparado da mesma forma mas, neste caso, depois de ser colocado
entre os vidros inseriu-se 0 pente que conduz a formacao dos pocos onde sdo carregadas

as amostras (Figura 2.1).

Espagadores
=

Gel de Concentragao

Gel de Resolucédo

Figura 2.1 Esquema de montagem dos vidros para polimerizacéo do gel; Diferentes camadas do gel SDS
12% (Imagem adaptada de [37]).

Apos o gel estar completamente polimerizado foi colocado em suportes préprios
do equipamento de eletroforese da BioRad e na respetiva tina com tampéo de corrida
cuja composicdo € apresentada na tabela 2.2 do capitulo dos Materiais, sendo este

diluido dez vezes.

Para fazer o tampé&o de corrida foi necessario controlar o pH do tampéo Tris pelo
que inicialmente foi acertado o pH e depois foram adicionados o0s restantes
componentes, visto que ndo alteram o pH. Este tampéo pode ser utilizado 3 vezes pelo

que, depois, devera ser substituido por uma nova solucéo.

2.24.1 Preparacdo das amostras para correr no gel

As amostras recolhidas ao longo da fermentacdo foram centrifugadas a 13000 rpm
durante 5 minutos numa centrifuga de bancada VWR™, 2416. O sobrenadante foi

descartado e o pellet é ressuspendido em 100 pL de dH0.

Para carregar no gel foram utilizados 15 pL de cada amostra aos quais foram

adicionados 5 pL de Loading Dye a cada perfazendo um volume total de 20 pL de
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amostra em cada po¢o. A composicdo do Loading Dye é apresentada na tabela 2.2 dos
Materiais.

As amostras foram submetidas a aquecimento a temperatura de 100°C durante 5
minutos, de seguida foi feito um spin na mesma centrifuga de bancada de modo a que a

amostra fique no fundo do micro-tubo e depois foram carregadas nos pocos do gel.

O marcador utilizado foi o Precision Plus Protein™ Unstained Standard da

BioRad, apresentado na Figura 2.2.

Figura 2.2 Bandas do Marcador Precision Plus Protein™ Unstained Standart; Bandas de 10 proteinas
standart com peso molecular entre 10-250 kDa.

2.2.4.2 \Voltagem para a Eletroforese

ApoOs o suporte estar corretamente preparado e as amostras carregadas, 0S
elétrodos na tampa da tina foram conectados a fonte de alimentacdo onde é controlada a
voltagem e/ou amperagem ao longo da corrida. Inicialmente utilizou-se uma voltagem
de 40 V durante aproximadamente 15 minutos ou até as amostras percorrerem o gel de
concentracdo. Seguidamente alterou-se a voltagem para 90 V durante 15 minutos e, por
fim, deixou-se o gel a 120 V no resto da corrida que foi terminada antes que as amostras

coradas saissem do gel.

2.2.4.3 Coloragao e Descoloragéo do gel

Quando a corrida do gel terminou o gel foi corado numa solugéo cuja composicéo
se encontra descrita na tabela 2.6. Em geral, o gel foi deixado nesta solu¢cdo O/N e no
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dia seguinte foi colocado na solugdo para descorar (tabela 2.6) até serem visiveis as
bandas obtidas. Por vezes, o gel pode ser deixado em dH,O apds a passagem pela

solucdo descorante.
Tabela 2.6. Composicao da solucédo de coloracéo e descoloragdo dos Géis SDS.

2 g Brilliant Blue R — Sgima Aldrich®
500 mL Etanol 96%

75 mL Acido Acético 100%

dH,O até perfazer o volume total

200 mL Etanol 96%

Descoloragdo (1L) 100 mL Acido Acético 100%

dH,0 até perfazer o volume total

Coloracéo (1L)

2.2.4.4 Digitalizacéo dos géis

Apo6s serem visiveis as bandas nos géis estes foram digitalizados num
equipamento proprio, Alphalmager HP, da Cell Biosciences™ que permite obter uma

fotografia dos géis em formato digital.

2.2.5 Diélise das Proteinas

A diélise é um processo onde as moléculas em solucdo sdo separadas segundo um
gradiente de concentracdo conjugado com um cut-off da membrana de dialise que
apenas deixa passar moléculas abaixo de um certo peso molecular. As mangas de dialise
sdo assim semipermeaveis, sendo constituidas por celulose regenerada ou éster de
celulose. A dialise foi usada para remover o imidazole da amostra proteica eluida da

coluna cromatografica.

Para fazer a dialise das proteinas foram feitos dois tampdes sendo que o segundo
possui metade da concentracdo de sal (NaCl) relativamente ao primeiro (Tabela 2.2 dos
Materiais). Este decréscimo gradual da concentracdo de sal minimiza a precipitacdo da
proteina. A dialise decorreu ao longo de 2 ou 3 dias com mudanca de tampdo em

intervalos de aproximadamente 12 horas.
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2.2.6 Quantificacdo de Proteinas pelo método de Bradford

A quantificacdo das proteinas produzidas foi feita pelo método de Bradford. O
reagente foi comprado a BioRad e a reta de calibracdo feita com uma solugédo stock de
BSA (0.5 mg/ml) entre 0 e 60 pg/mL. As amostras de proteina a quantificar foram
diluidas 100 e 200 vezes de modo a que os valores de DO das amostras, a 595 nm, se
encontrassem inseridas na reta de calibragdo permitindo assim determinar, por
interpolacdo da reta de regressdo linear, a concentracdo da amostra proteica. A leitura

das DO foi feita num leitor de microplacas Infinite® M-200 da Tecan.

O método de Bradford é um procedimento simples que permite a determinacao da
concentracdo de proteinas solubilizadas. Envolve a adicdo de um corante acido a
solugdo proteica onde o grupo trifenil-metano do corante se liga as estruturas apolares
da proteina e os iBes sulfonato interagem com aminodcidos polares. Este método é
simples e rapido de executar e apresenta um numero reduzido de substancias

interferentes.

2.2.7 Corte da Erol pela proteina ULP

A Erol foi produzida fundida com a Glutationa S-transferase (GST) sendo
necessario separar estas duas proteinas de modo a que a Erol fique isolada e pura. Esta
separacdo foi levada a cabo numa reacdo enzimatica catalisada pela protéase ULP, que é

responsavel pelo corte entre as duas proteinas (Figura 2.3).

- [ Erol (55 kDa) ]
Erol (55 kDa) ]
. J

—> iL

n
d
a

~ 90 kDa

Figura 2.3 Esquema representativo do corte do conjunto Erol (verde)/GST (azul) catalisado pela enzima
ULP (vermelho). O ligando (laranja) que une as duas proteinas fica ligado a GST ap06s o corte.

A determinacdo das concentragdes de cada proteina a utilizar na reacéo foi feita

com base no seguinte:
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— Com base em experiéncias prévias que mostraram que a ULP deve ser diluida
de 1:100 relativamente ao volume da solucdo de Erol (Comunicacgéo oral Prof.
Eduardo Melo).

— Com base no protocolo da GE Healthcare, HiTrap Affinity Columns para a
coluna GSTrap sdo elaboradas outras duas possiveis formulagdes para testar a
que gera mais eficiéncia no corte:

a) Adicionar 1 pL de ULP para cada 100 pg de Erol, sendo que para esta
formulag&o é necessario conhecer a concentragdo de Erol.

b) Assumindo que a Erol se encontra numa concentracdo de cerca de 8 mg/mL

adicionar 80 pL de ULP por cada 1 mL de amostra contendo Erol.

Os célculos foram reajustados, uma vez que a concentracao era conhecida e foram
utilizadas 3 concentracdes de ULP em 3 reacGes separadas que foram realizadas durante
cerca de 4 horas e a 4°C com agitacdo. Para confirmar a eficiéncia do corte foi realizado
um gel SDS-PAGE e s6 depois se procedeu a purificacdo de modo a remover a GST da
amostra de interesse. Esta etapa de purificacdo foi levada a cabo no AKTA, com uma
coluna cromatografica GSTrap. A coluna GSTrap é utilizada para purificar proteinas
com afinidade para a glutationa. A GST ¢ retida na coluna, por afinidade, enquanto que
a Erol sai através do flow-through. Para remover a GST da coluna foi feito um
gradiente com uma concentracdo de glutationa reduzida superior a que se encontra na
matriz promovendo a ligacdo da GST a glutationa reduzida do tampéo de eluicdo. Esta
purificacdo foi feita com caudais muito reduzidos (0.2-0.3 mL/min) uma vez que a

cinética de ligacdo entre a glutationa e a GST é relativamente baixa.

2.2.8 Estudo de Refolding Oxidativo da Ribonuclease A (RNAse)

2.2.8.1 SDS-PAGE-Tricina

O estudo do Refolding Oxidativo da RNase foi analisado em géis SDS-PAGE com
tricina em vez de glicina no tampdo de corrida. Os géis de acrilamida-SDS-tricina
cobrem gamas estreitas de pesos moleculares e oferecem elevada resolucéo,
especialmente para gamas de proteinas pequenas. A concentracdo de cross-linker
(Bisacrilamida) e a inclusdo de 6M de Ureia nestes geis aumenta ainda mais a resolucao

de proteinas pequenas.
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O gel é formado por 3 camadas: gel de concentracdo com 4%T e 3%C; gel
espacador com 10%T e 3%C; gel de resolucdo ou separacdo com 16.5%T e 6%C em
que “T” ¢ a percentagem total de acrilamida (acrilamida e bisacrilamida) e “C” ¢ a
percentagem do cross-linker no total (bisacrilamida). O gel de resolucdo deve ser
adicionado num volume de cerca de 4 mL, enquanto que deve ser adicionado cerca de 1
mL do gel espacador. O volume restante corresponde ao gel de concentragcdo onde é
igualmente inserido o pente para formar os po¢os onde sao inseridos as amostras. Tal
como nos géis SDS 12%, o APS e o TEMED sdo os ultimos componentes a serem

adicionados e o procedimento € igual (ponto 2.2.4).

