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RESUMO

O folding oxidativo de proteinas € uma modificacdo pos-transducional que consiste na formacao
de pontes dissulfureto intramoleculares pela oxidacdo de grupos tiol de duas cisteinas. Esta
modifica¢do quimica é essencial para a estabilidade das proteinas, principalmente em proteinas
secretadas para o meio extracelular. In vivo, o folding oxidativo de proteinas secretadas pela
célula ocorre no reticulo endoplasmatico e € assistido por uma série de proteinas que atuam como
catalisadores. Estas reac¢Oes necessitam da presenca de um aceitador final de eletrdes.

No presente trabalho foram estudadas duas vias enziméticas que atuam no reticulo
endoplasmatico. Uma via envolve um fluxo de electrBes entre duas proteinas, a Endoplasmic
Recticulum Oxireductase 1 (Erol) e a Protein Disulfide Isomerase (PDI); A outra via envolve a
PDI e a Peroxiredoxin IV (PRDX4).

O estudo destas vias enzimaticas foi realizado in vitro e avaliado por espectros de fluorescéncia
usando as proteinas fluorescentes Hydrogen Peroxide Sensor (HyPer), e a reduction-oxidation
sensitive green fluorescent protein (roGFP) . Analisou-se as velocidades de oxidacéo da HyPer e
roGFP com concentragdes diferentes das enzimas envolvidas nas vias de modo a determinar o
passo limitante destas reacGes redox, bem como qual destas duas vias é a mais importante.

O estudo das duas vias possiveis permitiu observar que em todos 0s casos ocorre oxidacdo das
proteinas fluorescente quando estdo presentes todas as enzimas necessarias para a reagao ocorrer
Na via da PDI/Erol usando HyPer como sensor, a PDI desempenha um papel limitante da
velocidade da reacdo porque a velocidade total de oxidacdo € mais dependente da concentracao
de PDI do que da de Ero1l.



Palavras-chave: Enzimas, Folding Oxidativo de proteinas, Hydrogen Peroxide
Sensor,reduction-oxidation sensitive Green Fluorescent Protein Protein Disulfide Isomerase,

Endoplasmic Reticulum Oxiredutase, Peroxiredoxins.

Abstract

Oxidative protein folding is the formation of intramolecular disulfide bonds involving the
oxidation of thiol groups from two cystein residues. This post-translational modification is
essential for protein stability and is mostly required, for proteins that follow the secretory
pathway towards the membrane. 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 the two main enzymatic pathways that act in the endoplasmic reticulum for oxidative
protein folding were studied. One pathway involves the flow of electrons between the
Endoplasmic Reticulum Oxiredutase 1 (Erol) and Protein Disulfide Isomerase (PDI). The other
pathway involves PDI and Peroxiredoxin IV (PRDX4).

The study of these enzymatic pathways was carried in vitro and was evaluated through the
fluorescent spectra of Hydrogen Peroxide Sensor (HyPer), and reduction-oxidation sensitive
green fluorescent protein (roGFP) in the presence of different concentrations of enzymes to
identify the rate-limiting step and whichpathway is more important.

It was possible to observe that in all cases, oxidation of the fluorescent proteins occurs when all
the enzymes that form the pathway are present.

Oxidation of HyPer as client protein by PDI is the rate-limiting step on the full PDI/Erol
pathway as the velocity of oxidation is more dependent from the PDI than from the Erol

concentration.
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1. Introdugéo

1.1. Folding de Proteinas

O folding de proteinas € um processo complexo. Estas organizam-se em estruturas terciarias
unicas que conferem a proteina a sua funcionalidade através de um conjunto de mudancas
conformacionais. Além disso, estas passam por estruturas intermediarias que sdo estruturas

parcialmente enroladas por onde a proteina passa para adquirir a sua estrutura enrolada nativa. [1]

A capacidade de determinar como este enrolamento € feito no sentido de formar uma estrutura

biologicamente ativa é um dos desafios mais importantes da Biologia. [1]

A eficiéncia do enrolamento das proteinas é ditada pelas condi¢cbes ambientais, genéticas e
metabolicas. Condi¢bes que perturbam o normal enrolamento vdo pdr em causa a viabilidade da
celula. [2]

O folding de proteinas pode ser explicado através de um diagrama de energias (Figura 1.1) em
que o enrolamento das proteinas nas suas estruturas nativas € baseada no conceito de
minimizac&o da energia livre. A medida que a proteina comeca a enrolar, 0 nimero de estruturas
intermediarias que pode adquirir decresce, diminuindo assim também a energia livre até esta
adquirir a sua estrutura nativa, que € a estrutura que confere mais estabilidade e cuja energia livre
é minima. Além disso, pode haver minimos de energia locais que podem aprisionar a proteina

num estado estavel e diminuir a velocidade com que adquire a sua estrutura nativa. [2] .
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Figura 1.1 Diagrama de energia para uma proteina, representando os minimos locais de energia
da proteina (Wrong) , e o estado minimo de energia que a proteina pode adquirir (Right). [21]

In vivo existem proteinas denominadas chaperones que ajudam a proteina alvo a atingir a
estrutura nativa, evitando assim os estados conformacionais menos favoraveis [3].

Finalmente, existe uma série de reacfes adicionais que ocorrem no reticulo endoplasmatico (RE)
e podem influenciar o folding da proteina, tais como glicosilacdo, oligomerizagéo e formacéao de

pontes dissulfureto. [20]



1.1.1. Doencas resultantes de erros no folding préteico

A maior parte das proteinas secretadas enrolam de forma correta. Porém condicGes de stress,
mutacdes e erros aleatdrios podem provocar uma diminui¢do do rendimento ou até mesmo da

taxa de folding das proteinas [4].

Existem doencas que resultam da degradacdo de uma proteina mal enrolada devido a uma
mutacao genética e que, por enrolamento incorrecto, ndo desempenha as suas fung¢des 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 degradacédo
proteica. Da mesma forma, existem outras doencas que afetam diretamente os componentes do
sistema de controlo de qualidade, nomeadamente no RE e no citosol e conduzem a uma

incapacidade global das células para lidarem com proteinas mal enroladas [6].

Citando a investigadora Susan Lindquist “O misfolding de proteinas pode estar na origem de até
metade das doengas humanas™[5], tais como fibrose cistica, doenca do figado, epilepsia, arritmias
cardiacas, cegueira e Alzheimer. Ha evidéncias que estas doencas sdo provocadas pelo folding
incorrecto de proteinas, sendo estas prematuramente degradadas ou acumuladas como agregados
toxicos no RE.[4]



1.1.2. Mecanismo de Controlo de Qualidade do Folding Proteico (“Protein Quality
Control”)

Para impedir problemas resultantes de erros de folding proteico, as células desenvolveram
mecanismos de controlo de qualidade. Muitas das proteinas em eucariotas sao sintetizada para o
RE, que é um compartimento celular oxidante e possui proteinas que facilitam o folding e
previnem a formacéo de agregados. [6]

Além disso, se no RE existir uma acumulacéo de proteinas mal enroladas (misfolded) devido a
erros de folding, este pode aumentar a sua capacidade de lidar com estas proteinas, ou destrui-las.
A primeira opcdo é chamada de “unfolded protein response” (UPR), e a segunda é chamada de
“ER associated degradation” (ERAD) [6]

O estudo destes mecanismos tem grande importancia devidos as doencas associadas ao

misfolding proteico. [6]

1.2. Estabilizacdo de proteinas através de Ligacdes Dissulfureto

A formacéo de pontes dissulfureto intramoleculares envolve a oxidacdo dos grupos tiol (SH) das
cisteinas (Cys) para se formar uma ligacao entre elas, chamada ponte disulfureto. Outro processo
fundamental € o rearranjo de pontes disulfureto ndo nativas que impedem a formacéo da estrutura

nativa da proteina [7].

Sobre condicdes oxidantes e na presenca de dois residuos de cisteina numa cadeia polipeptidica
pode ocorrer a ligagdo covalente destes residuos fazendo com que a cadeia polipeptidica enrole
no sentido da aproximacéo dos residuos de cisteina, auxiliando assim o processo de folding.
Assim sendo, a formacéo de pontes dissulfureto € um dos fatores principais para a manutencédo da

estrutura 3D de muitas proteinas auxiliando o processo de folding [8].



Estas pontes dissulfureto podem contribuir para a estabilidade da proteina e para a sua estrutura
nativa. Além disso, o estado redox dos residuos de cisteinas pode regular a actividade da
proteina. No entanto, deve ser tido em conta que estas ligagdes podem conduzir a conformacées
torcidas caso os dois residuos de cisteina ndo se encontrem apropriadamente alinhados sendo que,
nestes casos, podem surgir estruturas menos estaveis [8]. Assim, pode concluir-se que o efeito de
uma ponte disulfureto numa dada proteina depende da sua posi¢éo na estrutura proteica [16].

Portanto, apesar da extrema importancia destas ligacdes na estabilidade proteica, a sua formacéo
é, em geral, dificil de atingir, particularmente em proteinas com elevado nimero de pontes
possiveis, uma vez que a probabilidade de ocorréncia de pontes dissulfureto incorretas aumenta

fatorialmente com o aumento do nimero de cisteinas [17].

1.3. Folding Oxidativo no Reticulo Endoplasméatico (RE)

O enrolamento e compactacao de proteinas constitui um desafio para a célula eucariética 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 eucaridtica desenvolveu um organelo
reticular, o reticulo endoplasmatico, onde o ambiente é oxidante e as condi¢des sdo semelhantes
as condicOes presentes no exterior da célula. Além disso, este organelo esta equipado com
proteinas chaperone e enzimas que ajudam no processo de folding e no controlo de qualidade das

mesmas[9].

O reticulo endoplasmaético esta organizado numa espécie de labirinto membranar ramificado e
interconectado, sendo que a sua membrana forma uma placa Unica abrangendo um Unico espacgo
interno, o limen de RE (Figura 1.2). Esta compartimentagdo do RE permite a existéncia das
condicBes redox necessarias para a formacao de ligagcoes 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 condigdes excessivamente oxidantes pode ocorrer misfolding devido a formag&o de pontes

intra e intermoleculares incorretas [16].
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Figura 1.2 Imagem ilustrativa do reticulo endoplasmatico: RE liso e RE rugoso que contém
ribossomas agregados.

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

indicando que a sua formag&o envolve outro aceitador de eletrfes [7].

No limen do RE existem muitas proteinas em constante movimento para outros destinos,
nomeadamente membrana plasmatica e espaco extracelular. Além destas, existem outras
proteinas que permanecem retidas no RE devido a um sinal de retengdo 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 [18]. Algumas destas enzimas residentes do RE estéo

envolvidas na formacdo de pontes dissulfureto e contribuem para o folding oxidativo das

proteinas no RE [16].



O estudo do folding oxidativo revelou que, in vitro, a ocorréncia do fenémeno de formacao 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 formacdo e o rearranjo de
pontes dissulfureto € catalisada em células vivas por um conjunto de proteinas [7]. Assim, 0
folding oxidativo revelou um elevado grau de diversidade dos mecanismos de folding que séo
maioritariamente manifestados pela heterogeneidade das estruturas intermediarias [19].