As solugdes stock dos tampbes e da acrilamida/bisacrilamida sdo preparadas
conforme mostrado na tabela 2.7 [38].

Tabela 2.7. Composicdo do tampdo utilizado na corrida dos géis SDS-tricina e da solugdo Gel Buffer
(3x) utilizado na formacgdo dos géis.

Tampao Tris (M) Tricina (M) HCI pH %SDS (p/v)
Corrida 1 1 - ~8.25 1
Gel Buffer (3x) 3 - 1 8.45 0.3

Foram preparadas duas solucdes de Acrilamida e Bisacrilamida em que a
diferenca entre elas consiste na percentagem de Bisacrilamida em solucdo. Assim, a
solugdo Acrilamida-Bisacrilamida-3 (AB3) apresenta 49.5%T e 3%C e a solugédo
Acrilamida-Bisacrilamida-6 apresenta 49.5%T e 6% C. Estas solucGes foram preparadas

num volume final de 50 mL em dH,O.

A composicdo das 3 camadas do gel é apresentada na tabela 2.8.
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Tabela 2.8. Composicéo das 3 fases do gel de SDS-Tricina: Gel de resolugéo (16,5%), Gel espacador
(10%) e Gel de concentracdo (4%). Os volumes apresentados sdo referentes a dois géis.

16,5% 10% 4%
AB3 - 0.5mL 0.33 mL
AB6 3.3mL - -
Gel Buffer (3x) 3.3mL 0.83 mL 1mL
Ureia 36¢g - -
dH,0 - 1.17 mL 2.67 mL
APS (10%) 33.3uL 12.5 uL 30 puL
TEMED 3.3uL 1.25 L 3uL

2.2.8.2 Reducéo da RNase e PDI

A RNase, no estado oxidado, encontra-se armazenada em aliquotas de 500 pL a -
20°C e a PDI oxidada encontra-se a 4°C em gelo, num tubo falcon. A RNase foi
reduzida em 6M de Cloreto de Guanidina (GdnHCI) e 140 mM de Dithiothreitol (DTT).
Foram igualmente adicionados 50 pL de Tris HCI 1M pH 8 para que a proteina reduzida
fique num pH estavel. A PDI foi reduzida com 50 mM de DTT. As reacOes de redugdo
foram realizadas num volume final de 500 pL e durante 1 hora a temperatura ambiente

com agitacdo num oscilador Heidolph Duomax, 1030.

Apdbs a reacdo de reducdo, as amostras forram passadas em colunas PD-10
Desalting da GE Healthcare, por gravidade, para remover o excesso de GdnHCI e do
DTT. A utilizacdo destas colunas consistiu em passar 3 vezes 1 mL do tampao de reacao
no qual as proteinas se encontram para limpar e equilibrar a coluna sendo depois
adicionados os 500 pL da amostra. Por fim, adicionou-se 1 mL do mesmo tampéao do
qual se recolheram aproximadamente 750 puL para um tubo micro-tubo. A coluna foi
limpa com tampéo de reagdo, 3 vezes, e deixada em Etanol 20% para conservar a

matriz.

As amostras das proteinas reduzidas e a RNase oxidada foram quantificadas pelo

método de Bradford, como especificado no ponto 2.2.6.
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2.2.8.3 Reagéo de Refolding

No presente trabalho foram estudadas duas vias possiveis para o refolding
oxidativo da RNase: A via da Erol/PDI e a via da PRDX4/PDI. Além destas, a
especificidade da PRDX4 para a PDI foi comparada com a especificidade de um
homologo da PRDX4, a PRDX2 residente no citoplasma de células de mamifero. Para
estudar a via onde intervém a PRDX4 ou o seu homologo foi necesséria a introducéao de
uma fonte de peroxido de hidrogénio que atua como aceitador final de eletrées sendo,
apos reducdo convertido a agua. Como tal foi adicionada Glucose (2.5 mM) e Glucose

Oxidase (Gox) (10 mU/ml) que desencadeiam a seguinte reacao (Figura 2.4).

OH OH
0. §H Glucose Oxidase o
OH — OH 0
+ 02 + H 202
HO HO
OH OH
p-D-Glucose D-Gluconoe-1,5-lactone

Figura 2.4. Reagdo de Oxidagdo da Glucose por acdo da enzima Glucose Oxidase com o Per6xido
de Hidrogénio como subproduto reacional.

As concentracdes das proteinas utilizadas nas reacdes de estudo do refoding

oxidativo séo apresentadas na tabela 2.9.

Tabela 2.9. Concentragdes das proteinas utilizadas nos ensaios de refolding oxidativo da RNase.

Proteina Concentracao (uM)

RNase Oxidada 15
RNase Reduzida 15
PDI 5
PRDX4 5
Erol 5

PRDX2 5

Para cada ensaio foram feitos controlos com RNase reduzida e oxidada em
tamp&o de reacdo que foram carregados no gel junto das amostras reacionais e que
permitiram comparar o0 estado de oxidagdo das amostras reacionais com base nas

diferengas de mobilidade manifestadas pelos dois estados estruturais.
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As reagdes foram feitas em micro-tubos num volume final de 40 pL de modo a
que fosse possivel recolher amostras de 10 pL ao fim de 20 e 40 minutos de reacao.

2.2.8.3.1 ViadaErol/PDI

Para estudar o refolding oxidativo nesta via realizaram-se 3 reacdes:
- A reacdo com a via completa (Erol, PDI e RNase reduzida);
- A reacgéo de controlo sem a Erol;

- A reacéo de controlo sem a PDI.

A ordem de colocacdo dos componentes da reacdo é importante uma vez que se
trata de um processo no qual se quer avaliar a evolucdo ao longo do tempo do refolding
oxidativo da RNase. Assim, os componentes de reagdo foram adicionados na seguinte
ordem: Tampao de reacdo, PDI reduzida, Erol e por fim RNase reduzida para iniciar a

reacao.

2.2.8.3.2 Viada PRDX4/PDI

Para estudar o refolding nesta via realizaram-se 4 reacdes:

—  Arreacdo com a via completa (Gox, PDI, PRDX4 e RNase reduzida);
—  Avreacdo de controlo sem a Gox;
—  Avreacdo de controlo sem a PDlI;

—  Avreacdo de controlo sem a PRDX4.

A ordem de colocacdo dos componentes da reacdo foi: Tampdo de reacéo,
Glucose, PDI reduzida, PRDX4, RNase reduzida e Gox, pelo que assim que esta ultima

é adicionada a reacdo € iniciada.
2.2.8.3.3 Viada PRDX2/PDI
Para estudar o refolding nesta via realizaram-se 4 reacdes:

— Arreagdo com a via completa (Gox, PDI, PRDX2 e RNase reduzida);
— A reacgéo de controlo sem a Gox;
— Areacgdo de controlo sem a PDI,

— Arreacgdo de controlo sem a PRDX2.
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A ordem de colocacdo dos componentes da reacdo foi: Tampédo de reacéo,
Glucose, PDI, PRDX2, RNase reduzida e Gox, pelo que assim que esta ultima é

adicionada a reacao € iniciada.

Apbs a quantificacdo das amostras reduzidas e da RNase oxidada pelo método de
Bradford foram calculados os volumes necessarios de cada proteina para as
concentracdes finais desejadas (tabela 2.9). O volume de tampé&o de reacdo em cada
uma das reages foi determinado por diferenga relativamente ao volume final de reagéo
(40 pL).

Assim que se deu inicio as reacdes foram preparados micro-tubos com 2 pL de N-
Ethylmaleimide 0.5M (NEM), que é responsavel pelo término da reacdo na medida em
que reage covalentemente com os grupos tiois livres. Aos tubos com NEM foram
posteriormente adicionados 10 pL de cada amostra retiradas ao fim de 20 e 40 minutos
de reacdo. Os micro-tubos com NEM foram mantidos em gelo antes e ap06s a adi¢do das
amostras. O NEM atua durante cerca de 20 minutos, sendo que depois foi adicionado o
Loading Dye, cuja composicdo é apresentada na tabela 2.2 dos materiais. A partir desta

fase, as amostras foram manuseadas da mesma forma explicada no ponto 2.2.4.1.

Para estes ensaios utilizou-se um marcador All Blue, da BioRad (Precision Plus
Proteins™ Standarts) cujas bandas séo visiveis ao longo da corrida e tém o0s pesos
moleculares iguais aos da figura 2.2. A utilizacdo de marcadores visiveis durante a
corrida foi necessaria visto que, neste tipo de gel, as amostras coradas saem do gel e

assim foi possivel ter uma nog¢do de quando deve ser terminada a corrida.

2.2.8.4 Voltagem

O gel correu ao longo de cerca de 7 horas e as voltagens variaram entre os 40 e 0s
150 V sendo a primeira utilizada enquanto as amostras se encontram no gel de
concentragdo. A voltagem foi aumentada para 90 V até as amostras percorrerem o gel
espacador e mais tarde para 120V. Quando o marcador se encontra praticamente todo no
gel de resolucdo a voltagem foi elevada para 150V e mantida assim até ao final da

corrida.

Devido as percentagens elevadas de Acrilamida e Bisacrilamida estes géis

apresentam alguma resisténcia a passagem da corrente elétrica pelo que é necessaria
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especial atencdo a amperagem uma vez que pode afetar a corrida. A polimerizacdo
correta do gel é muito importante uma vez que, caso a ureia nao fique bem dissolvida, a

corrida do gel pode ser prejudicada.