No conjunto de reacdes envolvidas no folding oxidativo, foram identificadas, isoladas e
caracterizadas algumas proteinas intervenientes na aquisi¢ao da estrutura enrolada e na formacao
de pontes dissulfureto. Quer as células procariotas, quer as eucariotas possuem varias proteinas e

cofatores que aceleram a formacao de pontes dissulfureto de uma forma correta [22].

Neste conjunto de proteinas eucariotas estd envolvida uma proteina da familia das oxireductases e
dependente do Dinucledtido 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 oxigéenio 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 a Erol, tendo sido evidenciada uma outra proteina, a
Peroxirredoxin IV (PRDX4), que, na presenca de hidroperdxidos é capaz de oxidar a PDI sendo a

oxidagdo das proteinas substrato atingida [23].

Assim, em qualquer sistema redox de fluxo de eletrdes para a introducdo 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

aceitador final de eletrdes [22].



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 [18]. Esta proteina foi das primeiras a ser identificada,
tem um peso molecular de 55 kDa e pertence a superfamilia proteica das tioredoxinas [16].

Esta proteina é encontrada em concentragdes na ordem do milimolar (mM) no limen do RE quer

de leveduras quer de células de mamiferos [24].

Estruturalmente, a PDI purificada de eucariotas mamiferos é constituida por quatro dominios
principais (a, a’, b e b’), por uma regido de ligacdo entre os dominios b’ ¢ a’ com cerca de 19
aminoacidos e ainda por uma extensdo de residuos na extremidade C terminal (c) (Figura 1.3)
[25].
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Figura 1.3 Organizacédo do dominio da PDI. (a) Modelo de PDI humana e PDI de levedura.

A arquitectura da PDI consiste em cinco dominios e um linker organizados na ordem abb'xa’c.
Dominios a (laranja), a” (amarelo), b (azul escuro), b”(azul claro), linker x (preto) e dominio c
(vermelho). Os residuos estdo numerados de acordo com a PDI humana. Os limites dos residuos
e dos dois dominios estdo alinhados para a PDI humana (topo) e de levedura (fundo). (b)
Diagrama de fitas, mostrando o sitio activo das cisteinas representado a verde. Cores dos
dominios sdo 0s mesmos que em (a). [26]



Os dominios a e a’ sao semelhantes ¢ cada um deles contém dois residuos de cisteina
cataliticamente ativos, ao contrario dos dominios b ¢ b’ que ndo apresentam qualquer residuo de
cisteina ativo. Os dominios a e a’ desta proteina sdo capazes de catalisar dois tipos de reacao:
oxidagéo e isomerizacdo [16]. 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 oxidacao;
contrariamente, se as Cys estdo na forma reduzida podem atacar pontes dissulfureto que foram
incorretamente estabelecidas [29].

Esta bifuncionalidade faz com que a PDI seja considerada como uma enzima notavelmente
versatil sendo que, o desempenho de cada uma destas funcGes depende do ambiente redox

presente no lumen do RE [16].

A formacdo de pontes dissulfureto entre os grupos tiol (SH) de dois residuos de cisteina, com
auxilio da PDI, envolve a desprotonacdo de um tiol livre para produzir um anido tiolato. 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 1.4) [16].
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Figura 1.4 Esquema da reacdo de oxidacdo catalisada pela PDI. (Imagem adaptada de [30])

1.3.2. Endoplasmic Reticulum Oxireductase 1 (Erol)

A utilizacdo da PDI como oxidante na formacéo das pontes dissulfureto faz com que esta fique na
forma reduzida no final da reacdo. Assim, para que a célula ndo desperdice uma molécula de PDI
por cada ponte formada, é necessaria a presenca de um fator responsavel pela reoxidacao da PDI
para que esta volte a adquirir a sua funcdo no processo [31]. Existem mecanismos que

promovem a reoxidacdo da PDI, nomeadamente, a enzima Erol [26].

A Erol é uma glicoproteina residente no RE, associada @ 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 anaerébios. Em ambientes aerdbios, foi demonstrado que a
Erol é capaz de transferir eletrdes dos seus grupos tiol para o oxigénio molecular. Contudo, 0
destino dos eletrdes em condicdes anaerdbias permanece por descobrir. Foi reportado que o FAD
livre em solucdo € suficiente para conduzir a formacdo de pontes dissulfureto em condicbes
anaerobias, permitindo assim, conhecer 0os mecanismos para a regeneracdo da Erol oxidada e

manter a formacéo de pontes dissulfureto nestas condigdes [32].
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Esta proteina estd presente nos eucariotas onde foram identificados dois homologos funcionais
relativamente a Erol das leveduras: hErol-La (a) e hErol-Lb () sendo que ambos séo capazes
de oxidar a PDI [16].

Esta proteina apresenta dois pares de cisteinas cataliticas, capazes de oxidar a PDI: as cisteinas do
centro ativo e as cisteinas “shuttle” (Figura 1.5). A oxidagdo 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 peréxido de hidrogénio [32].
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Figura 1.5 Estrutura da Erol de levedura. Os residuos de cisteina sdo representados em esferas
(verde e amarelo) e o cofator FAD em tragos 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 [17]

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 nucleofilo da ponte dissulfureto na espécie oxidada (Erol) pelo anido tiolato
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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 1.6) [7].

e F L
? S SH i He=5 S sl - sH S S
Y TES TN &

Figura 1.6 Mecanismo proposto para a troca de tiol-dissulfureto entre a Erol e um dominio ativo
da PDI. O intermediario "mixed disulfide" é estabilizado por &cido devido & protonagéo de tiois
reativos, e também pela substituicdo de cada cisteina no centro ativo no C-terminal da PDI por
serina. Imagem adaptada de [36]

A atividade enzimatica da Erol deve ser regulada uma vez que a cada formacdo de uma ponte
dissulfureto por esta enzima esta associada a producdo de uma molécula de peroxido de
hidrogénio cuja acumulacdo induz stress oxidativo. Assim, para manter o equilibro redox do RE,
a Erol esta sob acdo de um mecanismo de regulacdo no qual dois pares de cisteinas ndo reativas

funcionam como sensores do ambiente redox [22].

Em condicBGes oxidantes a formacdo de pontes dissulfureto nas cisteinas reguladoras limita a
capacidade das cisteinas ‘“‘shuttle” oxidarem a PDI. Em condi¢des redutoras, a reducdo das
cisteinas reguladoras possibilita 0 movimento do loop que contém as cisteinas “shuttle”

permitindo a atividade oxidante da Erol [33].

Além da via da PDI/Erol foi reportado recentemente a funcionalidade de uma enzima, QSOX
(Quiescin-sulfhydryl Oxidase), que aparentemente também catalisa a formacdo de pontes
dissulfureto. Apesar das suas funcGes e substratos fisiologicos permanecerem sob investigacao,
sabe-se que esta enzima € encontrada predominantemente do aparelho de Golgi e é secretada das
celulas. A presenca desta enzima apos a agdo 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 introducéo 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 n&o representa
0 oxidante direto, introduzindo assim pontes dissulfureto [22].

1.3.3. Peroxirredoxin IV (PRDX4)

Peroxirredoxinas (PRDXs) sdo uma familia de seis enzimas antioxidantes (PRDX1-6) que
manifestam os seus efeitos via a actividade peroxidase (ROOH + 2e~ — ROH + H20), onde
H>O», peroxinitrato e outros hidroperoxidos orgénicos sdo reduzidos e detoxificados. Estas
enzimas identificadas em células mamiferas estdo distribuidas na maioria dos compartimentos
celulares. PRDX1, 2 e 6 estdo localizadas no citosol, PRDX3 € expressa maioritariamente nas
mitocondrias, PRDX4 esta localizada no RE e é excretada extracelularmente, a PRDX5 esta

localizada em mitocdndrias e peroxissomas [18]

Embora esta classe proteica tenha sido identificada inicialmente em leveduras, a presenca de
inimeras isoformas bem como a sua caracterizacao foi alcangcada em células de mamiferos. Cada
uma das isoformas é Unica no sentido que apresenta padrbes de expressdao distintos durante o
desenvolvimento, tem uma distribuicdo diferente nos organelos e é submetida a diferentes
intermediarios reacionais durante a catalise (Figura 1.7). Algumas destas isoformas conferem
defesa contra os danos oxidativos enquanto outras parecem participar na sinalizagdo através do

controlo da concentracdo de peroxido de hidrogénio[34].
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Figura 1.7 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 Cterminal. A Prx4 tem um péptido sinal para secrecdo no N-terminal
que a direciona para o reticulo endoplasmatico [36].

As Peroxirredoxinas I, I1, 111 e IV de mamiferos pertencem a um subgrupo e possuem residuos de
cisteinas conservados nas cadeias terminais NH2- e COOH- que sdo separados por 121 residuos
de aminoéacidos. A PRDX | e PRDX Il contém 199 residuos e encontram-se no citosol. A PRDX
IV ou PRDX4 contém uma extensdo hidrofébica no NH2- terminal que é tipicamente uma
sequéncia sinal para proteinas secretoras [34]. A estrutura da PRDX IV humana mostra que a
enzima forma um decdmero em forma de anel comprimindo um pentamero de dimeros, tal como
outras peroxirredoxinas no seu estado reduzido. No entanto, a PRDX IV € a Unica que mantém

uma estrutura em decamero estavel independentemente de seu estado redox (Figura 1.8) [35].
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Figura 1.8 Estrutura da PRDX4 na forma de dimero e decamero, respetivamente. Na estrutura
em dimero as cisteinas sao mostradas em amarelo. Na estrutura de decadmero, os terminais N e C
séo assinalados como N e C, respetivamente [37].

Tal como referido anteriormente, tem-se tentado identificar vias alternativas para explicar a
formacédo de ligacGes 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 [23].

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 embrionérios de ratinho sdo intolerantes ao knockdown da PRDX4 evidenciando que
esta proteina pode contribuir e ter um papel fulcral na formacdo de ligacGes dissulfureto em
células deficientes em Erol [23].

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 formacgdo de pontes dissulfureto na presenca da PDI e que, para tal, é necesséaria a
expressdao desta proteina no RE sendo que as suas cisteinas estdo envolvidas na atividade de

aceleracdo do folding oxidativo dependente da presenca de peroxido de hidrogénio.
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A Figura 1.9 resume esquematicamente as duas vias para o refolding oxidativo.

sH Folding Oxidativo .
- I AN
> N y
L/
> o~ =

Figura 1.9 Modelo das reacdes de refolding oxidativo: Na reacdo mediada pela Erol, a PDI
oxidada é reduzida pela formacdo da ponte disulfureto na proteina substrato (S-S). A Erol
oxidada atua sobre a PDI reduzida, reoxidando-a novamente. A reoxidacdo da Erol envolve a
reducdo do oxigénio molecular com formacdo de peroxido de hidrogénio. Na reacdo mediada
pela PRDX4, a PDI oxidada € igualmente reduzida pela formacdo de pontes dissulfureto na
proteina substrato sendo posteriormente reoxidada pela PRDX4 oxidada. A PRDX4 reduzida é
reoxidada por transferéncia de eletrdes para o perdxido de hidrogénio, com formacao de duas
moleculas de &dgua.(Imagem adaptada de [35])
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A funcdo priméria das enzimas é aumentar as velocidades de reacdo de modo a serem
compativeis com as necessidades do organismo. Para perceber isto, precisamos de uma descricao
da sua actividade cinética.

Para muitas enzimas, a velocidade de catalise (Vo), que e definida pelo nimero de moles de
produto formado por segundo, varia com a concentragdo de substrato ([S]) (Figura 1.10). A
velocidade de catdlise aumenta linearmente a medida que a concentracdo de substrato também

aumenta até atingir a fase de saturacdo e a sua velocidade maxima. [38]
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Figura 1.10 Representacdo da velocidade de reacéo (Vo) como uma func¢do da concentragdo do
substrato ([S]) para um enzima que segue 0 modelo cinético de Michaelis-Menten. A constante
de Michaelis (Km) é a concentracdo de subtrato para a qual a velocidade é metade da méxima.

[38]
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1.4. Estudo da cinética da Oxidacao In Vitro

1.4.1. Hydrogen Peroxide sensor (HyPer)

A HyPer é uma proteina fluorescente sensor de H.O. que foi desenhada ao inserir a proteina

fluorescente amarela (YFP) no dominio regulador da proteina OxyR (OxyR-RD) de E.coli. [40]

Este sensor € capaz de detetar peréxido de hidrogénio intracelular (H202)[39] e apresenta
grande afinidade pelo H202, ndo sendo sensivel a outros oxidantes. Pode ser usada para a
detecdo de mudangas na concentracdo de H20. em compartimentos celulares diferentes e

sobre condicdes variadas. [39]

A proteina fluorescente HyPer apresenta alteracdes conformacionais consoante o seu estado
oxidado ou reduzido, que se traduz numa mudanca dos dois picos de excitagdo a 420nm e 500nm
(Figura 1.11). Esta caracteristica permite seguir em modo continuo a oxidacdo atraves de

medic¢des ratiométricas (Figura 1.12) [39].
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Figura 1.11 Picos de excitacdo da fluorescéncia da HyPer a 420nm e 500nm e um pico de
emissdo aos 516nm. [39]
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Figura 1.12 Variacdo dos picos da HyPer com exposi¢do a H,O2. Curva 1 — Sem H20; Curva
2 — 25 nM H202; Curva 3 — 100 nM H202; Curva 4 — 250 nM H202. Emissdo medida aos

530 nm [39]

1.4.2. Reduction-oxidation sensitive Green Fluorescent Protein (roGFP)

A roGFP é uma proteina geneticamente modificada, produto da substituicdo de residuos expostos
da green fluorescent protein (GFP) de Aequorea victoria com cisteinas em posicOes apropriadas

para formar pontes dissulfureto, cujos picos de excitacdo sdo 400 e 490 nm [41].

Esta proteina pode ser utilizada como um indicador do estado redox devido & mudanca do estado

de oxidacdo destas cisteinas, modificando assim as propriedades fluorescentes. [42]
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Reduced

Oxidized — B

Figura 1.13 Ratiometria da roGFP. A intensidade de fluorescéncia relativa aos dois picos de
excitacdo altera-se dependendo do seu estado redox: reducdo causa um decréscimo na excitacdo a
400nm e um aumento a 480 nm. [43]
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2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

2.1.1. Reagentes

Meio fermentativo Luria-Bertani (LB), Glutationa reduzida, 3-mercaptoetanol, glicerol e glicina

foram compradas a Sigma Aldrich®.

Tris e Cloreto de Sédio (NaCl) foram comprados & Merk®.

IsopropiltioR-D-galactosidase (IPTG) foi comprado a NZY Tech.

2.1.2. Enzimas

As enzimas comerciais utilizadas ao longo do trabalho (DNase, RNase, Glucose Oxidase) foram

compradas as empresas 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
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Tabela 2.1 Plasmideos utilizados para a producdo das proteinas de interesse, com referéncia ao
antibiético de resisténcia e ao tag de afinidade.

) Plasmideo | Antibidtico de resisténcia .
Proteina Tag de afinidade

alvo ao plasmideo

HyPer PET-28 Canamicina
PDI PRSET A
PRDX4 | pRSET A
roGFP PRSET

His-tag

Ampicilina

Glutationa S-

Erol PGEX transferase (GST)

2.1.4. Antibiéticos

Os antibidticos utilizados (Ampicilina e Canamicina) foram comprados a NZY Tech.

2.1.5. Estirpes de E.coli

As estirpes de células competentes da Escherichia coli utilizadas para a transformacdo com o

plasmideo recombinante sdo a BL21 (DE3) e a Rosetta.

2.1.6. Composicao de meios, Solucbes e Tampdes

Na tabela 2.2 séo apresentadas as composi¢Ges dos tampdes e solugdes utilizadas ao longo do

trabalho experimental.
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Tabela 2.2 Composicdo das solugdes utilizadas ao longo do trabalho.

Solucéo Composicéo

Tampéo de equilibrio para a cromatografia da
HyPer, roGFP, PDI e PRDX4

100mM Tris; 150mM NaCl; 20mM Imidazole;
pH 7.5

Tampdo de eluicdo para a cromatografia da
HyPer, roGFP, PDI e PRDX4

50mM Tris; 150mM NaCL; 500mM
Imidazole; pH 7.5

Tampao de equilibrio para a cromatografia da
Erol

50mM Tris; 150mM NaCL;pH 7.5

Tampdo de elui¢do para a primeira e segunda
cromatografia da Erol

50mM Tris; 150mM NaCL; 40mM Glutationa
reduzida; pH 8

Tampdo de equilibrio para a segunda

cromatografia da HyPer, roGFP, e Erol

50mM Tris; 150mM NaCl; pH 7.5

Tampéo de eluicdo para a segunda

cromatografia da HyPer e roGFP

50mM Tris; 150mM NaCL; 500mM
Imidazole; pH 7.5

Tampéao de Reac¢do (10x)

1.5M NaCl; 500mM Tris; pH 7.5

Tampéo de dialise

150mM NacCl; 50mM Tris; pH 7.5

Tampdo de Corrida (10x)

250 mM Tris; 2.5M Glicina; 1% SDS

Protein loading dye with Orange G (4x) V=10
ml (Aliquotas de 900 pL)

0.02g Orange G; 0,8 g SDS (Cf = 2%);
4 ml glicerol (Cf=10%); 2.5 ml Tris-Hcl 1M

pH 6.8 (Cf = 62.5 mM): 3.5ml dH20; 100 pL

R-mercaptoetanol a cada aliquota
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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 € modelo.

Nome do

Funcéo

Marca

Modelo

Equipamento
Sonicador
Centrifuga de bancada
Centrifuga de chéo
Centrifuga de chéo
Estufa
Orbital
Leitor de placas
Espectrofotdmetro
Balanca
FPLC- AKTA
Medidor de pH

Espectrofluorimetro

Lise celular

Centrifugacédo de

eppendorfs

Centrifugacéo ap0ds

lise celular

Centrifugacéo apds

fermentacao
Incubacdo com
temperatura
Incubacdo com

temperatura e agitacéo

Medicdes

espectrofotometricas

Medicdes

espectrofotométricas

Pesagem
Purificacdo
Medicédo de pH

Medigdes

espectrofluorométricas

Vibracell
VWR™

Beckman
Coulter
eppendorf®

NUv
Arlab-Agitorb
Tekan
Pharma-Spec
Ae ADAM
GE Healthcare
Hanna

Instruments
Horiba

75186
2416

J14-MC
5810R

EN400

2001C

Infinity m-200
UV-1700

ACB plus 600H
Micro

pH 210

Fluoromax-3



2.2. Métodos

Neste capitulo descrevem-se os procedimentos experimentais realizados, referindo-se também os

equipamentos utilizados, reagentes quimicos e métodos analiticos.

2.2.1. Producéo das proteinas

2.2.1.1. Obtencao de células competentes

As estirpes de E. coli foram deixadas a crescer em 5 mL de meio LB (40 g/L) overnight (O/N), a
37°C. Apds isso, inoculou-se 100 pl da cultura, em 50 ml de meio LB, e incuba-se a 37°C 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 12,5 mL de Cloreto de Calcio (CaCl 2) 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. Ap6s uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des, o pellet foi ressuspendido em
2250 pL de CaCl 2 0.1M e 375 pL de glicerol (86%). Sdo feitas aliquotas de 100 pL e

armazenadas a -80°C.

2.2.1.2. Transformacao celular

Numa aliquota de células competentes (100 pL), foi introduzido o plasmideo de interesse (1uL),
e de seguida deixa-se em gelo durante 30 minutos. Apds esse periodo de tempo, a cultura é
sujeita a choque térmico durante 1 minuto a 42°C de modo a permitir a entrada do plasmideo no
interior da célula, e de seguida 5 minutos de repouso em gelo. Por fim foram adicionados 250 pL
de meio LB (20 g/L) de modo a estimular o crescimento durante cerca de 60 minutos a 37°C num
bloco de aquecimento com agitacdo (~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 de selec¢do, 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 Niv a 37°C.
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O antibidtico de selec¢cdo para a producdo da maior parte das proteinas foi a Ampicilina (Amp)
sendo que nas placas de LB/agar, este antibiotico esta presente numa concentracdo de 100ug/mL.
A Unica excepcao foi a proteina Hyper, cujo antibidtico de seleccédo foi a canamicina, sendo que

nas placas de LB/agar este antibidtico esta presente numa concentracdo de 50 pg/mL.

2.2.1.3.Composicéo do meio de cultura

Para crescimento da bactéria Escherichia coli, foi usado o meio de cultura LB Broth. Esta
bactéria tem um crescimento rapido devido a presenca de triptona e extracto de levedura, factores
de crescimento essenciais paraa E.coli.

Além disso, este meio contém também eletrdlitos essenciais para o transporte e para o balanco

osmotico, devido a presenca de NaCl (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 Composicdo padréo do meio LB da Sigma-Aldrich®

Concentracéao
Composto
P (g/L)
Triptona 10
Extrato de Levedura 5
Cloreto de Sodio 5

O meio LB foi utilizado numa concentracdo de 20 g/L, sendo dissolvido em dH.O. Desta mistura
foram preparados os pré indculos e indculos, sendo depois esterilizados. A esterilizacdo dos 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 atil de 50 mL e as
fermentagdes foram efectuadas em erlenmeyers de 2000 mL com volume util de 500 mL. Esta
relacdo entre o volume disponivel e o volume Util é necesséaria para fornecer um arejamento

favoravel ao crescimento adequado da cultura.
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2.2.1.4.Fermentacéo do pré-inoculo e indculo

As proteinas foram produzidas num processo fermentativo em batch. Todas as fermentagdes
foram realizadas a 37°C com agitacdo de aproximadamente 180 rpm, com excecdo da producao
da proteina Endoplasmic Reticulum Oxireductase 1 (Erol) em que a temperatura de incubac&o foi
de 16°C (O/N) ap6s adigdo do indutor IPTG.