Para que o processo de corrida decorra normalmente e sem sobreaquecimento, a
tina de eletroforese deve ser colocada em gelo e deve ser colocado apenas um gel por

cada tina.

2.2.8.5 Coloracdo e Descoloracéo dos géis

Este processo foi realizado da mesma forma que os géis de SDS-Glicina e
encontra-se explicado no ponto 2.2.4.3.

2.2.8.6 Digitalizacao dos Geis

A digitalizacdo dos géis foi feita da mesma forma dos géis SDS-Glicina e

encontra-se explicada no ponto 2.2.4.4.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Protein Disulfide Isomerase (PDI)

Ao longo dos crescimentos foram medidos os valores de densidade 6tica (DO) do
pré-indculo e das fermentagdes. Os pré-inoculos ficaram a incubar durante a noite e a
DO foi medida na manha seguinte. A DO das fermentac6es foi monitorizada ao longo

do crescimento.

A determinac&o dos volumes de pré-indculo a transferir para iniciar a fermentacéo
é calculada através da equacdo 3.1, com o objetivo de iniciar a fermentacdo com uma
DO de 0,1 de modo a garantir que a fase exponencial é facilmente identificada ao longo

do crescimento.

OD; X V; = ODf X V¢ Equacdo 3.1

O volume de pré-indculo a adicionar (V;) € calculado com base na OD do pré-
indculo (OD;), na OD que se quer iniciar a fermentacdo (ODs) e 0 volume com que se

inicia a fermentagéo (Vs).

3.1.1 Crescimento do Pré-inéculo

Os erlenmeyers utilizados para a producdo do pré-in6culo foram numerados de 1 a
3 de modo a facilitar o trabalho.

Na tabela 3.1 s&o apresentados os valores de DO dos 3 erlenmeyers de pré-inoculo
da PDI apo6s incubacdo O/N a 37°C.

Tabela 3.1 Valores de DO obtidos para os pré-inéculos da PDI

Erlenmeyer DO (600 nm)

1 2.301
2 2.214
3 2.280
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3.1.2 Propagacao de Indculos e Crescimento

Os erlenmeyers onde decorreram as culturas foram, igualmente, numerados de 1 a

4 de modo a facilitar o trabalho.

Através da equacdo 3.1 foram determinados os volumes de pré-inoculo

necessarios para comecar a cultura com uma DO de 0.1.

A cultura foi monotorizada em dois baldes, selecionados aleatoriamente,
permitindo ter uma nocdo mais correta da evolucdo do crescimento, por comparacao
entre as DO observadas assegurando que o crescimento nos varios erlenmeyers se
encontra na mesma fase. Apos o inicio do crescimento foram retiradas amostras em
intervalos de 30 minutos até ser atingida uma DO entre 0.6 e 0.8, sendo que nesta altura
foi induzida a expressdo da proteina de interesse através da adicdo de “Isopropyl-beta-
D-thiogalactopyranoside” (IPTG) as culturas. Ap6s a indugcdo da expressdao foram

retiradas amostras em intervalos de 1 hora até a cultura atingir a fase estacionéria.

Os valores obtidos através da Equacgdo 3.1 sdo apresentados, como exemplo, na
tabela 3.2.

Tabela 3.2 VVolumes de pré-inoculo a adicionar ao meio para iniciar a cultura da PDI com DO=0.1
(Equacdo 1)

Pré-Inéculo In6culo
21.7mL 1
1 20.6 mL 2*
2 22.6 mL 3
3 21.9mL 4

*Nota: O erlenmeyer 1 do pré-indculo ndo apresentava volume suficiente para que os dois
erlenmeyers de cultura (1 e 2) apresentassem uma DO de 0.1. O baldo n° 2 ficou com uma DO
de 0.095, sendo esta diferenca considerada insignificante pelo que se iniciou a cultura com esta
DO.

Ao fim de 1.5 horas de crescimento foi induzida a expressédo da proteina apesar de
0 baldo n°4 ndo apresentar ainda uma DO que o justificasse. A tabela 3.3 apresenta 0s
valores da DO obtidos ao longo da cultura, bem como o tempo de cultura. A indugéo da

expressao € assinalada a azul.
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Tabela 3.3 Monotorizagédo do crescimento através dos bal6es numerados com 1 e 4. A caixa assinalada a
preto representa 0 momento de adicdo de IPTG.

Amostra Tempo(h) DO (600nm) (1) DO (600nm) (4)

0 0 0.100 0.100
1 0.5 0.373 0.283
2 1 0.376 0.305
3 1.5 0.647 0.506
4 2.5 1.47 1.112
5 3.5 1.721 1.352
6 4.5 1.872 1.512
7 5.5 1.817 1.599

Com os valores de DO recolhidos foi elaborada uma curva de crescimento, semi-
logaritmica, em funcdo do tempo de cultura que permite ter nogdo da evolucdo da
cultura (Graficos 3.1 e 3.2). A inducdo da expressdo proteica através da adicdo de IPTG

esta assinalada a laranja.

Balao 1
1 -

0,5 -
0 d T 1

-0,5
1 -

In (DO)

-1,5 A
-2

-2,5 -
Tempo de cultura (h)

Gréfico 3.1 Curva de crescimento da produgdo de PDI do baldo 1. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugéo com IPTG.
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1 - Baldo 4

Tempo de cultura(h)

Gréfico 3.2 Curva de crescimento da produgdo de PDI do bal&o 4. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.

3.1.3 Avaliagéo da Sobrexpresséao

Para verificar se a inducdo da expressdo proteica foi efetiva foram realizados géis
SDS-PAGE. Como tal, é esperado que nas amostras recolhidas no fim da cultura (ap6s a
adicdo de IPTG) sejam visiveis bandas mais intensas relativamente as amostras
recolhidas antes da adicéo de IPTG.

O primeiro gel SDS-PAGE realizado para avaliar a expressao da PDI resultante da
producdo (PM = 55 kDa) ndo gerou resultados positivos (dados ndo apresentados). O
gel foi repetido, mas na auséncia das amostras recolhidas antes da adi¢do de IPTG, pelo
que ndo € possivel avaliar concretamente se o IPTG induziu 0 aumento da expressdo da
PDI (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Gel de avaliacéo da expressdo da PDI: 1- Amostra recolhida apés a adicéo de IPTG
(Erlenmeyerl); 2- Amostra recolhida apds a adicdo de IPTG (Erlenmeyer4); 3- Amostra do pellet
recolhido apés lise celular.

Por comparagdo com o marcador, é visivel a presenca de bandas mais fortes nas 3
amostras, ligeiramente acima da banda de 50 kDa do marcador, o que é indicador da
presenca da PDI em quantidades significativas nas amostras. Séo igualmente
identificadas outras bandas correspondentes a outras proteinas expressas ao longo do
crescimento e que, mais tarde, séo separadas da PDI no processo de purificacdo. A
presenca da banda de 55 kDa na amostra do pellet indica que uma parte da proteina

permaneceu na fase insollvel, sob a forma de corpos de inclusdo.

Numa fase mais avancada do trabalho foi necessario produzir novamente a PDI
visto que a proteina previamente produzida apresentava algumas contaminacGes de
microrganismos, reveladas pelo cheiro e turbidez da amostra. No gel SDS-PAGE
relativo a esta segunda producgdo, pode verificar-se a ocorréncia de sobrexpresséo,

apesar da concentracdo proteica na amostra ser relativamente baixa (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Gel de avaliacio da expresséo da PDI: M- Marcador Precision Plus Protein™ Unstained
Standart; 1- Amostra recolhida antes da adi¢do de IPTG (erelenmayerl); 2- Amostra recolhida ap6s a
adicéo de IPTG (erelenmayerl); 3- Amostra recolhida antes da adi¢éo de IPTG (erelenmayer2);4-
Amostra recolhida ap6s a adicéo de IPTG (erelenmayer2).

E visivel um ligeiro aumento da espessura das bandas entre as amostras recolhidas

antes e depois do IPTG pelo que se pode concluir que ocorreu sobrexpressao.

E possivel concluir que a proteina se encontra presente na amostra final apos os

processos de producéo, lise e centrifugacéo.

3.1.4 Purificagédo

A purificacdo tem como objetivo remover outras proteinas que se encontrem

presentes na amostra para se obter a proteina pura.

O cromatograma apresentado no grafico 3.3 mostra a purificacdo da PDI por
IMAC numa coluna de Niquel. Apos a inje¢do da amostra e da saida do flow-through o
gradiente € iniciado e o pico onde se encontra a proteina que ligou a matriz
cromatografica comeca a eluir, aproximadamente 15 mL apés o inicio do gradiente.
Apesar da proteina eluir antes do gradiente terminar, este foi levado até ao fim para

verificar se surgiam outros picos.
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Gréfico 3.3 Cromatograma da Purificagdo da PDI obtido no equipamento FPLC-AKTA; Pardmetros
avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvancia (mUA) (Laranja) e percentagem (%)
do Tampéo de Eluigdo (B) no sistema (Azul).

3.1.5 Avaliacdo da eficiéncia da purificacdo e quantificacdo pelo método de
Bradford

Ao longo de todas as purificagdes efetuadas foram recolhidas as amostras do flow-
through e dos picos obtidos. Antes de se proceder a dialise das proteinas, estas amostras
sdo corridas num gel SDS-PAGE 12% para confirmar a eficiéncia da purificacdo e se é
necessario repetir o processo uma vez que a proteina de interesse pode ndo ter ficado

eficientemente ligada a coluna ou pode ndo ter sido corretamente eluida.