Das placas de LB/agar foram selecionadas colonias isoladas que foram incubadas em meio LB
com o antibidtico de selecdo (100 pg/mL Amp ou 50 pg/mL Kan) constituindo assim o pré-
inéculo. Para tal, utilizaram-se erlenmeyers de 250ml e, para cada um deles, foi selecionada uma
Unica coldnia de cada placa de LB/agar. O crescimento do pré-indculo decorreu durante a noite, a
37°C e 180rpm. No caso da Erol o pré-indculo cresceu durante o dia nas mesmas condicdes.

A fermentacdo, usando erlenmeyers de 2000 mL, decorreu a partir do pré indculo e na presenca
do antibidtico de selecdo, iniciando-se com uma DO de 0.1 e seguindo-se o crescimento até uma
DO entre 0.6-0.8, chegado a este valor, procedeu-se a adi¢do de 500 uL de IPTG 1M (Cf=1
mM) a cada erlenmeyer, de modo a induzir a expressao da proteina de interesse. Apés a adi¢éo de
IPTG esperou-se que as culturas atingissem a fase estaciondria, verificada pela estabilizacdo da
DO. A monitorizacdo do crescimento foi feita em intervalos de 30 minutos antes da adicdo de
IPTG e depois, em intervalos de 1 hora através da medicdo da DO num espectrofotdmetro
Pharma-Spec.

2.2.1.5.Centrifugactes

Ap0s o processo fermentativo que terminou quando as culturas atingem a fase estacionaria, foram
efetuadas duas centrifugacdes (4 x 250 mL de cada vez) numa centrifuga 5810R (eppendorf®) a
4000 rpm durante 20 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 tampéo de equilibrio e transferidos para um tubo

falcon de 50 mL. O pellet resuspenso foi armazenado a -20°C para futura utilizacao.
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2.2.2. Lise celular

Ao pellet apds resuspensao foi adicionado 2 g de DNase, 2 pg de RNase, 100 pL de fluoreto de
fenilmetanosulfonil ImM (PMSF), e 10 pL de Cloreto de Méagnesio que vao, respetivamente,
degradar o DNA e RNA apds rutura celular, inibir as protéases libertadas pela rutura celular e
servir de cofactor para a enzima DNase.

As células foram lisadas por sonicacdo num sonicador Vibra cell™, 75186 VCX 130 usando uma
amplitude 70% em pulsos de 10 segundos off e on durante 3 minutos num total de 2 ciclos,
usando uma ponta de 6 milimetros. Este processo foi feito em gelo e entre cada ciclo foi
verificado se a agulha do sonicador ndo toca nas paredes no tubo e se o gelo é suficiente para
manter a amostra a uma temperatura baixa. O lisado foi transferido para um tubo conico de 50mL
e centrifugado numa centrifuga de chdo, da marca Beckman Coulter, J14-MC, a 18000 rpm
durante 30 minutos a uma temperatura de 4°C com rotor de angulo fixo.

No pellet permanecem os fragmentos celulares, e no sobrenadante esta presente a proteina de
interesse. O sobrenadante foi filtrado atraves de um filtro de 0.22 um e armazenado a 4°C até ao

passo de purificacdo.

2.2.3. Purificacdo das proteinas por IMAC (immobilized metal affinity
chromatography)

A purificacdo das proteinas de interesse com excecdo da Erol foi realizada num processo de
cromatografia de afinidade IMAC, no equipamento denominado FPLC-AKTA™ (GE
Healthcare). Foram usados neste processo colunas pré-empacotadas de 5 ml contendo 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 sdo 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 ligacdo de, no minimo, 40mg/mL. Esta
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retengdo permite purificar amostras proteicas com esse “tag” de afinidade e ap6s passagem de um
tampdo contendo imidazole, ocorre a elui¢do da proteina da matriz.

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
especifico (Unicorn).

O sistema de bombagens do equipamento foi sujeito a limpeza (fungdo “Pump Wash”) com
Etanol 20% ou agua MiliQ antes de se iniciar o processo de purificacdo. Os capilares A e B
foram colocados nos frascos com o tampédo de equilibrio e o tampé&o de eluicéo, respetivamente.
Realizou-se uma nova limpeza das bombas agora com os tampbes A e B. Apds esta fase foi
inserida a coluna pré-empacotada no sistema e o caudal usado ndo excedeu o limite de pressao
suportado pela coluna. A coluna foi equilibrada com 5 volumes de coluna de tampdo de
equilibrio, antes da injecdo da amostra. Esta injecdo foi feita através de um sistema denominado
super-loop previamente lavado com agua MiliQ. Antes da inje¢do foi acionada a fungdo “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, sdo efetuadas mais injecdes intercaladas.

Apos a insercdo da amostra no super-loop ativou-se a fung¢ao “Inject” fazendo com que a amostra
entrasse na coluna cromatografica. Quando o émbolo do super-loop chegou ao fim, mudou-se
para a funcao “Load” para continuar a passar tampao de equilibrio pela coluna. No cromatograma
surgem os picos referentes ao contetdo proteico (flow-trough ou fase movel) presente na amostra
que ndo ligou a matriz cromatografica. Apés a estabilizacdo do sinal de absorvancia a 280nm em
aproximadamente zero, iniciou-se o gradiente com o tampdo de eluicdo entre 0 e 100% num
intervalo de 25 minutos, que provoca a libertacdo da proteina de interesse dos ides metalicos (Ni).
Durante a fase de eluicdo surgem os picos referente a proteina que ficou retida na matriz. A etapa
de purificacdo foi concluida com a limpeza das bombas e do sistema primeiro com o tampéao de

equilibrio e depois com Etanol 20% e H.O MiliQ.
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2.2.4. Purificacdo da Erol por cromatografia de afinidade em coluna pré-

empacotada

Para a purificagdo da Erol por cromatografia, foi usado o equipamento FPLC-AKTA™ usando
colunas pré-empacotadas de 5 ml contendo Glutathione Sepharose (GSTrap affinity columns) da
GE Healthcare. A matriz cromatogréafica é estavel e tolerante aos tampdes aquosos geralmente
utilizados. Estas colunas sdo carregadas com glutationa que retém seletivamente as proteinas com
um “tag” de GST caso esta se encontre exposta na superficie proteica, garantindo uma capacidade
de ligacdo de, no minimo, 10mg/mL. Esta retencdo permite purificar amostras proteicas com esse
“tag” de afinidade e apds passagem de um tampao contendo glutationa reduzida, ocorre a elui¢ao
da proteina da matriz.

Procedeu-se do mesmo modo como na purificagcdo por IMAC, a Unica diferenca foi se ter usado
um caudal menor para aumentar a capacidade de ligacéo.

2.2.5. Purificacdo da Erol em batch

Para a purificacdo da Erol em batch, retirou-se 10 mL de beads de sefarose derivatizada com
glutationa para um falcon de 50 mL. Deixou-se em repouso para as beads sedimentarem, retirou-
se 0 sobrenadante com muito cuidado para ndo retirar as beads, depois adicionou-se 10 mL de
tampdo de equilibrio da Erol e agitou-se com o auxilio de uma roda durante 10 minutos,
deixando as beads sedimentarem de novo para se retirar 0o sobrenadante. Este processo de
adicionar tampado, agitacdo e retirada do sobrenadante foi repetido 3 vezes para uma lavagem
efectiva das beads com tampéo. De seguida, adicionou-se o sobrenadante proveniente da lise
celular ao falcon que contém as beads, este ficou a agitar na roda overnight para permitir a
ligagdo da Erol as beads. No dia seguinte, deixou-se as beads sedimentarem antes de recolher o
sobrenadante, procedeu-se a lavagem das beads com tampdo de equilibrio como referido
anteriormente as vezes necessarias até que o sobrenadante estivesse limpido. Apés isso

adicionou-se 100uL de Ubiquitin-like-specific protease (ULP) e deixou-se o falcon a agitar numa
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roda durante 4 horas a temperatura ambiente para ocorrer clivagem do tag GST da Erol. Quando
este tempo de espera terminou, deixou-se as beads sedimentarem para se recolher o sobrenadante
que contém a Erol pura, ficando agarrado as beads o GST-tag que foi cortado pela ULP. Este tag
foi eluido das beads com a adicdo de tampé&o de eluicdo da Erol contendo 40mM de glutationa
reduzida. Apds este passo, as beads foram limpas com tampédo de equilibrio e guardadas em
etanol 20%.
Durante esta purificacdo foram retiradas amostras do sobrenadante antes e depois da Erol estar
em contacto com as beads, do sobrenadante apds o corte com a ULP e do sobrenadante apos a

adicédo de tampdo de eluicéo.

2.2.6. Avaliacéo da expressao da eficiéncia da purificacdo por SDS-PAGE

Ao longo do processo fermentativo foram recolhidas duas amostras (1mL) antes da adicdo de
IPTG e duas amostras no final da producdo. Além destas, foram igualmente recolhidas amostras
do flow-trough na fase da purificacao.

Para avaliar se ocorreu sobrexpressdo 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 separacao 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 fracoes.

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. Na tabela 2.5 sdo apresentadas as composicdes de cada
fase do gel SDS.
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Tabela 2.5 Composicéo do gel de Resolucdo 12% e do gel de Concentracdo 5%.

Gel de Gel de
Componentes resolucéo 12%  Concentragio

(10mL) 5% (4mL)
dH.0 4,3mL 2,9mL
1M Tris-HCI pH 6.8 - 0,5mL
1.5M Tris-HCI pH 8.8 2,5mL -
Acrilamida/Bisacrilamida 40% 3mL 0,5mL
10% SDS 100 pL 40 puL
10% APS 100 pL 40 pL
TEMED 4 uL 4 puL

O gel de resolucdo 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 o0s responsaveis pela aceleracdo e iniciagdo da polimerizacdo do gel,
respectivamente. Uma vez adicionados, a solucdo 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 polimerizacdo demorou entre 20
a 30 minutos e quando foi atingida, a dH>O adicionada anteriormente foi removida, com recurso
a papel absorvente. O gel de concentracédo foi preparado da mesma forma mas, neste caso, depois
de ser colocado entre os vidros inseriu-se o0 pente que conduz a formacdo dos pocos onde sdo
carregadas as amostras.

Apos o gel estar completamente polimerizado foi colocado em suportes proprios do equipamento
de eletroforese da BioRad e na respetiva tina com tampdo de corrida cuja composicdo é

apresentada na tabela 2.2 do capitulo dos Materiais, sendo este diluido dez vezes.
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2.2.6.1.Preparacao das amostras para correr no gel

As amostras recolhidas ao longo da fermentacdo foram centrifugadas a 12000 rpm durante 5
minutos numa centrifuga de bancada VWR™, 2416. O sobrenadante foi descartado e o pellet é
ressuspendido em 100 pL de dH20.

Para preparar as amostras, foram retirados 30 UL de cada amostra aos quais foram adicionados
10upL de Loading Dye a cada perfazendo um volume total de 40 puL de amostra, a excepcao das
amostras do final da fermentacéo, das quais foram utilizados 30 pL de amostra e adicionados 30
pL de dH20 e 20 pL de Loading Dye 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 os fragmentos celulares
figuem no fundo do micro-tubo e depois foram carregadas 30 UL nos pogos do gel.

O marcador utilizado foi 0 Precision Plus Protein™ Unstained Standard da BioRad, apresentado

na Figura 2.1.

— 250 kD

Unstained

Figura 2.1 Bandas do Marcador Precision Plus Protein™ Unstained Standart; Bandas de 10
proteinas standart com peso molecular entre 10-250 kDa.
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2.2.6.2.Voltagem para a electroforese

Apdbs o suporte estar corretamente preparado e as amostras carregadas, os 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 até as amostras percorrerem o
gel de concentragdo. Seguidamente alterou-se a voltagem para 90 V no resto da corrida que foi

terminada antes que as amostras coradas saissem do gel.

2.2.6.3.Coloracéo e descoloracéo do gel

Quando a corrida do gel terminou o gel foi corado numa solu¢do cuja composi¢ao se encontra
descrita na tabela 2.6. O gel foi deixado nesta solu¢cdo O/N e no dia seguinte foi colocado na
solucdo para descorar (tabela 2.6) até serem visiveis as bandas obtidas. Este gel pode ser
guardado em dH20 apds este passo.

Tabela 2.6 Composicdo da solucédo de coloracdo e descoloracéo dos Géis SDS.

Solucdes Composicao

29 Brilliant Blue R - SigmaAldrich®
500 mL Etanol 96%

Solucdo corante (1L) 75 mL Acido Acético 100%
dH 2 O até perfazer o volume total

200 mL Etanol 96%

Solucao descorante (1L) 100 mL Acido Acético 100%
¢ dH20 até perfazer o volume total
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2.2.6.4.Digitalizacao dos géis

Apds 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.

2.2.7. Didlise das proteinas

A didlise € um processo onde as moléculas em solugdo sdo separadas segundo um gradiente de
concentracdo conjugado com um cut-off da membrana de didlise que apenas deixa passar
moléculas abaixo de um certo peso molecular. As mangas de didlise sdo assim semipermeaveis,
sendo constituidas por celulose regenerada ou éster de celulose. A didlise foi usada para remover
o0 imidazole da amostra proteica eluida da coluna cromatografica de IMAC. Para o caso da dialise
da amostra contendo Erol, a dialise teve o intuito de remover a glutationa reduzida usada na

eluicdo. Em cada situacdo, o tampao foi mudado duas vezes.

2.2.8. 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 calibracao feita com uma solucdo 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 incluidas na reta de calibracéo
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 que permite a determinacdo da concentragdo de
proteina total solubilizada. Envolve a adi¢do de um corante acido a solucéo proteica onde o grupo

trifenil-metano do corante se liga as estruturas apolares da proteina e os ides sulfonato interagem
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com aminodcidos polares. Este método é simples e rapido de executar e apresenta um ndmero

reduzido de substancias interferentes.

2.2.9. Corte das proteinas pela protéase ULP

A Erol foi produzida fundida com a Glutationa S-transferase (GST) e a HyPer e roGFP foram
produzidas fundidas com uma His-tag. E necessario separar estas proteinas dos seus tags de
afinidade de modo a que as proteinas de interesse fiquem isoladas e puras. Esta separacao foi
levada a cabo numa reacdo enzimatica catalisada pela protease ULP, que é responsavel pelo corte
entre essas partes. A ULP foi diluida de 1:100 relativamente ao volume de solugdo e deixada a
agitar durante a noite a 4°C com agitacao baixa.

2.2.10. Estudo da oxidacao da HyPer e roGFP.

2.2.10.1. Espectrofluorimetro

O estudo da oxidacdo da HyPer e da roGFP foi realizado por fluorescéncia num
espectrofluorimetro Fluoromax-3™, usando uma cuvete de quartzo com 1cm de percurso optico.
O uso deste tipo de aparelho permite grande resolucdo nas medicdes devido as suas fendas
ajustaveis pelo computador, e também possuir um monocromador com um espelho eliptico que

permite a captacdo de todos os comprimentos de onda pela fenda.

2.2.10.2. Reducéo da HyPer , PDI e roGFP

A Hyper, PDI e a roGFP foram reduzidas usando 40 mM DTT em tubos eppendorf com um
volume final de 550 pL durante 2 horas & temperatura ambiente com agitacdo num oscilador
Heidolph Duomax, 1030. Apos este tempo, as amostras foram passadas em colunas PD-10
Desalting da GE Healthcare, por gravidade, para remover o excesso de DTT. A utilizacdo destas
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colunas consistiu em passar 3 vezes 1 mL do tampéo de reagdo 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 tampdo do qual se recolheram aproximadamente 800 pL para um
eppendorf, que foi depois dividido em 4 micro-tubos de 200 UL e guardado a -80°C. A coluna foi
limpa com tampéo de reacéo, 3 vezes, e deixada em Etanol 20% para conservar a matriz.

Foi recolhido também uma amostra das proteinas reduzidas para quantificacdo pelo método de

Bradford, como especificado no ponto 2.2.6.

2.2.10.3. Reacao de oxidacéo

No presente trabalho estava previsto estudar duas vias possiveis para a oxidacao da Hyper: a via
da Ero1/PDI e a via da PRDX4/PDI.

Porém apds testes preliminares, observou-se que a HyPer € muito sensivel ao peroxido de
hidrogénio, que na via da PRDX4/PDI é produzido pela glucose oxidase e por isso decidiu-se
usar outra proteina que ndo é sensivel ao perdxido de hidrogenio, a roGFP.

Estudou-se também as duas vias na oxidacdo da roGFP, a via da Erol/PDI e a via da
PRDX4/PDI.

Como referido em cima, para estudar a via onde intervém a PRDX4 foi necessaria a introducéo
de uma fonte de perdxido de hidrogénio que atua como aceitador final de eletrdes sendo este,
apos reducdo convertido a dgua. Como tal foi adicionada Glucose (2.5 mM) e Glucose Oxidase
(GOx) (10 mU/ml) aos ensaios para estudar a via da PRDX4/PDI.

As concentracdes das proteinas utilizadas no estudo da reaccdo de oxidacdo sdo apresentadas na
tabela 2.7
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Tabela 2.7. Concentragdo de proteinas usadas nos ensaios de oxidacao.

Proteina Concentragéo (LM)

Hyper
PDI 1;3;5
Ero 1,3;5
PRDX4 1;3;5
roGFP 0,1;05;1;3;5;7; 10

Para cada ensaio foram feitos controlos com HyPer ou roGFP reduzida e oxidada pela adigéo de
uma solucdo 1M de DTT (50uL) e de uma solucdo 0.5uM de peroxido de hidrogénio (25uL),

respectivamente,.

2.2.10.4. Viada Erol/PDI com HyPer

Para estudar a oxidacdo catalizada por esta via realizaram-se 4 reacoes:

- A reacdo com a via completa (Erol, PDI reduzida e HyPer reduzida);

- A reacdo com HyPer e Erol;

- A reacdo com HyPer e PDI,;

- A reaccdo de controlo da HyPer ao ar para quantificar a oxidacao pelo oxigénio atmosférico.

A ordem de colocacdo dos componentes da reacdo é importante uma vez que se trata de um
processo no qual se quer avaliar a evolugdo ao longo do tempo da oxidacdo da HyPer. Assim, 0s
componentes de reacdo foram adicionados na seguinte ordem: tampéo de reacdo, PDI reduzida,
Erol e por fim HyPer reduzida para iniciar a reagao.

Apbs a quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford foram calculados os volumes
necessarios de cada proteina para as concentragdes finais desejadas (tabela 2.7). O volume de
tampé&o de reacdo a adicionar foi determinado por diferenga relativamente ao volume final de
reacao (1400 pL)

2.2.10.5. Viada PRDX4/PDI com roGFP
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Para estudar a oxidacao por esta via realizaram-se 5 reagdes:

- A reacdo com a via completa (Gox, Glucose, PDI reduzida, PRDX4 e roGFP reduzida);

- A reacdo da via completa sem a Gox;

- A reacdo da via completa sem a PDI;

- A reacdo da via completa sem a PRDX4.

- A reaccdo de controlo da roGFP ao ar.

A ordem de colocacdo dos componentes da reacao foi: tampdo de reacdo, Glucose, PDI reduzida,

PRDX4, roGFP reduzida e Gox, pelo que assim que esta ultima é adicionada a reacéo é iniciada.

2.2.10.6. Via da Erol/PDI com roGFP

Para estudar a oxidacao por esta via realizaram-se 4 reacdes:

- A reacdo com a via completa (Erol, PDI reduzida e roGFP reduzida);

- A reacdo com roGFP e Erol;

- A reacdo com roGFP e PDI,

- A reaccao de controlo da roGFP ao ar.

A ordem de colocacdo dos componentes da reacdo foi: tampéo de reacdo, PDI reduzida, Erol e

por fim roGFP reduzida para iniciar a reaccao.
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3. Resultados e discussao

3.1. Hydrogen Peroxide Sensor (Hyper)

Ao longo dos crescimentos foram medidos os valores de densidade 6tica (DO) do pré-inoculo e
das fermentacdes. Os pré-inoculos foram incubados durante a noite e a DO foi medida na manha
seguinte. A DO das fermentacdes foi monitorizada ao longo do crescimento durante o dia.

A determinacdo dos volumes de pré-indculo a adicionar para inocular é calculada através da
equacdo 3.1, com o objectivo de iniciar a fermentacdo com uma DO de 0,1 de modo a garantir
que as fermentacGes atinjam a fase exponencial do crescimento ao mesmo tempo. O volume de
pré-indculo a adicionar (Vi) é calculado com base na OD do pré- indculo (OD; ), na OD que se

quer iniciar a fermentacdo (ODs ) e o volume com que se inicia a fermentacao (Vr).

ODi * Vi= ODs * Vs Equacéo 3.1

3.1.1. Crescimento de pré-inoculo

Os erlenmeyers utilizados para a producéo do pré-inéculo foram numerados de 1 a 4 de modo a
facilitar o processo.

Na tabela 3.1 sdo apresentados os valores de DO dos 4 erlenmeyers de pré-in6culo da HyPer apds
incubagdo O/N a 37°C.

Tabela 3.1 Valores de DO obtidos para os pré-indculos da HyPer

Erlenmeyer DO(600nm)

1 2,063
2 2,081
3 2,128
4 2,121

-40 -



3.1.2. Propagacéo de inoculos e crescimento

Os erlenmeyers onde decorreram as fermentacGes foram, igualmente, numerados de 1 a 8 de
modo a facilitar o processo.