A quantificacdo é realizada no final da etapa de purificacdo, pelo método de
Bradford.

E visivel que a PDI foi eficientemente eluida uma vez que a amostra referente ao
pico obtido contém quase exclusivamente a proteina em questdo. A banda de referéncia
do marcador é a de 50 kDa e na amostra do pico obteve-se uma banda bastante
carregada o que significa que a PDI esta presente numa concentracdo elevada. No flow-
through sdo visiveis algumas bandas referentes a totalidade do contetdo proteico da
amostra e pode igualmente verificar-se uma pequena banda equivalente a PDI o que
pode significar que uma parte da proteina ndo ficou retida na coluna pré-empacotada e,

como tal, saiu através do flow-through (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Gel SDS-PAGE de avaliagdo da eficiéncia da Purificacdo da PDI; M- Marcador Precision
Plus Protein™ Unstained Standard;1- Amostra do flow-through; 2- Amostra do pico 1.

Poderia ter sido, igualmente, corrida a amostra recolhida antes da purificacédo o
que permitiria comparar a presenca de proteinas com o flow-through e verificar se sé a

proteina de interesse ficou retida na coluna.

Na quantificacdo desta proteina pelo método de Bradford obteve-se, para a
primeira producdo, uma concentracdo de aproximadamente 5 mg/ml que corresponde a
uma concentracdo molar de 92 uM e, para a segunda producdo, uma concentracdo de

aproximadamente 7 mg/ml correspondendo a 124 pM.

3.2 Peroxiredoxin IV (PRDX4)

3.2.1 Crescimento do Pré-inéculo

Na tabela 3.4 séo apresentados os valores de DO do pré-inoculo da PRDX4 apds
incubagdo O/N a 37°C.

Tabela 3.4 Valores de DO obtidos para os Pré-in6culos da PRDX4.

Erlenmeyer DO (600 nm)

1 2.312
2 2.312
3 2.280
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3.2.2 Propagacao de Indculos e Crescimento

O inoculo para a produgdo de PRDX4 foi realizada em 3 erlenmeyers dado que

um ndo ficou corretamente esterilizado.

Através da equacdo 3.1 foram calculados os volumes de pré-indculo necessarios

para que a cultura fosse iniciada com DO=0.1.

Ao fim de 3 horas de crescimento foi induzida a expressdo da proteina de
interesse apesar de o baldo n® 2 ndo apresentar ainda uma DO que o justificasse. A
tabela 3.5 apresenta os valores da DO obtidos ao longo da cultura, bem como o tempo
de cultura. A inducdo da expressao € assinalada a azul.

Tabela 3.5 Monotorizacao do crescimento atraves dos balbes numerados com 2 e 3. A caixa assinalada a
preto representa 0 momento de adicdo de IPTG.

Amostra  Tempo (h) DO (600nm) (2) DO (600nm) (3)

0 0 0.100 0.100
1 05 0.261 0.247
2 1 0.267 0.258
3 15 0.285 0.313
4 2 0.327 0.363
5 25 0.415 0.476
6 3 0.556 0.63
7 0.802 0.898
8 5 0.813 0.933
9 5.5 0.825 0.944

Comparativamente com a PDI, esta cultura cresceu mais lentamente e atingiu a

fase estacionaria para valores de DO inferiores.

Com os valores de DO recolhidos foi elaborada uma curva de crescimento, semi-
logaritmica, em funcdo do tempo de cultura que permite ter nocdo da evolugdo da
cultura (Graficos 3.4 e 3.5). A indugdo da expressdo proteica através da adi¢do de IPTG

esta assinalada a laranja.
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Baldo 2
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Gréfico 3.4 Curva de crescimento da produgdo de PRDX4 do baldo 2. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.
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Grafico 3.5 Curva de crescimento da produgdo de PRDX4 do baldo 3. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.

3.2.3 Auvaliacédo da Sobrexpressao

Com o objetivo de avaliar a sobrexpressdo da PRDX4 optou-se por outra forma de
tratamento das amostras antes de carregar no gel. Como descrito no protocolo, as
amostras recolhidas antes e depois da inducdo da expressao foram centrifugadas e o
pellet foi ressuspendido em 100 pL de dH20. As amostras recolhidas apos a adi¢do de
IPTG foram divididas em duas amostras de 50 pL cada sendo que cada uma é tratada de

forma distinta:
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— Uma das amostras € carregada no gel diretamente;

— Para a outra amostra foi calculada a razéo (x) entre as DOs das amostras

recolhidas de cada baléo através da Equacdo 3.2.

DOpepois 1pTG Equagao 3.2
Xx=—
DOAntes IPTG

Assim, para o baldo 2 obteve-se uma razéo de 1.484 e para o baldo 3, de 1.489.
Esta razdo é multiplicada pelo volume de amostra (50 pL) sendo que esse resultado
corresponde a quantidade total de dH,O que deve ser adicionada ao pellet, das amostras
recolhidas ap6s a adicdo de IPTG, além dos 50 pL, de modo a que as amostras
recolhidas antes e depois do IPTG apresentem a mesma concentracao de células. Este
facto permite ter uma melhor nogdo acerca da variacdo da expressdo apds a adicdo de
IPTG (Figura 3.4).

250
150
100
75
50

37

Figura 3.4 Gel de avaliacdo da expressdo da PRDX4: M- Marcador Precision Plus Protein™ Unstained
Standard; 1-Amostra recolhida antes da adigdo de IPTG do erlenmeyer 2; 2- Amostra recolhida antes a
adicdo de IPTG do erlenmeyer 3; 3- Amostra recolhida ap6s a adicao de IPTG do erlenmeyer 2
ressuspendida em 100 pL de dH,O; 4- Amostra recolhida apés a adicéo de IPTG do erlenmeyer 3
ressuspendida em 100 pL de dH,0; 5- Amostra recolhida ap6s a adicdo de IPTG do erlenmeyer 2
ressuspendida em 100 pL + 24.2 pL de dH,O; 6- Amostra recolhida ap6s a adicdo de IPTG do
erlenmeyer 3 ressuspendida em 100 uL + 24.9 pL de dH,0.

A banda de 25 kDa do marcador é utilizada como referéncia sendo possivel
verificar que existe uma banda mais evidente que corresponde & PRDX4 (PM ~31 kDa)
e que é a proteina mais expressa na cultura. As variacGes na expressao entre as amostras

recolhidas antes e depois da adi¢do de IPTG néo séo visiveis e, se considerarmos que 0s
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pocos 2 e 3 e 6 e 7 apresentam a mesma concentracdo pode concluir-se que nao € visivel
sobrexpressao.

Com base nos resultados pode concluir-se que 0 manuseamento das amostras com
base na razdo entre as DO das amostras recolhidas antes e depois da adi¢do de IPTG néo
gera resultados diferentes relativamente ao protocolo normal pelo que o método

selecionado é indiferente.

As amostras referentes as fracdes soluvel e insoltvel apds rutura celular foram

carregadas num gel em separado (Figura 3.5).

Figura 3.5 Gel de avaliacéo das fracOes soltvel e insoltvel da PRDX4:M-Marcador Precision Plus
Protein™ Unstained Standard;1- Pellet recolhido no final da lise celular; 2-Sobrenadante recolhido no
final da lise celular.

A fracdo insoltvel que corresponde ao pellet obtido apds rutura celular néo
apresenta boa resolucdo e é visivel algum arraste das bandas, o que pode ser justificado

devido a elevada concentrag&o.

Tal como no gel de avaliacdo da expresséo, € visivel, em ambas as amostras, a
presenca da mesma banda correspondente ao peso molecular da PRDX4. Na fragéo
insoltvel, e possivel verificar a presenca da banda da PRDX4 o que significa que uma
parte da proteina permaneceu na fase insollvel sob a forma de corpos de inclusdo. A
amostra do sobrenadante, ou fragdo sollvel, apresenta vérias bandas. No entanto, a
banda mais intensa corresponde a PRDX4 mostrando que grande parte da proteina esta

soltvel.
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3.2.4 Purificacédo

No cromatograma apresentado no Gréfico 3.6 é visivel uma descida acentuada da
absorvancia a 280 nm no flow-throught antes de se iniciar o gradiente de eluicdo que
pode ser devida a passagem de uma bolha de ar na coluna. Apos ter sido iniciado o
gradiente ocorrem dois picos, sendo que o primeiro foi pequeno e praticamente
desprezavel. Apesar disso, ambos os picos foram recolhidos em separado para posterior
avaliacdo em gel SDS-PAGE.

Purificacdo PRDX4
4500 - 120
4000
- 100
3500
__ 3000 - 80
< lg
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Gréfico 3.6 Cromatograma da Purificacio da PRDX4 obtido no equipamento FPLC-AKTA; Parametros
avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvancia (mUA) (Azul) e percentagem (%) do
Tampdo de Eluicdo (B) no sistema (Verde).

3.25 Avaliacdo da eficiéncia da purificacdo e quantificagdo pelo metodo de
Bradford

E visivel que a proteina ficou maioritariamente presente no segundo pico onde, no
entanto, surge uma pequena banda de outra proteina mas que ndo € considerada
significativa (Figura 3.6). E possivel verificar comparando a amostra antes da
purificacdo e do flow-through a banda referente a PRDX4 é inexistente neste ultimo
mostrando que a proteina ficou retida na coluna. No flow-through aparecem algumas
bandas que sdo relativas a outras proteinas presentes na amostra. Na amostra do pico 1
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encontram-se algumas bandas de proteinas mas presentes em baixa concentragdo. Pode

concluir-se que a purificagéo foi eficaz.