Atraveés da equacdo 3.1 foram determinados os volumes de pré-indculo necessarios para comecgar
a fermentagdo com uma DO de 0.1.

Foram seleccionados 2 bales em cada medicdo para monitorizar a evolucdo do crescimento na
fermentacdo, por comparacédo 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). Apés a inducdo da expressdo foram retiradas amostras dos
mesmos 2 balBes até a cultura atingir a fase estacionaria.

Os valores obtidos atravées da Equacdo 3.1 sdo apresentados, como exemplo, na tabela 3.2.

Tabela 3.2 Volumes de pré-inoculo a adicionar ao meio para iniciar fermentacdo da HyPer com
DO=0.1.

Pré-Inéculo Volume a adicionar (mL) Indculo

1 24,230 %
2 24,027 i
3 23,496 2
4 23,573 ;

Ao fim de 1,5 horas de crescimento foi induzida a expressao da proteina.

-41 -



A tabela 3.3 apresenta os valores da DO obtidos ao longo da fermentacéo, bem como o tempo de
cultura. A inducdo da expressdo é assinalada a verde.

Tabela 3.3 Monotorizacdo do crescimento atraves dos baldes numerados com 2 e 3. A adicéo de
IPTG é assinalada a verde.

DO(600nm) DO(600nm)

Amostra Tempo(h)

2) ©)
1 0 0,1 0,1
2 0,5 0,236 0,229
3 1 0,422 0,434
4 15 0,698 0,714
5 3 1,300 1,328
6 4 1,355 1,426
7 6,5 1,678 1,610
8 9 1,741 1,649

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 evolucdo da cultura (Figuras 3.1 e 3.2). A

inducdo da expressdo proteica através da adicdo de IPTG esta assinalada a verde.

HyPer (2)
1 -
0.5 /__.//_.———0
' y 6 3 10

Tempo de cultura (h)

Figura 3.1 Curva de crescimento da producdo de HyPer de amostras do baldo 2. O ponto
assinalado a verde corresponde a altura da indugdo com IPTG.
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HyPer (3)

Tempo de cultura (h)

Figura 3.2 Curva de crescimento da producdo de HyPer amostra do baldo 3. O ponto assinalado
a verde corresponde a altura da inducédo com IPTG.

3.1.3. Avaliacéo da sobrexpressao

Para verificar a inducdo da expressdo proteica foram realizados géis SDS-PAGE. Como tal, é
esperado que nas amostras recolhidas no fim da fermentacdo (apds a adicdo de IPTG) sejam

visiveis bandas mais intensas para a proteina de interesse relativamente as amostras recolhidas

antes da adicédo de IPTG.
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Figura 3.3 Gel de avaliagdo da expressdo da HyPer: 1- Amostra recolhida no final da
fermentacdo; 2- Amostra recolhida no final da fermentacdo; 3- Amostra recolhida antes da adicéo
de IPTG; 4- Amostra recolhida antes da adicéo de IPTG; M- Marcador Precision Plus Protein™
Unstained Standard (kDA).

No gel SDS-PAGE realizado para avaliar a expressao da HyPer resultante da producéo (PM = 93
kDa),embora nem todas as bandas do marcador sejam totalmente visiveis, pode-se ver uma banda
mais carregada perto da banda do marcador de 100kDa, nas amostras recolhidas no fim da
fermentagdo em relagdo as amostras antes da adicdo de IPTG, o que quer dizer que houve
sobreexpressdo da proteina de interesse.

Este gel também revela outras bandas correspondentes a outras proteinas que foram expressas ao

longo da fermentacéo, estas vao ser separadas da HyPer no processo de purificagéo.

3.1.4. 12Purificacdo da HyPer

A purificacdo tem como objetivo remover outras proteinas que se encontrem presentes na

amostra para se obter a proteina de interesse pura.
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O cromatograma apresentado na figura 3.4 mostra a purificacdo da HyPer por IMAC numa
coluna de Niquel. Apés a injecdo da amostra e da saida do flow-trough o gradiente com tampao
contendo imidazol é iniciado e o pico onde se encontra a proteina que ligou a matriz
cromatografica comeca a eluir, aproximadamente 15 mL ap0s o inicio do gradiente.

Apesar da proteina eluir antes do gradiente terminar, este foi levado até ao fim para verificar se

surgiam outros picos.

Purificacdo HyPer 1° Cromatografia
6000,00 - - 100,00
5000,00 - 80,00
x
> ()
T 4000,00 - &
7 - 60,00 3
o I
S 3000,00 - o
=) o
3 - 4000 8
"I 2000,00 - =
C by
> - 2000 @
=~ 1000,00 - \
0,00 — AW . = 000
0,00 50,00 100,00 150,00
-1000,00 - Volume (mL) - -20,00

Figura 3.4 Cromatograma da Purificacdo da HyPer obtido no equipamento FPLC-AKTA;
Parametros avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvancia (mUA)
(Vermelho) e percentagem (%) do Tampé&o de Eluicéo no sistema (Azul).

3.1.5. Corte da His-tag e 22 cromatografia

O corte da fusdo da Histidine-tag (His-tag) consistiu em adicionar ULP a amostra na proporc¢éo
de 1:100 e deixou-se overnight a cortar. No dia seguinte realizou-se as dialises para eliminar o
imidazole. Para separar a HyPer da His-tag foi feita uma purificacgdo no AKTA utilizando
novamente a mesma coluna pré-empacotada. Nesta segunda cromatografia espera-se que a HyPer

seje recolhida no flow-trough e a His-tag recolhida quando se realizar o gradiente de eluicdo.
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3.1.6. Avaliacdo da eficiéncia da purificacdo e quantificacdo pelo método de
Bradford

Ao longo de todas as purificactes efetuadas foram recolhidas as amostras do flow-trough 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 néo ter ficado eficientemente ligada a coluna ou pode
ndo ter sido corretamente eluida.

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

E visivel que a HyPer 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 HyPer
esta presente numa concentracao elevada. No flow- trough séo visiveis algumas bandas referentes
a totalidade do conteudo proteico da amostra e pode-se verificar que a auséncia de uma banda

forte na zona dos 50kDa significa que a HyPer aderiu na sua totalidade a coluna pré-empacotada.

M 2 3 -

Figura 3.5 Gel de avaliacdo da purificacdo da HyPer: 1- Amostra da elui¢do apos corte com ULP
; 2- Amostra recolhida depois da adicdo de ULP; 3- Amostra antes da adicdo de ULP; 4 —
Amostra do flow-through; M - Marcador Precision Plus Protein™ Unstained Standard (KDA).
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3.2. Peroxiredoxin 1V (PRDX4)

3.2.1. Crescimento do pré-inéculo
Na tabela 3.4 séo apresentados os valores de DO de 4 pré-indculos da PRDX4 ap6s incubacéo

O/N a 37°C.
Tabela 3.4 Valores de DO obtidos para os Pré-indculos da PRDX4.

Erlenmeyer DO(600nm)

1 2,021
2 2,132
3 2,117
4 2,206

3.2.2. Propagacao de indculos e crescimento

O in6culo para a producdo de PRDX4 foi realizada em 4 erlenmeyers.

Através da equacdo 3.1 foram calculados os volumes de pré-in6culo necessarios para que a
fermentacdo fosse iniciada com DO=0.1.

Ao fim de 3 horas de crescimento foi induzida a expressdo pela adi¢do de IPTG. A tabela 3.5
apresenta os valores da DO obtidos ao longo da fermentacdo, bem como o tempo de cultura. A

inducdo da expressdo é assinalada a verde.
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Tabela 3.5 Monotorizacao do crescimento atraves dos bal6es numerados com 1 e 3. A adicdo de
IPTG é assinalada a verde.

Amostra Tempo(h) DO(600nm)(1) DO(600nm)(3)

1 0 0,1 0,1

2 0,5 0,213 0,225
3 1 0,234 0,251
4 1,5 0,276 0,311
5 2 0,339 0,365
6 2,5 0,436 0,457
I 3 0,614 0,648
8 4 0,834 0,828
9 5 0,867 0,896
10 7 0,987 0,968

Em relacdo a cultura para expressdo da HyPer, esta cultura cresceu mais lentamente e atingiu a
fase estacionéria 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 (Figuras 3.6 e 3.7). A

inducdo da expressdo proteica atraves da adi¢do de IPTG esta assinalada a verde.

PRDX4 (1)
0 : . : .
2 /I/—.’_G—_—. 8
o 05 -
e
=
-1.5
Tempo de cultura (h)
-2.5

Figura 3.6 Curva de crescimento da producdo de PRDX4 de amostras do baldo 1. O ponto
assinalado a verde corresponde a altura da indugéo com IPTG.
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PRDX4 (3)
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Figura 3.7 Curva de crescimento da producdo de PRDX4 de amostras do baldo 3. O ponto
assinalado a verde corresponde a altura da inducdo com IPTG.

3.2.3. Avaliagéo da sobrexpressio

Para avaliar a sobrexpressdo da PRDX4 usou-se 0 mesmo processo descrito anteriormente.

N 1 2 3

25

75

30

37

25

20

i5

10

Figura 3.8 Gel de avaliacdo da expressdo da PRDX4: 1,3- Amostras recolhidas no final da
fermentacdo; 2- Amostra recolhida antes da adicdo de IPTG; M - Marcador Precision Plus
Protein™ Unstained Standard (KDA).
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E possivel notar a banda correspodente 8 PRDX4 (~30kDA) sobreexpressa nas amostras

recolhidas no final da fermentacé&o.

3.2.4. Purificacdo

No cromatograma apresentado na figura 3.9, apds ter sido iniciado o gradiente, foi observado um

pico. As fragcdes que correspondem a este pico foram recolhidas para posterior avaliacdo em gel
SDS-PAGE.

4500,00 Purificacio PRDX4 120,00
4000,00 |
- 100,00
3500,00 -
- 80,00
3000,00 -
=
—_ 2500,00 - - 60,00 'S,
= =
[
&=
é 2000,00 - - 40,00 =
=
= =
= 1500,00 =
% - 20,00 =)
& , g
=2 1000,00 - P
= \ L oo =
500,00 | 1 \"
0,00 : | | | | | -20,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00
Volume (mL)

Figura 3.9 Cromatograma da Purificagdo da PRDX4 obtido no equipamento FPLC-AKTA;
Parametros avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvéancia (mUA) (Azul) e
percentagem (%) do Tampéo de Eluicdo no sistema (Vermelho).

3.2.5. Avaliacdo da eficiéncia de purificacdo e quantificacdo pelo método de
Bradford

Embora o gel obtido para caracterizar a purificacdo ndo tenha corrido adequadamente (dados nao
apresentados), foi possivel observar uma banda forte que corresponde a PRDX4 com cerca de
~30kDA.