Figura 3.6 Gel SDS-PAGE de avaliagdo da eficiéncia da Purificacdo da PRDX4;1- Amostra recolhida
antes do processo de purificagdo; 2-Amostra do flow-through; 3-Amostra do pico 1; 4-Amostra do pico 2;
M- Marcador Precision Plus Protein™ Unstained Standard,

Na quantificagdo da PRDX4 pelo método de Bradford obteve-se uma

concentragdo de aproximadamente 1.8 mg/ml que equivale a 59 uM.

3.3 Ubiquitin-Like Protein Protease (ULP)

3.3.1 Crescimento do Pré-inéculo

No caso da ULP foram utilizados apenas dois bal@es para o pré-indculo, um deles
com um volume util de 50 mL e outro com 100 mL. Para esta proteina o antibidtico
utilizado quer nas placas de LB/agar quer no pré-indculo e cultura foi a Canamicina
(Kan) (50ug/ml). Na tabela 3.6 sdo apresentados os valores de DO obtidos no pré-
inéculo da ULP apo6s incubacdo O/N.

Tabela 3.6 Valores de DO obtidos para os pré-in6culos da ULP

Erlenmeyer DO (600 nm)
1 2.358
2 2.312
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3.3.2 Propagacao de Indculos e Crescimento

Através da equacdo 3.1 foram calculados os volumes de pré-indculo necessarios

para que o crescimento do indculo fosse iniciado com DO=0.1.

Ao fim de 1 hora de cultura do inoculo foi induzida a expressdo da proteina. A
tabela 3.7 apresenta os valores da DO obtidos ao longo do crescimento do inéculo, bem

como o tempo de cultura. A indugdo da expressao € assinalada a azul.

Tabela 3.7 Monotorizacéo do crescimento através dos bal6es numerados com 1 e 4. A caixa a preto
representa 0 momento da adi¢do de IPTG.

Amostra Tempo(h) DO (600nm) (1) DO (600nm) (4)

0 0 0.1 0.1

1 0.5 0.38 0.351
2 1 0.667 0.633
3 2 1.245 1.205
4 3 1.346 1.304
5 4 1.44 1.402
6 5 1.503 1.474

Comparativamente com as produgfes anteriores, a inducdo da expressdo foi
realizada mais cedo e os valores de DO recolhidos sdo relativamente semelhantes aos da
PDI.

Com os valores de DO recolhidos foi elaborada uma curva de crescimento, semi-
logaritmica, em funcdo do tempo que permite ter nocdo da evolucdo da cultura
(Graficos 3.7 e 3.8). A inducdo da expressdo proteica através da adicdo de IPTG esta

assinalada a laranja.
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Gréfico 3.7 Curva de crescimento da produgdo de ULP do baldo 4. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.

Baldo 4

Tempo de Cultura (h)

Gréfico 3.8 Curva de crescimento da produgdo de ULP do baldo 1. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.

3.3.3 Avaliacéo da Sobrexpressao

No gel de expressdo da ULP (PM 26 kDa) é bastante visivel a ocorréncia de
sobrexpressao proteica apos a adi¢do do IPTG uma vez que, tendo como referéncia a
banda de 25 kDa do marcador surgem duas bandas, ligeiramente acima, mais evidentes

comparativamente com as restantes (Figura 3.7).
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Figura 3.7 Gel de avaliacdo da expressdo da ULP:M- Marcador Precision Plus Protein™ Unstained
Standard;1-Amostra recolhida antes da adicdo de IPTG do erlenmeyer 1;2-Amostra recolhida antes a
adicéo de IPTG do erlenmeyer 4;3- Amostra recolhida apés a adi¢do de IPTG do erlenmeyer 1;4-Amostra
recolhida ap6s a adicéo de IPTG do erlenmeyer 4.

E de notar que se verifica sobrexpressdo apenas da proteina de interesse, como
esperado, ja que ndo ha outras bandas que apresentam diferencas entre as amostras
recolhidas antes e depois do IPTG.

3.3.4 Purificacdo

Na purificacdo desta proteina ocorreu um problema com a lavagem da bomba B,
responsavel pelo bombeamento do tampéo de eluicdo. Geralmente e tal como descrito
no protocolo, esta lavagem € efetuada no inicio do processo de purificagdo mas caso
isso ndo aconteca e a lavagem seja efetuada antes do inicio do gradiente, significa que o
tampdo de eluicdo vai ficar no sistema de tubagens. Assim, quando € iniciado o
gradiente, a concentragdo do tampao ¢ bastante elevada, ou até maxima. Ou seja, em vez
de um gradiente, existe uma mudanca brusca da concentracdo do tampéo de eluicdo o
que pode provocar a saida da proteina da coluna. Essa variagédo brusca é assinalada, no
cromatograma, a vermelho para um volume de eluicdo de aproximadamente 60 mL e
pode verificar-se que, apds a ocorréncia deste pulso de tampdo surge um pico

praticamente na fase em que € iniciado o gradiente (Gréafico 3.9).

Assim, ao longo do gradiente ocorreram dois picos que podem, ou nao ser

referentes & mesma proteina, facto que foi mais tarde confirmado por SDS-PAGE.
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Gréfico 3.9 Cromatograma da Purificagdo da ULP obtido no equipamento FPLC-AKTA; Parametros
avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvancia (mUA) (Azul) e percentagem (%) do
Tampéo de Eluigdo (B) no sistema (Vermelho).

3.3.5 Avaliacdo da eficiéncia da purificacdo e quantificacdo pelo método de
Bradford

Como se observa no grafico 3.9, comparando a amostra antes da purificacdo e a
do flow-through é visivel que a banda referente &8 ULP nédo se encontra presente nesta
ultima, indicando que a proteina ficou retida na coluna cromatogréafica. As amostras dos
dois picos observados durante o gradiente de eluicdo revelam a presenca da ULP. O gel
SDS-PAGE confirma esse facto visto que as duas bandas correspondem ao peso
molecular da ULP podendo concluir-se que, apesar do problema que ocorreu, a

purificacéo foi eficiente.
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Figura 3.8 Gel SDS-PAGE de avaliagdo da eficiéncia da Purificagdo da ULP;1-Amostra recolhida antes
do processo de purificagdo;2-Amostra do flow-through;3-Amostra do pico 1;4-Amostra do pico 2;M-
Marcador Precision Plus Protein™ Unstained Standard;

Na quantificacdo da ULP obteve-se uma concentragdo de aproximadamente 4
mg/ml que equivale a uma concentra¢do molar de aproximadamente 150 uM. Em geral,
os dois picos deveriam ter sido quantificados em separado e sé depois, consoante a
concentracdo obtida é que se tomaria a decisao de os juntar ou ndo. No entanto, 0s picos
foram misturados antes da quantificacdo o que podera ter provocado uma diminuicéo da

concentracéo.

3.4 Endoplasmic Reticulum Oxireductase 1 (Erol)

3.4.1 Crescimento do Pré-inéculo

No caso da Erol, a cultura foi realizada de maneira diferente relativamente as
restantes proteinas. Assim, o pré-inoculo foi incubado durante o dia a 37°C e o
crescimento do indculo decorreu durante a noite a 16°C, apds inducdo com IPTG. Na
tabela 3.8 séo apresentados os valores de DO do pré-indculo da Erol apés incubacéo

durante o dia.
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Tabela 3.8 Valores de DO obtidos para os Pré-indculos da Erol

Erlenmeyer DO (600 hm)

1 2.157
2 2.150
3 2.135

3.4.2 Propagacdo de Indculos e Crescimento

O processo de producdo da Erol diferiu das restantes proteinas uma vez que o
pré-indculo foi incubado durante o dia e a cultura do indculo decorreu durante a noite a
uma temperatura de 16°C. No entanto, esta temperatura ndo chegou a ser atingida
devido a agitacdo da orbital e a propria temperatura da sala onde esta se encontra. Este
facto poderd, eventualmente, ter aumentado a percentagem de proteina que formou
corpos de inclusdo uma vez que a temperatura, neste caso, € mais reduzida
relativamente as restantes culturas com o objetivo de diminuir a quantidade de proteina
que permanece na fracdo insoltvel, sob a forma de corpos de inclusdo. O tempo de
expressdo desta proteina é superior as restantes devido ao facto de se ter utilizado uma

temperatura inferior e as recolhas das amostras sdo mais espacadas.

Através da equacdo 3.1 foram calculados os volumes de pré-indculo necessarios

para que o crescimento do indculo fosse iniciado com DO=0.1.

Ao fim de 2 horas de cultura foi induzida a expressdo da proteina. A tabela 3.9
apresenta os valores da DO obtidos ao longo do crescimento do inéculo, bem como o

tempo de cultura. A inducdo da expressao € assinalada a azul.

Tabela 3.9 Monotorizacdo do crescimento através dos bal6es numerados com 3 e 4. A caixa a preto
representa 0 momento da adi¢do de IPTG.

Amostra Tempo(h) DO (600nm) (3) DO (600nm) (4)

0 0 0.1 0.1

1 0.5 0.214 0.214
2 1 0.267 0.268
3 1.5 0.362 0.367
4 2 0.528 0.536
5 16 1.729 1.838
6 17 1.762 1.841
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Com os valores de DO recolhidos foi elaborada uma curva de crescimento, semi-
logaritmica, em funcdo do tempo que permite ter no¢do da evolucdo da cultura

(Graficos 3.10 e 3.11). A inducdo da expressao proteica através da adicdo de IPTG esta

assinalada a laranja.

1 - Baldo 3

In(DO)

Tempo de cultura (h)

Gréfico 3.10 Curva de crescimento da producédo de Erol do baldo 3. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.
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Gréfico 3.11 Curva de crescimento da producdo de Erol do baldo 4. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.

3.4.3 Avaliacédo da Sobrexpressao

Esta proteina é produzida conjugada com a GST (Glutathione S-Transferase) e
quando é realizado o gel SDS-PAGE para a avaliagdo da expressdo proteica ndo é
esperada a ocorréncia de bandas com o peso molecular da Erol (~55 kDa) mas sim o
aparecimento de bandas correspondentes ao peso molecular das duas proteinas em
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conjunto (55 kDa + 26 kDa). Além das duas proteinas existe, ainda uma sequéncia de
ligagdo (linker) que une as duas proteinas pelo que a banda esperada deve apresentar um

peso molecular de aproximadamente 90 kDa (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Gel de avaliagdo da expressdo da Erol:M-Marcador Precision Plus Protein™ Unstained
Standard;1-Amostra recolhida antes da adicdo de IPTG do erlenmeyer 3;2-Amostra recolhida antes a
adicdo de IPTG do erlenmeyer 4;3-Amostra recolhida ap6s a adi¢ao de IPTG do erlenmeyer 3; 4-Amostra
recolhida ap6s a adicéo de IPTG do erlenmeyer 4.

E bastante visivel que, entre as bandas de referéncia do marcador de 75 kDa e 100
kDa existe uma banda cuja intensidade aumenta muito depois da adi¢éo de IPTG. Como

tal, pode afirmar-se de que se trata do conjunto da GST e Erol.

3.4.4 Purificacdo a fusdo GST-Erol

A purificacdo do conjunto GST- Erol decorreu como previsto e apos o inicio do
gradiente de eluicdo ocorreu apenas um pico (Grafico 3.12). Relativamente aos
cromatogramas anteriores os pontos da DO iniciam-se no zero uma vez que antes da

injecdo da amostra foi criada uma linha de base (Funcdo auto-zero descrita no

protocolo).
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Gréfico 3.12 Cromatograma da Purificagio da Erol obtido no equipamento FPLC-AKTA; Parametros
avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvancia (mUA) (Azul) e percentagem (%) do
Tampdo de Eluicdo (B) no sistema (Laranja).

3.4.5 Avaliacdo da eficiéncia da purificacdo e quantificacdo pelo método de
Bradford

3.4.5.1 Corte dafusdo GST- Erol e purificacdo da Erol

Com o objetivo de estudar o refolding oxidativo foi necessario obter a Erol pura,
sem a GST ligada. Como descrito no protocolo foram efetuadas 3 reagdes em volumes
reduzidos e com diferentes concentragdes de ULP, enzima responsavel pelo corte. A
eficiéncia do corte foi verificada num gel SDS-PAGE (dados ndo apresentados). Apds o
corte, seria esperado a ocorréncia de 3 bandas no gel: Erol isolada (55 kDa), GST (26
kDa) e ULP (26 kDa) que dao origem apenas a uma banda e Ero1+GST (90 kDa) que s6
se observa caso o corte ndo seja 100% eficaz. Foi selecionada, como 6tima, a reacdo em
que a ULP deve ser diluida de 1:100 relativamente ao volume da solucéo de Erol. Para
separar a Erol da GST e da ULP foi feita uma purificagdo no AKTA utilizando
novamente a coluna pré-empacotada GSTrap. Nesta segunda coluna espera-se que a
Erol saia no flow-through e a GST juntamente com o linker de reconhecimento para a

ULP saiam no gradiente de eluicéo.
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Verifica-se no gel da figura 3.10 que o corte foi eficiente e que parte da Erol sai
através do flow-through mas, no pico eluido com glutationa é visivel que ao contrério

do esperado, uma percentagem da Erol ficou retida na coluna.

Figura 3.10 Gel SDS-PAGE para avaliar a eficiéncia do corte Ero1/GST. M-Marcador Precision Plus
Protein™ Unstained Standard; 1- Amostra 1 do flow-through; 2- Amostra 2 do flow-through; 3- Amostra
do Pico.

Apos a producdo da Erol foi realizada a quantificagdo, pelo mesmo método usado
nas restantes proteinas e obteve-se uma concentragdo de 0.5 mg/ml o que equivale a 10
UM. Esta concentracdo é baixa para se utilizar no ensaio de refolding oxidativo uma vez
que a Erol € utilizada numa concentracdo de 5 uM. Assim, foi necessario proceder a
concentragdo da proteina através da utilizagdo de um Centricon. Foi possivel aumentar a

concentracdo da Erol para cerca de 30 pM.

3.5 Peroxiredoxin Il (PRDX2)

3.5.1 Crescimento do Pré-inéculo

A PRDX2 foi produzida em menores quantidades relativamente as restantes
proteinas. O pré-indculo foi incubado em dois baldes com 50 mL de volume util. Na
tabela 3.10 sdo apresentados os valores de DO do pré-indculo da PRDX2 ap0s
incubagdo O/N a 37°C.
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Tabela 3.10 Valores de DO obtidos para os Pré-in6culos da PRDX2

Erlenmeyer DO (600 hm)
1 2.466
2 2.520

3.5.2 Propagacao de Indculos e Crescimento

Tal como referido anteriormente, a cultura desta proteina foi feito em apenas 2

erlenmeyers com um volume util de 500 mL.

Através da equacdo 3.1 foram calculados os volumes de pré-indculo necessarios
para que a cultura fosse iniciada com DO=0.1.

A inducdo foi feita ap6s 1.5 horas de cultura. A tabela 3.11 apresenta os valores
da DO obtidos ao longo da cultura, bem como o tempo de cultura. A inducdo da

expressao € assinalada a azul.

Tabela 3.11 Monotorizagéo do crescimento através dos baldes numerados com 1 e 2. A caixa a preto
representa 0 momento da adi¢do de IPTG.

Amostra Tempo (h) DO (600nm) (1) DO (600nm) (2)

0 0 0.1 0.1

1 0.5 0.332 0.343
2 1 0.396 0.396
3 1.5 0.551 0.542
4 2.5 0.916 0.874
5 3.5 0.943 0.888

Com os valores de DO recolhidos foi elaborada uma curva de crescimento, semi-
logaritmica, em funcdo do tempo que permite ter nogdo da evolugdo da cultura
(Gréficos 3.13 e 3.14). A inducédo da expressdo proteica através da adi¢do de IPTG esta

assinalada a laranja.
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In (DO)

Tempo de Cultura (h)

Gréfico 3.13 Curva de crescimento da producdo de PRDX2 do baldo 1. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.

Baldo 2

In (DO)

Tempo de Cultura (h)

Gréfico 3.14 Curva de crescimento da producdo de PRDX2 do baldo 2. O ponto assinalado a laranja
corresponde a altura da indugdo com IPTG.

3.5.3 Avaliacéo da Sobrexpressao

Tal como no segundo gel apresentado no ponto 3.1.3, a quantidade de proteina
carregada no gel é relativamente baixa mas, apesar disso, € visivel alguma
sobrexpressdo da proteina nas amostras apos a adicdo do IPTG. Apesar da proteina
apresentar um PM de 24 kDa, quando corrida num gel SDS-PAGE sobre condigdes

redutoras, esta surge numa banda de cerca de 27 kDa (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Gel de avaliac@o da expressdo da PRDX2: M- Marcador Precision Plus Protein™ Unstained
Standard; 1- Amostra recolhida antes da adicéo de IPTG do erlenmeyer 1; 2- Amostra recolhida apos a
adicdo de IPTG do erlenmeyer; 3- Amostra recolhida antes a adi¢do de IPTG do erlenmeyer 2; 4-
Amostra recolhida ap6s a adi¢éo de IPTG do erlenmeyer 2

3.5.4 Purificagdo

Apos o inicio do gradiente surgem dois picos mal resolvidos cuja identidade foi
posteriormente verificada por SDS-PAGE. (Grafico 3.15).
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Gréfico 3.15 Cromatograma da Purificagdo da PRDX2 obtido no equipamento FPLC-AKTA; Parametros
avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvancia (mUA) (Roxo) e percentagem (%)
do Tampéo de Eluicdo (B) no sistema (Verde).
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3.5.5 Avaliacdo da eficiéncia da purificacdo e quantificagdo pelo método de
Bradford

A amostra relativa ao sobrenadante antes da purificacdo nédo foi recolhida pelo
que ndo é possivel ter uma nogdo acerca da diferenca entre os componentes totais da
amostra e aqueles que sairam no flow-through. No entanto, é visivel na figura 3.12 que
ambos o0s picos obtidos apresentam a proteina sem contaminagdes significativas. Na
amostra do pellet nota-se a presenca da PRDX2 pelo que se pode concluir que uma
parte da proteina permaneceu na fracdo insolivel sob a forma de corpos de incluséo.

Pode mais uma vez concluir-se que a purificagéo foi eficaz.

250
150
100
75

Figura 3.12 Gel SDS-PAGE de avalia¢do da eficiéncia da Purifica¢cdo da PRDX2: M- Marcador
Precision Plus Protein™ Unstained Standard; 1- Amostra do Flow-throught; 2- Amostra do pico 1; 3-
Amostra do pico 2; 4- Amostra do pellet antes da purificacdo

Na quantificacdo da PRDX2 os dois picos foram quantificados em separado pelo
que o pico 1 apresenta uma concentracdo de 0.6 mg/ml que equivale a 24 UM e o pico 2
cerca de 1.2 mg/ml que corresponde a 46 UM. Uma vez que estes valores sdo algo

dispares foi utilizado apenas a proteina do pico 2 nos ensaios.