-50-



3.3. Endoplasmic Reticulum Oxireductase 1 (Erol)

3.3.1. Crescimento do pré-inéculo

No caso da Erol, o processo fermentativo foi realizado de maneira diferente relativamente as
restantes proteinas. O pré-inoculo foi incubado durante o dia a 37°C e a fermentacdo decorreu
durante a noite a 16°C, ap6s indugdo com IPTG. Na tabela 3.6 sdo apresentados os valores de DO

do pré-inéculo da Erol apés incubacdo durante o dia.

Tabela 3.6 Valores de DO obtidos para os Pré-indculos da Erol

Erlenmeyer DO(600nm)

1 2,054
2 2,118
3 2,132

3.3.2. Propagacao de indculos e crescimento

Devido a incubadora orbital ndo possuir um sistema de refrigeracdo, a temperatura atingida por
esta foi a temperatura da sala onde esta se encontrava. Este factor podera ter aumentado a
percentagem de proteina que formou corpos de inclusdo que permaneceram na fraccdo insoluvel.
Através da equacdo 3.1 foram calculados os volumes de pré-indculo necessarios para que o
crescimento do in6culo fosse iniciado com DO=0.1.

Ao fim de 2,5 horas de fermentacdo foi induzida a expressao da proteina. A tabela 3.7 apresenta
os valores da DO obtidos ao longo do crescimento do indculo, bem como o tempo de cultura. A

indugéo da expressao é assinalada a verde.
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Tabela 3.7 Monotorizacao do crescimento atraves dos bal6es numerados com 1 e 2. A adicdo de
IPTG é assinalada a verde.

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

1

2 1 0,272 0,286
3 2 0,543 0,562
4 2,5 0,617 0,667
5 3,5 0,980 0,878
6 4,5 1,233 1,319
7 5,9 1,435 1,473
9 18,5 1,909 1,950

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 (Figuras 3.10 e 3.11). A inducéo

da expressao proteica através da adicdo de IPTG esté assinalada a verde.
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Figura 3.10 Curva de crescimento da producdo de Erol do baldo 1. O ponto assinalado a verde
corresponde a altura da indugcdo com IPTG.

Erol (2)

In(DO)

Tempo de cultura (h)

Figura 3.11 Curva de crescimento da producdo de Erol do baldo 2. O ponto assinalado a verde
corresponde a altura da indugcdo com IPTG.
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3.3.3. 1°Purificacdo da fusdo GST-Erol

A purificacdo do conjunto GST- Erol decorreu como previsto e apos o inicio do gradiente de

eluicdo com glutationa reduzida ocorreu apenas um pico (Figura 3.12).

6000,00 - _ e~ _ - 120,00
1° Purificacio Ero 1
5000,00 - - 100,00
4000,00 - - 80,00
z E
Z.3000,00 - - 60,00 K
= =2
£ S
& 2000,00 - - 40,00 &
; s
~« o
1000,00 - - 2000 ¢
0,00 . k% . - 0,00
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
-1000,00 - ) - 20,00
Volume (mL)

Figura 3.12 Cromatograma da 1° Purificacio da Erol obtido no equipamento FPLC-AKTA;
Parametros avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvéancia (mUA) (Azul) e
percentagem (%) do Tampéao de Eluic¢do no sistema (Vermelho).

3.3.4. Corte da fusdo GST-Erol e didlise

O corte da fusdo da GST-Erol consistiu em adicionar ULP & amostra na propor¢do de 1:100
como foi realizado para a HyPer e deixou-se overnight a cortar. No dia seguinte realizou-se as

dialises para eliminar a glutationa reduzida.
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3.3.5. Purificacdo apos corte com ULP da Erol

Para separar a Erol da GST e da ULP foi feita uma purificacdo no AKTA utilizando novamente a
coluna pré-empacotada GSTrap. Nesta segunda coluna espera-se que a Erol saia no flow-trough

e a GST juntamente com o linker de reconhecimento para a ULP saiam no gradiente de eluicéo.

3.3.6. Auvaliacéo da eficiéncia da purificagdo

Ao analizar a eficiéncia da purificacdo pelos géis (Figura 3.3) , pode-se notar que existem 3
bandas nas amostras antes da ULP, uma entre as bandas 100 e 75, outra perto dos 50 e outra perto
dos 37, era esperado apenas existir uma entre as bandas de 100 e 75, que corresponde a proteina
de fusdo.

As outras duas bandas provavelmente sdo a proteina Erol e a GST tag, possivelmente derivado
da actividade de uma protéase no processo de purificacdo. Essa hipotese foi testada usando um
inibidor de protéase, porém os resultados foram os mesmos. Contudo, a purificacdo foi um
sucesso visto que na amostra do flowthrough da segunda cromatografia temos maioritariamente a

banda correspondente a Erol pura.
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Figura 3.13 Gel de avaliagdo da purificacdo da Erol:2-Marcador Precision Plus Protein™
Unstained Standard (kDA);1- Eluicdo com glutationa na segunda cromatografia; 3- Flowthrough
da segunda cromatografia ; 4- Erol depois da ULP ; 5, 6 e 7- Erol antes da ULP; 8- Flowthrough
da primeira cromatografia.

Apo0s a producdo da Erol foi realizada a quantificacdo, pelo mesmo método usado nas restantes

proteinas .

3.3.7. Purificacdo da Erol em batch

Devido a alguns problemas de purificagdo que foram surgindo ao longo do trabalho com o
anterior método de purificacdo, foi sugerido pelo professor usar-se beads de sefarose para

extracdo em batch, procedendo como esta descrito nos métodos.

-56 -



3.4. Protein Disulfide Isomerase (PDI)

3.4.1. Crescimento do pré-inéculo
A PDI foi produzida em menores quantidades relativamente as restantes proteinas. O pré-inoculo

foi incubado em dois balées com 50 mL de volume 0til. Na tabela 3.8 sdo apresentados 0s
valores de DO do pré-inéculo da PDI apés incubacdo O/N a 37°C.

Tabela 3.8 Valores de DO obtidos para os Pré-indculos da PDI.

Erlenmeyer DO(600nm)

1 2,310
2 2,236
3 2,229

3.4.2. Progagacao de indculos e crescimento

O indculo para a producéo de PDI foi realizada em 3 erlenmeyers.

Através da equacdo 3.1 foram calculados os volumes de pré-in6culo necessarios para que a
fermentacdo fosse iniciada com DO=0.1.

Ao fim de 1,5 horas de crescimento foi induzida a expressao da pela adicdo de IPTG. A tabela 3.9
apresenta os valores da DO obtidos ao longo da fermentagdo, bem como o tempo de cultura. A

indugéo da expressao é assinalada a verde.
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Tabela 3.9 Monotorizacdo do crescimento através dos baldes numerados com 1 e 2. A adicdo de
IPTG é assinalada a verde.

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

2 0,5 0,302 0,294
3 1 0,374 0,396
4 15 0,679 0,662
5 2,5 1,367 1,423
6 35 1,711 1,673
7 45 1,832 1,799
9 5,5 1,852 1,837
PDI (1)

In(DO)

Tempo de cultura (h)

Figura 3.14 Curva de crescimento da producdo de PDI do baldo 1. O ponto assinalado a
vermelho corresponde a altura da inducéo com IPTG.
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PDI (2)
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Tempo de cultura (h)

Figura 3.15 Curva de crescimento da producdo de PDI do baldo 2. O ponto assinalado a
vermelho corresponde & altura da inducdo com IPTG.

3.4.3. Avaliacéo da Sobrexpressao

Como descrito anteriormente, foram realizados géis SDS-Page para verificar a sobreexpressdo da
PDI (Figura 3.16)

Figura 3.16 Gel de avaliacdo da expressdao da PDI:M- Marcador Precision Plus Protein™
Unstained Standard (kDA); 1 e 3- Amostras recolhidas antes da adicdo de IPTG; 2 e 4-
Amostras recolhidas no final da fermentagé&o.
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E visivel um ligeiro aumento da espessura da banda de 55kDA~ correspondente a PDI nas
amostras recolhidas depois da adicdo de IPTG, pelo que se pode concluir que ocorreu

sobrexpressao da PDI.

3.4.4. Purificacdo

Apds a injecdo da amostra e da saida do flow-trough o gradiente € iniciado e o pico onde se
encontra a proteina que ligou a matriz cromatografica comeca a eluir, aproximadamente 15 mL

apos o inicio do gradiente.
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Figura 3.17 Cromatograma da purificagdo da PDI obtido no equipamento FPLC-AKTA,;
Parametros avaliados: Absorvancia a 280 nm em mili-unidades de Absorvéancia (mUA) (Azul) e
percentagem (%) do Tampéo de Eluicdo no sistema (Vermelho).
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3.4.5. Avaliacéo da eficiéncia da purificacdo

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

(~55kDA) esta presente numa concentracao elevada. (Figura 3.18)

Figura 3.18 Gel de avaliacdo da purificacdo da PDI:M- Marcador Precision Plus Protein™
Unstained Standard (kDA); 1 a 6- Amostras recolhidas do pico de eluicdo.
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3.5. Estudo do refolding oxidativo

Foram realizados varios ensaios para estudar, in vitro, a oxidagcdo da HyPer catalisado pelas vias
enzimaticas que operam no reticulo endoplasmatico. Esta proteina modelo apresenta um peso
molecular de 53 kDa. A fluorescéncia da proteina varia com o aumento da concentragdo de
peroxido de hidrogénio ao longo do tempo. Essa variagdo surge como uma variacdo da razdo do
valor de intensidade de fluorescéncia entre os picos a 500nm e 420nm. Ou seja, se a proteina
estiver a ser oxidada, veremos um aumento progressivo da razdo entre esses dois picos
(500nm/420nm) ao longo do tempo até atingir um limite de 100% oxidada. Esse limite sera
atingido mais rapido ou mais lentamente consoante a concentracdo das proteinas que catalisam

essa reaccao.

3.5.1. ViadaPDI/Erol usando HyPer como substrato

O estudo desta via requer a realizacdo de espectros de fluorescéncia da proteina HyPer com as
enzimas cataliticas em estudo, usando o programa Origin Pro para analise dos dados.

Primeiro foi necessario estabelecer os parametros iniciais, para tal, foram feitos pré ensaios para
definir o tempo de medicao e a abertura das slits para nao saturar o fotomutiplicador.

Foi entéo defenido que seriam feitos ensaios de 120 ciclos com 10 segundos entre cada leitura e
que para ensaios de HyPer cujas concentracGes variassem entre 0,1uM e 7 uM se usaria 0s low
concentration settings, com slits de 3 milimetros. Para as concentrac@es que variassem entre 10
UM e 16 uM de HyPer seriam usados os high concentration settings, com slits de 2 mm. Porém
mais tarde foi notado que cada leitura estava a demorar cerca de 30 segundos e ndao 10 segundos
como defenido, continuou-se com estes parametros mas no tratamento de resultados foi usado
intervalos de 30 segundos em vez de 10 segundos.

A intensidade de fluorescéncia é representada pela razdo entre 0s picos de emissdo a 420nm e

500nm, reflectindo assim a oxidagao da HyPer.
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Figura 3.19 Exemplo de um grafico de um ensaio com 3uM Hyper, 1uM Erol, 1uM PDI da via
da PDI/Erol. Reacdo completa (azul), reacdo com HyPer e PDI (vermelho), reacdo com HyPer e
Erol (verde), reacdo da HyPer ao ar (purpura) e limites com H2O> (azul claro) e DTT (laranja).