3.6 Estudo do Refolding Oxidativo

Foram realizados varios ensaios para estudar, in vitro, o refolding oxidativo da
RNase catalisado pelas vias enzimaticas que operam no reticulo endoplasmatico. Esta
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proteina modelo apresenta um peso molecular de 13.7 kDa e 4 pontes dissulfureto. A
mobilidade eletroforética da proteina pode variar com a reducdo das pontes dissulfureto
internas. Esta variacdo surge como uma variacdo aparente de massa de 2 a 4 kDa no gel
ou, se a quebra de pontes for incompleta como uma banda dupla com diferenca de
massa aparente de 2-4 kDa [38]. Ou seja, a proteina no seu estado oxidado apresenta
maior mobilidade uma vez que estd mais compactada estruturalmente enquanto que a
proteina reduzida apresenta uma estrutura mais estendida devido a auséncia da pontes
dissulfureto e, como tal, tem mobilidade mais limitada. E entdo esperado que, ao longo
da reacdo de refolding oxidativo a proteina adquira gradualmente mais mobilidade no
gel e, como tal, seja visivel uma descida das bandas ao longo do tempo.

Numa primeira fase os geéis relativos a cada via foram realizados em separado
mas, mais tarde, foi feita uma tentativa de correr todos 0s géis em simultaneo. Este facto
permitiu concluir que os geéis devem ser corridos separadamente, ou seja, um gel por
cada tina e que, para ndo ocorrer um aquecimento elevado, as tinas devem estar em

gelo.

3.6.1 ViadaPDI/Erol

O estudo desta via (Figuras 3.13, 3.14 e 3.15) requer apenas a realizacdo de um
gel visto que, para além da reacdo principal, sdo feitos apenas dois controlos (sem Erol
e sem PDI). Assim, este ensaio foi sempre realizado isoladamente dos restantes e foi o

que gerou resultados mais claros.
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Figura 3.13 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/Erol: Ensaio 1; Coloragdo com Comassie apds reago
da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e Erol (5uM) e controlos sem Erol e sem PDI;
Amostras reacionais recolhidas ap6s 20 e 40 minutos de reagdo; Amostra de RNase nativa oxidada e

reduzida para utilizar como referéncia.

RNase Oxi + + +
RNase Red i 3 @ o+ 4 e B
hPDI . $ + o+
Erol + o+ + 4

250

150
100

75

Figura 3.14 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/Erol: Ensaio 2; Coloragdo com Comassie apds reagao
da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e Erol (5uM) e controlos sem Erol e sem PDI;
Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida para utilizar como referéncia.
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Figura 3.15 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/Erol: Ensaio 3; Coloragdo com Comassie apds reago
da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e Erol (5puM) e controlos sem Erol e sem PDI;
Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida para utilizar como referéncia.

O gel da figura 3.13, realizado numa fase inicial do trabalho, apesar de revelar
refolding para a reacdo na presenca da PDI e da Erol, apresenta algum arrastamento das
bandas possivelmente devido ao facto da corrida néo ter sido realizada em gelo. Nas
amostras relativas a reagdo nao é totalmente percetivel que a amostra recolhida apos 40
minutos de reacdo se encontra mais oxidada relativamente a amostra recolhida ap6s 20
minutos de reacdo. Além disso, as amostras dos controlos com RNase reduzida e
oxidada ndo apresentam boa resolucdo o que complica a comparacdo entre os estados
reduzido e oxidado. Outro fator que faz com que este resultado ndo seja claro é um
tempo da corrida do gel insuficiente o que também conduz a que as diferencas nao

sejam tao nitidas.

O gel da figura 3.14 mostra, com mais clareza, a eficiéncia de refolding oxidativo
pela via PDI/Erol, apesar de ainda se notar alguma indefinicdo nas bandas. O refolding
é claramente visivel visto que as bandas referentes aos dois tempos da reacdo
apresentam diferencas de mobilidade no gel, ficando a banda da amostra recolhida apos
40 minutos praticamente ao nivel da banda do controlo com RNase oxidada. As
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amostras recolhidas da reacéo que decorreu na auséncia da Erol revelam que ndo ocorre
refolding nestas condicdes ressalvando a importancia da Erol neste processo. As bandas
referentes as amostras da reacdo que decorreu sem PDI mostram a existéncia de algum
refolding mas significativamente mais lento do que a reagdo com as duas proteinas. Este
resultado ndo era esperado, e pode ser devido ao facto da Erol poder, eventualmente,
ser reduzida ndo cataliticamente pela RNase e reduzir algum oxigénio molecular a
H.0,. O peroxido de hidrogénio produzido é oxidante e pode oxidar quimicamente a
RNase.

O gel da figura 3.15 constitui 0 melhor resultado obtido para o estudo desta via.
As bandas obtidas sdo bastante nitidas e ndo ocorre qualquer arrastamento das amostras.
O refolding das amostras da reacdo € completamente visivel e conclui-se que ap6s 20
minutos de reacdo, o refolding é praticamente completo visto que a banda estd no
mesmo nivel do que a banda do controlo com RNase oxidada. As amostras da reacdo na
auséncia de Erol, mais uma vez, mostram que nao ocorre qualquer alteracdo de estado
da RNase concluindo assim que a PDI no estado reduzido ndo é capaz de oxidar a
RNase. Tal como no gel apresentado na figura 3.14, pode verificar-se que nas amostras
sem PDI ocorre algum refolding oxidativo da RNase mas significativamente mais lento

do que na reacdo com as duas proteinas.

3.6.2 ViadaPDI/PRDX4

Para efetuar o estudo do refolding oxidativo nesta via foram necessarios dois géis
por cada ensaio, uma vez que além da reacdo principal, foram feitos 3 controlos (sem
Glucose Oxidase, sem PDI e sem PRDX4). Como referido anteriormente, a presenca de
glucose e glucose oxidase funciona como fonte de producéo de peroxido de hidrogénio
para atuar como aceitador final de eletrbes desta via. Numa fase inicial, os dois géis
foram corridos na mesma tina e nunca foram obtidos resultados conclusivos. A partir do
momento em que os geis foram realizados nas condi¢es descritas na introducdo, 0s
resultados melhoraram e permitiram obter conclusdes acerca do refolding oxidativo da

RNase com as proteinas em questéo.
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Figura 3.16 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX4: Ensaio 1; Coloracdo com Comassie ap6s
reacdo da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e PRDX4 (5uM) na presenca de Glucose (2.5
mM) e Glucose Oxidase (10 mU/mL) e controlos sem Gox; Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida

para utilizar como referéncia.

RNase Oxi + +
RNaseRed F & + 0+ o+
hPDI + 4+
PRDX4 + 4
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Figura 3.17 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX4: Ensaio 1; Colora¢do com Comassie ap6s
reacdo da RNase desnaturada e reduzida na presenca de Glucose (2.5 mM) e Glucose Oxidase (10
mU/mL); Controlos sem PDI e sem PRDX4, respetivamente; Amostra de RNase nativa oxidada e

reduzida para utilizar como referéncia.
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As figuras 3.16 e 3.17 sdo relativas a um ensaio realizado sob as condiges
anteriores, ou seja, os dois géis foram colocados na mesma tina e esta foi mantida a
temperatura ambiente, sem gelo. Os resultados obtidos ndo permitem concluir nada

visto que ndo sdo visiveis bandas, apenas um grande arraste das mesmas.

RNase Oxi + +
RNaseRed , , + O
hPDI + o+ + o+
PRDX4 TR + o+
Gox + o+
Glucose + o+ + o+
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Figura 3.18 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX4: Ensaio 2; Coloragdo com Comassie apos
reacdo da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e PRDX4 (5puM) na presenca de Glucose (2.5
mM) e Glucose Oxidase (10 mU/mL) e controlos sem Gox; Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida

para utilizar como referéncia.
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Figura 3.19 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX4: Ensaio 2; Coloracdo com Comassie ap6s
reacdo da RNase desnaturada e reduzida na presenca de Glucose (2.5 mM) e Glucose Oxidase (10
mU/mL); Controlos sem PDI e sem PRDX4, respetivamente; Amostra de RNase nativa oxidada e

reduzida para utilizar como referéncia.

As figuras 3.18 e 3.19 séo referentes ao ensaio com resultados mais claros. Pode
verificar-se a alteracdo da mobilidade das bandas dos dois tempos de reagdo apenas nas
amostras onde estdo presentes todas as proteinas. O controlo com RNase oxidada
inserido junto dessas amostras apresenta um pequeno arraste que pode ter sido
influenciado pela presenca do marcador no pogo seguinte pelo que nos ensaios
posteriores foi deixado um poco de intervalo entre este e as amostras.  As reacOes de
controlo revelam que em nenhum dos casos ocorre refolding oxidativo o que indica que,

para esta via, todas as proteinas sao essenciais.
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Figura 3.20 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX4: Ensaio 3; Coloracdo com Comassie apos
reacdo da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e PRDX4 (5uM) na presenca de Glucose (2.5
mM) e Glucose Oxidase (10 mU/mL) e controlos sem Gox; Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida

para utilizar como referéncia.

RNase Oxi + +
RNase Red + o+ o+ + o+ 4
hPDI ot | &
PRDX4 & X
Gox + 4+ + o+
Glucose + o+ + o+

Figura 3.21 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX4: Ensaio 3; Coloragdo com Comassie ap6s
reacdo da RNase desnaturada e reduzida na presenca de Glucose (2.5 mM) e Glucose Oxidase (10
mU/mL); Controlos sem PDI e sem PRDX4, respetivamente; Amostra de RNase nativa oxidada e

reduzida para utilizar como referéncia.
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As figuras 3.20 e 3.21 s&o referentes a um ensaio realizado no final do trabalho
experimental. Apesar de ser visivel algum refolding nas amostras em que todas as
proteinas estdo presentes, este parece ndo ser tao evidente como no ensaio mostrado
anteriormente (Figuras 3.18 e 3.19). Este facto pode ser devido a PRDX4 aparentar
algum tipo de contaminagdo uma vez que apresentava uma turbidez pouco comum.
Com o objetivo de eliminar ou pelo menos atenuar este problema, a proteina foi filtrada
num filtro de 0.22 UM e passada numa coluna PD-10. Mais tarde, de modo a obter uma
concentracdo razoavel para realizar o ensaio, visto que a proteina foi diluida e ficou com
uma concentracdo de 7 pM, foi utilizado um Centricon de modo a aumentar a
concentragdo. Assim, conseguiu obter-se uma concentracdo de 29 UM mas a
estabilidade e a funcionalidade da proteina poderiam estar comprometidas visto que,
além do problema mencionado, esta ja tinha sido produzida ha cinco meses e estava

armazenada a 4°C.

Assim sendo, este resultado menos evidente pode ter sido devido ao estado desta
proteina uma vez que, como serd mostrado mais a frente, num ensaio com as mesmas
condigdes em que ndo é utilizada a PRDX4 mas sim a PRDX2 que foi produzida muito

depois desta, os resultados obtidos sdo mais esclarecedores.

3.6.3 ViadaPDI/PRDX2

Tal como no estudo da via PDI/PRDX4, para esta via foram, igualmente,
necessarios dois géis por cada ensaio, uma vez que além da reacdo principal, foram
feitos 3 controlos (sem Glucose Oxidase, sem PDI e sem PRDX2). As condigdes

experimentais foram as mesmas relativamente a via anteriormente descrita.
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Figura 3.22 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX2: Ensaio 1; Coloracdo com Comassie apos
reacdo da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e PRDX2 (5uM) na presenca de Glucose (2.5
mM) e Glucose Oxidase (10 mU/mL) e controlos sem Gox; Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida

para utilizar como referéncia.

RNase Oxi + +
RNase Red + o+ o+ + o+ o+
hPDI & %
PRDX2 + 4
Gox + 0+ + 0+
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250

Figura 3.23 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX2: Ensaio 1; Colora¢do com Comassie ap6s
reacdo da RNase desnaturada e reduzida na presenca de Glucose (2.5 mM) e Glucose Oxidase (10
mU/mL); Controlos sem PDI e sem PRDX2, respetivamente; Amostra de RNase nativa oxidada e

reduzida para utilizar como referéncia.
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As figuras 3.22 e 3.23 sdo relativas a um ensaio realizado sob as condiges
anteriores, ou seja, os dois géis foram colocados na mesma tina e esta foi mantida a
temperatura ambiente. Os resultados obtidos, tal como no estudo da via da PDI/PRDX4,
ndo permitem concluir nada visto que ndo sao visiveis bandas, apenas um grande arraste

das mesmas.

RNase Oxi + +
RNaseRed , , + + +
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Figura 3.24 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX2: Ensaio 2; Coloracdo com Comassie ap6s
reacdo da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e PRDX2 (5uM) na presenca de Glucose (2.5
mM) e Glucose Oxidase (10 mU/mL) e controlos sem Gox; Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida

para utilizar como referéncia.
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Figura 3.25 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX2: Ensaio 2; Coloragdo com Comassie ap0s
reacdo da RNase desnaturada e reduzida na presenca de Glucose (2.5 mM) e Glucose Oxidase (10
mU/mL); Controlos sem PDI e sem PRDX2, respetivamente; Amostra de RNase nativa oxidada e

reduzida para utilizar como referéncia.

As figuras 3.24 e 3.25 mostram que realmente ocorre refolding oxidativo da
RNase na presenca da PRDX2 e dos restantes intervenientes. As bandas obtidas nas
amostras da reacdo principal ndo apresentam grande definicdo e a banda dos 40 minutos
de reacdo ndo é muito nitida. Apesar disso, é visivel que as bandas destas amostras
possuem maior mobilidade no gel estando a ultima banda praticamente ao mesmo nivel
da banda do controlo oxidado. Esta banda do controlo também nédo apresenta grande
nitidez e surge com algum arraste o que pode querer dizer que a concentracdo de RNase
oxidada utilizada para os controlos pode ter sido elevada. Relativamente as reacfes de
controlo pode concluir-se que ndo ocorre refolding da RNase em nenhuma delas, como

esperado.
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Figura 3.26 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX2: Ensaio 3; Coloragdo com Comassie apds
reacdo da RNase desnaturada e reduzida com a PDI (5uM) e PRDX2 (5uM) na presenca de Glucose (2.5
mM) e Glucose Oxidase (10 mU/mL) e controlos sem Gox; Amostra de RNase nativa oxidada e reduzida

para utilizar como referéncia.

RNase Oxi 17 +
RNase Red + o+ 4 + o+ 0+
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PRDX2 P
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Figura 3.27 Gel SDS-PAGE-Tricina da Via PDI/PRDX2: Ensaio 3; Coloragdo com Comassie apos
reacdo da RNase desnaturada e reduzida na presenca de Glucose (2.5 mM) e Glucose Oxidase (10
mU/mL); Controlos sem PDI e sem PRDX2, respetivamente; Amostra de RNase nativa oxidada e

reduzida para utilizar como referéncia.
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As figuras 3.26 e 3.27 séo correspondentes ao ultimo ensaio que foi realizado na
mesma fase do 3° ensaio da via da PDI/PRDX4 cujas figuras foram mostradas acima
(figuras 3.20 e 3.21). E visivel que ocorre algum refolding apesar da banda
correspondente a amostra recolhida ap6s 40 minutos de reacdo ndo estar muito nitida.

Nas reagdes de controlo ndo ocorre refolding, tal como esperado.
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4 CONCLUSOES

O estudo das duas via possiveis para 0 Refolding Oxidativo da RNase permitiu
observar que em todos 0s casos ocorre oxidacao da proteina em estudo e, como tal, esta
readquire a sua conformacéo nativa, verificada pelo aumento de mobilidade no gel. Esta
conformacdo é atingida através da formacdo de pontes dissulfureto anteriormente
quebradas pelo DTT.

Na via da PDI/Erol verifica-se um refolding rapido, por vezes atingido logo ap6s
20 minutos do inicio da reacdo (Ensaio 3). O estudo da via alternativa da PDI/PRDX4
permitiu concluir que ocorre refolding da RNase, de uma forma mais lenta

relativamente a reacdo com a Erol.

O estudo da via com a PRDX2, homologo da PRDX4, teve como objetivo
verificar a existéncia de uma possivel especificidade da PRDX4 para a PDI que o0s
restantes homdlogos ndo apresentassem. Os resultados obtidos permitiram concluir que
esta especificidade ndo se verifica uma vez que os ensaios com a PRDX2 revelaram a
ocorréncia de refolding da RNase indicando que ocorre, igualmente, interacdo entre a
PDI e a PRDX2. No entanto, esta interacdo é apenas verificada in vitro uma vez que, in
vivo, a PRDX2 esta presente no citoplasma e a PDI € residente no RE.

Relativamente as velocidades de reacdo observa-se que a reagdo de refolding na
presenca da Erol € mais rapida do que a reacdo com a PRDX4. Assim, e tendo em conta
que se tratam de reacGes em cadeia onde a velocidade desta equivale a velocidade do
passo limitante pode concluir-se que a substituicdo da PRDX4 pela Erol conduz a um
aumento da velocidade da reacdo de refolding permitindo assumir que o passo limitante

na via alternativa envolve a PRDXA4.

Na via da PDI/Erol verificou-se que ocorre refolding oxidativo da RNase na
auséncia da PDI que, tal como referido anteriormente, pode ser devido a capacidade da
RNase reduzir ndo cataliticamente a Erol. A comprovacdo desta hipotese é possivel
comparando os potenciais oxidacdo/reducdo das cisteinas da RNase e das cisteinas
“shuttle” da Erol.
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Um fator importante a ter em conta no trabalho desenvolvido é que se tratam de
proteinas e a sua estabilidade pode ser comprometida por muitos fatores,
nomeadamente, as condi¢cdes de armazenamento. Como tal, considerando que as
proteinas produzidas para o trabalho permaneceram algum tempo a temperatura de 4°C
pode assumir-se que, na fase final do trabalho, estas se encontrem degradadas e possam
eventualmente afetar a eficiéncia do refolding.
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5 PERSPETIVAS FUTURAS

Ao longo do trabalho desenvolvido foi estudado o refolding oxidativo de uma
proteina substrato, a Riboflavin Binding Protein. Neste estudo teria sido possivel
verificar a ocorréncia de refolding através da diminuicéo de fluorescéncia do ligando da
proteina substrato, a Riboflavina. Apesar de termos purificado a proteina e iniciado o
estudo em questdo ndo foi possivel obter resultados conclusivos no espago de tempo

deste trabalho.

Para contornar o facto mencionado acima, tencionamos fazer uma aproximacao a
este estudo através de uma nova proteina substrato, a HyPer. Esta proteina fluorescente
apresenta alteragdes na fluorescéncia consoante o seu estado oxidado ou reduzido. Esta
caracteristica permite seguir em modo continuo a formacdo de pontes dissulfureto

através das duas vias estudadas neste trabalho [39].

Pretendemos igualmente medir a constante de especificidade de cada via, através
da razdo k.,/Knm fazendo variar a concentracdo da proteina substrato, HyPer, permitindo
assim distinguir qual é a via cataliticamente mais eficiente na oxidacdo de proteinas

substrato.
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