Como podemos ver na figura 3.19, na reacdo completa podemos observar um aumento gradual da
razdo da fluorescéncia da HyPer, o que leva a concluir que esta a ocorrer oxidacdo da mesma pela
accdo das enzimas PDI e Erol presentes no meio. Este aumento da razdo das fluorescéncias ndo
ocorre quando estas enzimas sdo adicionadas isoladamente, embora na reacdo com HyPer e Erol
exista uma certa oxidacdo. Esta, no entanto, é desprezavel quando comparada com a reaccao

completa.

A oxidacdo do meio no controlo ao ar € desprezavel visto a reaccdo estar a ser realizada num

sistema fechado.

Para ser possivel comparar a velocidade de reacc¢do de cada ensaio e de cada via, considerou-se
0s primeiros pontos da reac¢do completa que obedeciam a uma tendéncia linear, e foi calculado o
declive dessa linha de tendéncia. O valor do declive é a velocidade da reagéo para essa reagcdo em

st
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Figura 3.20 Exemplo de um gréafico de um ensaio da via PDI/Erol. Reacdo completa
(vermelho);a recta de regresséo linear (Linha preta) foi feita considerando os primeiros pontos
gue mostravam uma tendéncia linear. A intensidade de fluorescéncia representa a razao entre as
fluorescéncias a 420nm e 500nm.

Como podemos observar na figura 3.20, se considerasemos todos os pontos, a velocidade de
oxidacdo seria menor, devido ao facto de ao longo do tempo, as proteinas e 0 meio de reagdo esta
cada vez mais oxidado, tendendo assim para um limite de oxidac&o.

O que nos interessa medir é a velocidade da reacdo inicial , quando a concentracdo da proteina

substrato é aproximadamente igual & adicionada.
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Tabela 3.10 Valores das velocidades de oxidacdo da HyPer para diferentes concentracdes dos
catalizadores Erol e PDI.

Velocidade de oxidacao (s-1)
Erol 1pM PDI 1uM
PDI 1uM PDI 3uM PDI 5uM Erol 3uM Erol 5uM

Concentracéo de Hyper (uUM)

0,1 8,31E-05 6,64E-05 5,56E-04 - 7,51E-05
0,5 1,07E-04 191E-04 9,12E-04 2,49E-04 8,36E-05
1 1,20E-04 2,38E-04 9,46E-04 4,78E-04 1,18E-04
3 9,06E-05 1,08E-04 9,04E-04 1,01E-04 1,03E-04
5 4,13E-05 8,98E-05 5,39E-04 4,71E-05 5,80E-05
7 6,79E-05 257E-05 7,10E-04 257E-05 4,27E-05
10 5,15E-05 5,94E-05 2,95E-04 7,42E-05  7,79E-05
13 1,30E-05 3,39E-04 O0,00E+00 6,67E-05  3,74E-05
16 2,31E-05 0,00E+00 0,00E+00 - 2,718E-05

Em quase todas as situacdes a velocidade de oxidacdo mantém-se ou diminui progressivamente
com maiores concentracfes de substrato, indicando assim que esta reacdo € inibida pelo

substrato.

Com base nos valores da velocidade de oxidacdo, foi possivel fazer os fits’ ao tracar uma recta
de regressdo ndo linear com o auxilio do software GraphPad Prism considerando uma cinética de

inibicdo pelo substrato com a seguinte equacgéo:

y = ‘ .71’1 [ AN o i ‘\‘-
‘ m— [\'l“f

K+ [\] + T

Figura 3.21 Derivagdo da equacdo de Michaelis-Menten para uma cinética de inibigdo de
substrato
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A velocidade méaxima (Vmax) representa a velocidade de reagdo a concentracdes saturadas de
substrato.

Constante de Michaelis-Menten (KM) é a concentragdo de substrato para a qual a a velocidade de
reacao € metade da velocidade maxima.

K’S é a constante de dissociacdo do complexo enzima-substrato.
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0,00E+00 l i ¢ :.. —
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hyperquM) 15 20

Figura 3.22 Grafico dos ‘fits’ para a via da PDI/Erol, comparando as velocidades de oxidagado
com o aumento da enzima PDI.
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Figura 3.23 Grafico dos ‘fits’ para a via da PDI/Erol, comparando as velocidades de oxidagao
com o0 aumento da enzima Erol.
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Ao analisar as figuras 3.22 e 3.23, podemos de facto notar que h& uma diferenca mais
significativa na velocidade da reacdo quando se aumenta a concentragdo de PDI do que no caso
do aumento da Erol, indicando que a oxidacdo da HyPer pela PDI é o passo limitante da
velocidade da reacdo. A velocidade da reacdo ainda aumenta com o aumento da concentracao da
PDI de 3uM para 5uM e ja ndo aumenta quando a concentracdo de Erol aumenta de 3uM para
5uM, pelo contrério até diminui

Tabela 3.11 Constantes cinéticas dos ‘fits’ considerando inibic¢éo pelo substrato

Constantes Erol 1uM PDI 1uM

cinéticas

PDI 1pM PDI 3uM PDI5uM  Erol3uM  Erol 5pM

2E-02 1 2 4 E-02

KM (M) 8,92E-0 3,16 0,209 60  8,30E-0

41 22 2,82 132 4

K'S (M) 3, 0, 826 0,13 6,345

o 1,55E-04 1,92E-3  1,56E-03 4,97E-3  1,29E-04
Vmax (s™)

Tal como mencionado anteriormente, estas rectas de regressao nao linear sdo compativeis com
um comportamento tipico de inibicdo do substrato, existindo um aumento da velocidade de
reacdo até certo ponto, apés o qual, o0 aumento da concentragdo de substrato provoca uma
diminuicdo da velocidade de reacdo. Interessante também é o facto de o aumento da concentracao
de Erol diminuir também a velocidade de oxidacdo., O aumento da concentracdo de PDI
provoca um aumento dos valores de velocidade de oxidacdo de cerca de uma ordem de grandeza

maiores que 0 aumento da concentracdo de Erol.

-67-



3.5.2. roGFP como substrato

Usando a mesma abordagem anterior, foi necessario estabelecer os parametros iniciais para 0s
ensaios usando a roGFP como substrato. Para tal foram realizados pré-ensaios e defeniu-se que
seriam realizados ensaios de 90 ciclos com 15 segundos entre cada leitura, com uma abertura de
slits de 4 mm para concentracdes de roGFP de 0,1 uM e 0,5 uM, defenidos como os low

concentration settings.

Para as concentracdes de 1 uM a 10 uM foi usado uma abertura de slits de 2 milimetros, ensaios
de 100 ciclos com 30 segundos entre cada leitura, estas definigoes foram as denominadas high

concentration settings.

Os picos medidos foram os de 400nm e 492nm, usando o valor destes para fazer o ratio entre

eles.

No tratamento dos resultados foi decidido subtrair o valor da velocidade de oxidacdo da roGFP
ao ar ao valor da velocidade de oxidacdo da reacdo normal, de modo a desprezar a oxidacdo

natural da roGFP ao ar.

Tabela 3.12 Valores das velocidades de oxidagdo para diferentes concentracbes de roGFP na
reacdo completa e ao ar.

roGFP Velocidade de oxidacao Velocidade de oxidacdo | Velocidade de oxidagao
(UM) (reacdo) (s?) (ar) (s1) final (s1)

0,1 2,19E-04 7,12E-05 1,48E-04
0,5 2,41E-04 7,50E-05 1,66E-04
1 1,05E-03 3,18E-04 7,30E-04
3 3,96E-04 1,13E-04 2,83E-04
5 6,73E-04 1,54E-04 5,19E-04
7 1,11E-03 1,51E-04 9,56E-04
10 4,09E-04 1,30E-04 5,39E-04

-68 -



Tabela 3.13 Valores das constantes cinéticas da via da PDI/PRDX4 usando roGFP como sensor.

Velocidade de oxidagdo  Velocidade de oxidacdo  Velocidade de oxidagdo

roGFP (M) (reagdo) (5?) @ar) (s1) final (s1)
0,1 7,18E-04 2,69E-04 4,49E-04
0,5 4,19E-04 2,70E-04 1,49E-04
1 5,39E-04 1,93E-04 3,46E-04
3 3,61E-03 5,33E-04 3,07E-03
5 1,08E-03 3,59E-04 7,22E-04
7 8,28E-04 1,70E-04 6,58E-04
10 8,13E-04 5,00E-05 7,63E-04

Procedeu-se ao mesmo método para fazer os ‘fits’ destas vias com o software GraphPad Prism.

3.50E-03 - Velocidade de oxidagao

3,00E-03 - © PDI 1uM; Erol 1uM
2,50E-03 - M PDI 1uM; PRDX4 1uM

__2,00E-03 -
<
<£1,50E-03
()]

=
©1,00E-03

5,00E-04

0,00E+00

4 6
roGFP (uM)

Figura 3.24 Grafico dos ‘fits’ para a via da PDI/Erol e PDI/PRDX4 usando roGFP como sensor.
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Tabela 3.14 Constantes cinéticas dos ‘fits’ para as vias usando a roGFP.

Constantes cinéticas PDI 1uM; Erol PDI 1uM; PRDX4
1uM 1puM
5,03E-01
KM (uM) 6762
3,10E+15 1,15E-03
K’S (uM)
E-04
Vmax (s?) 6.69E-0 7,832

Com a analise destes dados, é possivel notar que a via da PDI/Erol, sobre as condi¢6es definidas,

ndo aparenta apresentar inibicdo pelo substrato.

Por outro lado, a via da PDI/PRDX4 apresenta a curva de regressdo ndo linear tipica de uma
inibicdo pelo substrato.

Seré necessario realizar mais ensaios com diferentes concentragdes de enzima e obter replicados
em cada via para determinar com clareza qual das duas vias é a que desempenha um papel mais

importante.
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4. Conclusotes

O estudo das duas vias enzimaticas envolvidas no folding oxidativo permitiu observar que em
todos os casos ocorre oxidacdo da proteina fluorescente quando estdo presentes todas as enzimas
necessarias para a reagao ocorrer..

Podemos ver, na via da PDI/Erol usando HyPer como sensor, que com 0 aumento da
concentracdo da PDI ha uma diferenca maior na velocidade de reacdo do que no aumento da
concentracdo de Erol. Isto da fortes indicios que a PDI desempenha um papel limitante da
velocidade da reacdo nesta via oxidativa.

Embora ndo exista dados suficientes para comparar as cinéticas das vias que usam HyPer como
sensor com as vias que usam a roGFP, no futuro, era importante repetir os ensaios da via da
PDI/Erol usando a roGFP para ser possivel responder a questdo de qual destas vias desempenha

um papel mais importante nas reac6es redox que ocorrem no reticulo endoplasmatico.
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